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RESUMEN

RESUMEN

El aumento constante de la industrializacion, la urbanizacion y el exponencial crecimiento
de la poblacién estan conduciendo a un alarmante incremento de la escasez hidrica en
todo el planeta. A ello se une la problematica sobre riesgos ambientales y salubres
asociados a la mala calidad del agua disponible en algunas zonas del mundo. Esto hace
que el tratamiento y reutilizacion de las aguas residuales urbanas sea una cuestion de gran
importancia como potencial fuente alternativa de agua para determinadas aplicaciones y
sectores econdmicos. Ademas, el tratamiento de aguas residuales industriales y urbanas
es una exigencia para garantizar la calidad de las aguas naturales. Las estaciones
depuradoras convencionales, basadas en tratamientos bioldgicos, presentan baja
efectividad frente a la eliminacion de contaminantes de preocupacion emergente, vertidos
de agua industrial o efluentes de origen bio-recalcitrante (o altamente tdxico), como
pueden ser los lixiviados de vertedero. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de nuevas
estrategias de gestion y tratamiento de estas aguas que incluyan: i) una caracterizacion de
las mismas, mediante técnicas analiticas avanzadas (cromatografia liquida y gaseosa
acoplada a espectrometria de masas, para la identificacion de contaminantes organicos
desconocidos), analisis microbioldgicos, analisis toxicologicos (a corto y largo plazo) y
de biodegradabilidad, asi como ii) la integracion/combinacion de varios procesos fisicos
y de oxidacién quimica altamente eficientes, que permitan reducir costes y mejorar la

calidad del vertido. En este sentido, el elevado potencial de los Procesos Avanzados de
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Oxidacion (PAQ) para la descontaminacion de aguas conteniendo este tipo de sustancias
es ampliamente reconocido. De esta forma, con los PAO se persigue aumentar la
biodegradabilidad de estas aguas residuales lo suficiente como para implementar un
sistema bioldgico posterior, disefiado especificamente para el tratamiento de un agua con
caracteristicas particulares y que siempre ird asociado a un objetivo general de reduccion

de costes de operacion.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral es el tratamiento de aguas residuales
industriales y/o no biodegradables para su regeneracion, reutilizacion y revalorizacién
mediante recuperacién de nutrientes, estudiando nuevas estrategias y haciendo uso de la
energia solar. Para ello se propone una linea de tratamiento basada en la combinacion, a
escala planta piloto, de un pre-tratamiento fisico-quimico (coagulacién/floculacion), PAO
(ozonizacion y foto-Fenton solar) y sistemas bioldgicos (bio-reactor de lecho fluidizado)
con una etapa final de afino basada en sistemas de membranas (destilacion por
membranas), para la depuracion y posible reutilizacion de lixiviados de vertedero (como
ejemplo de agua residual compleja y/o industrial). La evaluacion de las tecnologias
estudiadas se ha llevado a cabo mediante la aplicacion de técnicas analiticas, tanto
convencionales (turbidez, pH, conductividad, COD, DQO, nitrgeno total, aniones,
cationes, acidos carboxilicos, aminas, etc.) como avanzadas (cromatografia liquida y de
gases acoplada a espectrometria de masas), técnicas microbioldgicas (recuento en placa
de microorganismos, extraccion de ADN, qPCR o técnicas metagendmicas) y estudios de

toxicidad y biodegradabilidad mediante respirometria.

En primer lugar, se llevd a cabo la optimizacion de un pre-tratamiento basado en técnicas
fisico-quimicas de coagulacion/floculacion (C/F) a escala de laboratorio, mediante el uso
de diferentes floculantes y coagulantes comerciales y dos coagulantes cominmente
conocidos y usados para el pre-tratamiento de aguas residuales industriales: FeClz anhidro
y Ca(OH)2. Se encontrd que el sistema mas eficaz para la reduccion de un mayor
porcentaje de turbidez, color, COD y DQO era la adicion de 0,5 g/L de FeCls tras reducir
el pH del agua residual a5 (3 mina 100 rpm, 30 min a 30 rpm y 30 min de sedimentacion).
Posteriormente, se procedié a replicar esta etapa a escala planta piloto con objeto de
obtener mayor volumen de agua pre-tratada para continuar experimentalmente con el
resto de fases sugeridas para la linea de tratamiento a escala planta piloto. El caracter no
biodegradable y la toxicidad media (a corto plazo) de los lixiviados de vertedero se

mantuvo tras esta primera etapa de C/F, haciendo necesaria la evaluacion del efecto de la
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aplicacion de PAO sobre la mejora de estos parametros, previa a su posible combinacion

con un tratamiento bioldgico.

Se evaluaron dos PAQO: ozonizacién y foto-Fenton solar. La eficiencia de la ozonizacion
se estudié mediante ensayos a pH alcalino, para evaluar el efecto de la presencia de
radicales hidroxilo que dan lugar a un proceso de oxidacion indirecta que se suma a la
directa mediante ozono, con dos producciones de ozono diferentes: 20% y 50% (1,4 g
Os/h y 3,6 g Os/h, respectivamente). En todos los casos, el proceso de foto-Fenton solar
ofrecid mejores resultados respecto a la mejora de biodegradabilidad y reduccién de
toxicidad, en comparacion con los experimentos de ozonizacién. Se obtuvo una
eliminacién de COD del 43% y se alcanzd una biodegradabilidad (medida mediante
respirometria) de 0,62 con el proceso de foto-Fenton solar después de 7 h de tiempo de
iluminacion, una energia UV acumulada de 52 kJ/L y un consumo total de 0,5 g/L de
H>0O; frente a una eliminacion de COD de 7-6% y una biodegradabilidad de 0,0046-0,19
obtenido tras la ozonizacién al 20% y 50% de produccién de Os, respectivamente. En
consecuencia, se selecciono el proceso de foto-Fenton solar como el mas interesante para

su combinacidn con un tratamiento bioldgico posterior.

Para el tratamiento biolégico, se empled un reactor bioldgico aerobio de lecho fluidizado.
Dicho bio-reactor fue colonizado por fangos activos procedentes de una estacion
depuradora de aguas residuales (EDAR) de la provincia de Almeria, fijados sobre
soportes de polipropileno. Este tipo de biorreactor ofrece claras ventajas respecto a los
convencionales, entre las que se encuentra la mayor durabilidad y resistencia frente a
cambios bruscos en las caracteristicas de las aguas residuales de entrada. El sistema
bioldgico fue operado en modo discontinuo y continuo tras una primera fase de
adaptacion de la biomasa a los lixiviados de vertedero parcialmente tratados mediante
diversas diluciones con el agua residual de alimentacion a la EDAR. La operacion en
modo discontinuo del bio-reactor ofrecié una capacidad maxima de tratamiento de 1,35
mg de COD/L-h (6 dias de tiempo de residencia) con una mezcla de alimentacién de 10
L de lixiviados pre-tratados mediante foto-Fenton solar (tras C/F) (700 mg/L de COD) y
28 L de agua de entrada al tratamiento secundario de la EDAR (COD inicial de la mezcla
de 270 mg/L), obteniéndose una eliminacion del 80% del DOC inicial. Con respecto a la
nitrificacion, se logrd alcanzar una capacidad maxima de 2,65 mg N-NH4*/L-h. Durante
el modo de operacién en continuo, se alcanzd una capacidad maxima de tratamiento de
0,71 mg de COD/L-h y una capacidad maxima de nitrificacién de 1,40 mg N-NH4*/L-h,
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con un flujo de 9,6 mL/min alimentando con una mezcla de 4 L de lixiviado pre-tratado
(COD de 700 mg/L, aproximadamente) y 34 L de agua de entrada al tratamiento
secundario de la EDAR (COD inicial de la mezcla de 170 mg/L). Al igual que en el modo
de operacion en discontinuo, la carga organica se elimind hasta una concentracion
residual de alrededor de 70 mg/L (degradacion del 60% de COD), encontrandose, como
dato a destacar, una acumulacién importante de amonio en el efluente del sistema,
procedente de la oxidacion de los compuestos organicos nitrogenados (200 mg N-
NH4*/L). Dicha concentracion residual obligaria a la combinacién con otro sistema
bioldgico complementario que se centrara en la eliminacion especifica de nitrégeno. Sin
embargo, el trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral se enfoco en intentar aprovechar
este efluente del sistema bioldgico rico en amonio para el riego de cultivos, previo paso

por una etapa de recuperacion de nitrégeno en forma amoniacal.

Este estudio se llevo a cabo mediante la aplicacion de un sistema terciario basado en
destilacion por membranas. Este trabajo se realiz6 durante una estancia de tres meses en
el “Laboratory of Separation and Reaction Engineering — Laboratory of Catalysis and
Materials (LSRE-LCM)” de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de Oporto
(Portugal), bajo la supervisiéon del Doctor Adrian Manuel Tavares Da Silva. En primer
lugar, se llevé a cabo la optimizacién de un sistema de destilacién por membranas de
contacto directo (DCMD) con una membrana comercial de PTFE (polietileno de alta
densidad) a escala de laboratorio, para la recuperacion de amonio de un efluente de EDAR
simulado (de acuerdo con Zhang y col., 2007) mediante un disefio experimental factorial
general completo de dos niveles desarrollado en el programa Minitab® 18. Se estudiaron
los efectos de la concentracion de amonio (entre 100 y 400 mg N-NH4*/L), del pH (entre
7y 12) y latemperatura (entre 40 y 80°C) del caudal de alimentacion y de la concentracion
de la solucion receptora de H2SO4 (entre 0,01 y 0,5 mol/L de acuerdo con bibliografia y
calculos estequiometricos), empleando en todo caso un caudal fijo de 300 mL/min de
ambas corrientes y una temperatura de 20°C del lado del permeado. La destilacion por
membranas se basa en una separacién térmica en la que, tras la evaporacion, las moléculas
de vapor pasan a través de una membrana hidréfoba microporosa. A ambos lados de la
membrana se crea un gradiente de presion que es la fuerza impulsora para que el vapor
fluya a traves de la membrana y condense al otro lado. Existen varias configuraciones
conocidas para la destilacion por membranas. Una de ellas es la destilacion por membrana
de contacto directo (Direct Contact Membrane Distillation, DCMD), donde se produce
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el contacto directo entre la superficie del lado del permeado de la membranay la solucion
acuosa. EI componente permeado se condensa directamente en el liquido refrigerante que
fluye a través del mddulo en el lado del permeado. Esta tecnologia tiene un gran potencial
para la reutilizacion de aguas residuales y recuperacion de sustancias de valor afiadido
contenidas en las mismas, como por ejemplo, la recuperacion de amonio, uno de los
objetivos de esta Tesis Doctoral. Para este fin se requiere una solucion receptora de acido
sulfarico concentrado en el lado de permeado, para favorecer la captacion del amoniaco
mediante la formacién de sulfato de amonio como producto final de recuperacion. Las
condiciones optimas de operacion encontradas para maximizar la recuperacion de amonio
en el sistema DCMD fueron pH 12, 80°C de temperatura en el lado de la alimentacion, y
una concentracion de 0,01 My 0,5 M de H2SO4 para las concentraciones de 100 mg N-
NH4*/L y 400 mg N-NH4*/L en la alimentacion, respectivamente. Ademas, se comprobd
que los nitratos, presentes en elevada concentracion a la salida de un sistema biolégico
cuando la nitrificacion funciona correctamente, no tenian influencia significativa en la
eficiencia de recuperacion de amonio a través del sistema de destilacion por membranas.
Por altimo, se aplicaron dichas condiciones Optimas de operacion a la recuperacion del
amonio acumulado en el efluente tratado de los lixiviados de vertedero obtenido tras la

linea de tratamiento propuesta, lograndose un factor de recuperacion del 53,3%.

Este estudio se complement6 con la aplicacion de técnicas microbioldgicas avanzadas
para la evaluacion de la nueva poblacion bacteriana originada en el sistema bioldgico tras
la adaptacion del fango de EDAR a los lixiviados de vertedero parcialmente tratados,
destacadndose el aumento de la poblacion de bacterias aminooxidantes (analisis de gPCR)
y un crecimiento del 21 al 51% de proteobacterias (técnicas metagendmicas), filo entre
las que se incluyen patégenos como la E. Coli, Salmonela o Helicobacter. Finalmente,
se aplicaron técnicas cromatogréaficas avanzadas acopladas a espectrometria de masas
para la identificacion y seguimiento de compuestos organicos presentes en las aguas
tratadas. Con ello se pretendia mejorar el conocimiento actual sobre la composicion de
los lixiviados de vertedero con un analisis de gran alcance, asi como evaluar la efectividad
o rendimiento de la linea de tratamiento propuesta con respecto a la eliminacién de estos
contaminantes, inicialmente desconocidos, que se encontraban en las muestras de
lixiviados tratados. Para ello, se emplearon estrategias de andlisis dirigido (target
analysis), mediante LC-QgLIT-MS/MS, y de barrido de compuestos sospechosos
(suspect screening), mediante LC-QTOF-MS y GC-Q-MS, que se aplicaron, tanto a los
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lixiviados brutos, como a los efluentes obtenidos después de cada etapa a lo largo de la
linea de tratamiento propuesta. Todos los contaminantes detectados se cuantificaron en
concentraciones de pg/L, destacando ketoprofeno, nicotina, gabapentin, trigonelina,
mecrocop o diclofenaco, entre otros (concentraciones entre 319 y 17 pg/L). Se confirmé
una clara reduccion del contenido de microcontaminantes (MC) cuantificados del 94%
respecto de la carga inicial. Ademas, se revelo la presencia de tres MC que no habian sido
reportados previamente para este tipo de aguas residuales: el di-n-nonil ftalato, el o-
fenilfenol y la tonalida.

Otro objetivo parcial de esta Tesis Doctoral fue el aprovechamiento de aguas residuales
industriales para diversas aplicaciones, entre las que resulta especialmente interesante la
utilizacion de determinadas sustancias contenidas en algunas aguas residuales como
aditivos para mejorar la eficiencia de los PAO. Entre estas sustancias se encuentran los
compuestos fendlicos, que pueden actuar como agentes complejantes del hierro,
manteniendo este reactivo en disolucion a valores de pH cercanos a la neutralidad, y
favoreciendo asi la aplicacion de procesos como el de foto-Fenton para la eliminacion de
MC presentes en aguas menos complejas al pH natural de las mismas (hormalmente por
encima de 6). Los MC son sustancias que, aunque se encuentran en concentraciones muy
bajas (ug/L-ng/L), han sido reconocidos como potencialmente peligrosas para la salud
humana y el medio ambiente. Los PAO, y mas concretamente el proceso de foto-Fenton
solar, han sido ampliamente estudiados como técnicas viables para la completa
eliminacion de MC en diferentes tipos de aguas. Ademas, el empleo de energia solar
ofrece una vision sostenible desde el punto de vista energético, encuadrandose esta
tecnologia dentro de la quimica verde. En esta Tesis Doctoral se han abordado diferentes
estrategias de operacion del proceso de foto-Fenton solar a pH neutro como tratamiento
terciario para la eliminacion de dichos MC. Para este estudio se han seleccionado cuatro
MC (a una concentracion de 200 pg/L cada uno): clorfenvinfos, diclofenaco,
pentaclorofenol y terbutrina. Todos ellos estan recogidos en las Directivas Europeas
2013/39/CE y 2008/105/CE como sustancias peligrosas prioritarias y estan presentes en
diferentes tipos de aguas residuales. Como alternativa al empleo de agentes complejantes
comerciales como el EDDS, se han evaluado otras alternativas naturales que permitan
formar complejos estables con el hierro durante el proceso de foto-Fenton solar, como el
empleo de alpechin (agua residual industrial con elevado contenido en polifenoles) o
sustancias tipo humicas (STH, extraidas del alperujo, residuo procedente de la aceituna



RESUMEN

molturada), con la consiguiente valorizacion, en este caso, de un tipo especifico de

residuo y de aguas residuales complejas.

La eliminacion mediante foto-Fenton solar de los MC seleccionados en agua
desmineralizada (a pH cercano a la neutralidad), afiadiendo EDDS en una relacion molar
1:2 de Fe3*:EDDS y partiendo de una concentracion de Fe3* de 5,5 mg/L a escala planta
piloto en un foto-reactor tipo CPC, dio lugar a un porcentaje de degradacion mayor del
80% respecto a la suma de MC (800 pg/L en total), tras 10 minutos de tiempo de
iluminacion, 1,68 kJ/L de energia UV acumulada y con un consumo de H.O, de
41,2 mg/L. Ademas, se estudié el uso de alpechin (OMW, siglas en inglés) para llevar a
cabo la complejacion del Fe®* y promover el proceso de foto-Fenton solar a pH cercano
a la neutralidad para la degradacion de los MC. Para ello, primero se estudio la estabilidad
del hierro (5,5 mg/L Fe**) teniendo en cuenta el contenido polifendlico del alpechin tras
diferentes diluciones. El objetivo principal fue encontrar la mejor relacion
Fe3*:polifenoles para la lograr mantener el hierro en disolucion, probando diluciones del
alpechin superiores e inferiores a 1:200, correspondiente a una relacion molar
Fe3*:polifenoles de 1:2, y coincidente con la mejor relacion Fe**:EDDS encontrada por
otros autores y usada en esta Tesis Doctoral. Los resultados indicaron que el hierro
formaba un complejo estable con los componentes del alpechin, pero con caracteristicas
coloidales, pudiendo estar activo en todo el rango de pH y favoreciendo el proceso de
foto-Fenton solar. Se eligi6é una proporcion de 1:1200 (24 mg/L de COD aportados por la
dilucién de alpechin) debido, principalmente, a que diluciones menores aportaban gran
cantidad extra de COD, presentando mejoras poco significativas en la complejacion del
hierro requerido para llevar a cabo el proceso de oxidacion de forma efectiva.

Una vez escogida la mejor dilucion del alpechin, se evalu6 la eliminacion de los MC
contenidos en diferentes matrices de agua (agua desmineralizada, agua natural, agua
natural simulada, agua natural simulada sin carbonatos y aguas simulada de salida del
tratamiento secundario de una EDAR) y a diferentes concentraciones de los mismos (200
y 40 pg/L de cada uno de ellos) mediante foto-Fenton solar a pH neutro en un foto-reactor
tipo CPC. La eficiencia de los polifenoles presentes en el alpechin como agente
complejante del hierro a pH neutro quedé demostrada, aunque la experimentacion
desarrollada mostr6 que el proceso de oxidacién estuvo activo solo durante los primeros
20 minutos de tratamiento, lo que se traduce en una baja estabilidad del complejo

Fe3*:polifenoles a largo plazo. La reduccion del pH a 4 (ligeramente superior al ptimo
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para el proceso de foto-Fenton) dio lugar a un significativo incremento en la velocidad de
degradacion de los MC, debido a la mejora en la estabilidad del complejo formado con

los polifenoles, tal y como cabia esperar.

Como alternativa al alpechin, se evalué el empleo de residuos solidos procedentes
también de la industria olivarera. Es el caso de las STH extraidas del alperujo, que fueron
facilitadas por la Universidad Politécnica de Valencia (Campus de Alcoy) y empleadas
como agentes complejantes del hierro en el proceso de foto-Fenton solar. Para determinar
la eficacia de estas sustancias, en primer lugar, se optimizaron los parametros
operacionales a escala de laboratorio: la concentracion de peroxido de hidrogeno (10 y
20 mg/L), el pH (5 y 7) y la concentracion de STH (10, 20 y 50 mg/L) con 5,5 mg/L de
Fe3*en agua natural y 200 pg/L de cada MC. Las condiciones de operacion seleccionadas
como mas favorables fueron 10 mg/L de STH, 10 mg/L de H2O2 y pH neutro, con las que
se logro un 66% de degradacion de la suma de MC. Seguidamente, se evaluaron las
mejores condiciones de operacion anteriormente descritas a escala planta piloto en un
foto-reactor tipo CPC en diferentes matrices de agua (agua natural y agua simulada de
salida del tratamiento secundario de una EDAR) y 200 ug/L de cada MC obteniéndose
una degradacién del 80% de la suma de MC tras 240 minutos de tratamiento y 50 kJ
UVIL.

En general, el trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral pone de manifiesto el problema
existente con las aguas residuales industriales complejas y su posterior tratamiento,
reutilizacion y/o revalorizacién, proponiéndose una linea de tratamiento para lixiviados
de vertedero, a modo de ejemplo. La combinacion de procesos fisico-quimicos, PAO,
tratamientos bioldgicos y una etapa de refino mediante destilacion por membranas
permite mejorar la calidad de estos efluentes a la vez que hace posible la recuperacion del
amonio residual después del tratamiento bioldgico para fines de irrigacion y reduce la
carga total de microcontaminantes. Asimismo, este trabajo abre las puertas a nuevas
alternativas para la aplicacién del proceso de foto-Fenton solar a pH neutro como
tratamiento terciario para la eliminacion de MC en efluentes de EDAR, valorizando
residuos industriales complejos como el alpechin y el alpeorujo, utilizados como agentes

complejantes del hierro (111).
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SUMMARY

The steady increase in industrialization, urbanization and exponential population growth
are leading to an alarming increase in water scarcity throughout the planet. This is coupled
with the problem of environmental and health risks associated with poor water quality
available in some areas of the world. This makes the treatment and reuse of urban
wastewater a major issue as a potential alternative source of water for certain applications
and economic sectors. In addition, the treatment of industrial and urban wastewater is a
requirement to guarantee the quality of natural water. Conventional wastewater treatment
plants, based on biological treatments, have low effectiveness against the elimination of
contaminants of emerging concern, industrial wastewater discharges or effluents of bio-
recalcitrant origin (or highly toxic), such as landfill leachate. Therefore, it is necessary to
develop new strategies for the management and treatment of these wastewaters that
include: (i) a characterization of them, using advanced analytical techniques (liquid and
gas chromatography coupled with spectrometry for the identification of unknown organic
pollutants), microbiological analyses, toxicological analyses (short and long term) and
biodegradability analyses, as well as (ii) integration/combination of multiple highly
efficient physical and chemical oxidation processes, which allow to reduce costs and
improve the quality of the discharge. In this sense, the high potential of Advanced
Oxidation Processes (AOPs) for decontamination of water containing this type of
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substance is widely recognized. In this way, AOPs aim to increase the biodegradability
of this wastewater enough to implement a subsequent biological system, designed
specifically for the treatment of water with particular characteristics and that will always
go associated with an overall target of reducing operating costs.

The main aim of this PhD Thesis is the treatment of industrial and/or non-biodegradable
wastewater for regeneration, reuse and revaluation through nutrients recovery, by
studying new strategies and making use of solar energy. To that effect, a treatment line is
proposed based on the combination, at pilot plant scale, of a pre-treatment physico-
chemical (coagulation/flocculation), AOP (ozonation and solar photo-Fenton) and
biological systems (fluidized bed bio-reactor) with a final polishing stage based on
membrane systems (membrane distillation), for the purification and possible reuse of
landfill leachate (as an example of complex and/or industrial wastewater). The evaluation
of the technologies studied has been carried out through the application of analytical
techniques, both conventional (turbidity, pH, conductivity, COD, DOC, total nitrogen,
anions, cations, carboxylic acids, amines, etc.) and advanced (liquid and gas
chromatography coupled to mass spectrometry), microbiological techniques
(microorganism plate count, DNA extraction, qPCR or metagenomic techniques) and

toxicity and biodegradability studies through respirometry.

Firstly, the optimization of a pre-treatment based on physico-chemical
coagulation/flocculation (C/F) techniques at laboratory scale was carried out, using
different commercial flocculants and coagulants and two commonly known coagulants
used for industrial wastewater pre-treatment: FeClz anhydrous and Ca(OH).. It was found
out that the most effective system for reducing a higher percentage of turbidity, colour,
COD and DOC was the addition of 0,5 g/L of FeCls after reducing the pH of the
wastewater to 5 (3 minutes at 100 rpm, 30 minutes at 30 rpm and 30 minutes of
sedimentation). Subsequently, this stage was replicated on a pilot plant scale in order to
obtain a higher volume of pre-treated wastewater to continue experimentally with the
other suggested stages in the treatment line at pilot plant scale. The non-biodegradable
character and the medium toxicity (short-term) of landfill leachates was maintained after
this first stage of C/F, making it necessary to assess the effect of the application of an
AOP on the improvement of these parameters, prior to the possible combination with a
biological treatment.
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Two AOPs evaluated were: ozonation and solar photo-Fenton. Ozonation efficiency at
alkaline pH was studied, to evaluate the effect of the presence of hydroxyl radicals
resulting in an indirect oxidation process, which is added to the direct oxidation through
ozone, with two different ozone productions: 20% and 50% (1.4 g Os/h and 3.6 g Os/h,
respectively). In all cases, the solar photo-Fenton process offered better results in
improving biodegradability and reducing toxicity, compared to the ozonation
experiments. 43% DOC elimination was obtained and a biodegradability (measured by
respirometry) of 0.62 was achieved with the solar photo-Fenton process after 7 h
irradiation time, accumulated UV energy of 52 kJ/L and a total consumption of 0.5 g/L
of H20,; compared to a DOC removal of 7-6% and a biodegradability of 0.0046-0.19
obtained after ozonation at 20% and 50% of production of Os, respectively. As a result,
the solar photo-Fenton process was selected as the most interesting for its combination

with subsequent biological treatment.

For the biological treatment, a fluidized bed aerobic biological reactor was used. This bio-
reactor was colonized by active sludge from a municiapl wastewater treatment plant
(MWWTP) of Almeria (Spain), fixed on polypropylene supports. This type of bioreactor
offers clear advantages over conventional, including the durability and resistance to
sudden changes in inlet wastewater characteristics. The biological system was operated
in discontinuous and continuous mode after a first phase of adapting biomass to partially
treated landfill leachates by several dilutions with influent wastewater from the MWWTP.
The bio-reactor discontinuous operation offered maximum treatment capacity of 1.35 mg
DOC/L-h (6 days of residence time) with a feed mixture of 10 L of pre-treated landfill
leachate using solar photo-Fenton (after C/F, 700 mg/L DOC) and 28 L of inlet
wastewater to the secondary treatment of MWWTP (initial DOC of the mixture of 270
mg/L), achieving an 80% elimination of the initial DOC. With regard to nitrification, a
maximum capacity of 2.65mg N-NHs/L-h was achieved. During the continuous
operation mode, it was achieved a maximum treatment capacity of 0.71 mg DOC/L-h and
a maximum nitrification capacity of 1.40 mg N-NH4"/L-h, with 9.6 mL/min as flow
feeding with a mixture of 4 L pre-treated landfill leachate (700 mg/L DOC, approx.) and
34 L of inlet wastewater to the secondary treatment of the WWTP (initial DOC of the
mixture of 170 mg/L). As in discontinuous operation mode, the organic charge was
removed until a residual concentration of about 70 mg/L (60% DOC degradation), finding

out, as a highlight, a significant ammonium accumulation in the effluent, originating from

-11 -



SUMMARY

the nitrogenous organic compounds oxidation (200 mg N-NH4*/L). Such a residual
concentration would require the combination with another complementary biological
system that would focused on the specific elimination of nitrogen. However, the work
developed in this PhD Thesis focused on trying to take advantage of this effluent of the
biological system rich in ammonium for crop irrigation, having gone by through a

nitrogen recovery stage in ammoniacal form.

This study was carried out by applying a tertiary system based on membrane distillation
during a three-month stay in the "Laboratory of Separation and Reaction Engineering —
Laboratory of Catalysis and Materials (LSRE-LCM)" from the Faculty of Engineering of
the University of Porto (Portugal), under Dr. Adrian Manuel Tavares Da Silva
supervision. First, optimization of a direct contact membrane distillation system (DCMD)
was carried out with a commercial PTFE membrane (high-density polyethylene) at
laboratory scale, for the recovery of ammonium from simulated WWTP secondary
effluent (according to Zhang et al., 2007) through a comprehensive two-tiered general
factorial experimental design developed in Minitab® 18 program. The effects of
ammonium concentration (between 100 and 400 mg N-NH4*/L), of the pH (between 7
and 12) and the temperature (between 40 and 80°C) of the feed flow and of the
concentration of the receiving solution of H2SO4 (between 0.01 and 0.5 mol/L according
to bibliography and stoichiometric calculations) were studied, employing in each case a
fixed flow of 300 mL/min of both currents and a temperature of 20 °C on the permeate
side. Membrane distillation is based on a thermal separation where, after the evaporation,
steam molecules go by through a hydrophobic microporous membrane. In both sides of
the membrane a pressure gradient that is the driving force for steam to flow through the
membrane and condense on the other side is created. There are several configurations for
membrane distillation. One of them is direct contact membrane distillation, where direct
contact occurs between the surface of the membrane permeate side and the aqueous
solution. The permeated component condenses directly into the coolant that flows through
the module on the permeate side. This technology has great potential for wastewater reuse
and the recovery of added value substances contained in it, for example, ammonium
recovery, one of the objectives of this PhD Thesis. For that purpose, it is required a
receiving solution of concentrated sulfuric acid on the permeate side, to favour the
ammonia uptake through the formation of ammonium sulfate as a final recovery product.

Optimal operating conditions found to maximize ammonium recovery in DCMD system
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were pH 12, 80 °C of temperature on the feeding side, and a concentration of 0.01 M and
0.5 M H2S0:4 to the concentrations of 100 mg N-NH4*/L and 400 mg N-NH4*/L in the
feeding, respectively. In addition, it was checked that the nitrates concentration, which
are present at high concentration at the effluent of a biological system when nitrification
works properly, did not have any significant influence in the ammonium recovery
efficiency through the membrane distillation system. Finally, these optimal operating
conditions were applied to the accumulated ammonium recovered from the treated
effluent, obtained after the landfill leachates proposed treatment line, achieving a

recovery percentage of 53.3%.

This study was complemented by advanced microbiological techniques application for
the evaluation of the new bacterial population originating in the biological system, after
the adaptation of the sludge from the MWWTP to the partially treated landfill leachates,
highlighting the increase in the population of amino oxidizing bacteria (qQPCR analysis)
and a growth of 21 to 51% of proteobacteria (metagenomic techniques), which include
pathogens such as E. coli, Salmonella or Helicobacter. Finally, advanced
chromatographic techniques coupled to mass spectrometry were applied for the
identification and monitoring of organic compounds present in the treated wastewaters.
This was intended to improve current knowledge on the landfill leachates composition
with a high-scope analysis, as well as to assess the effectiveness or performance of the
proposed treatment line concerning the elimination of the initially unknown
contaminants, which were found in the treated landfill leachate samples. To do this, target
analysis strategies were used, using LC-QqLIT-MS/MS, and scanning of suspect
screening, using LC-QTOF-MS and GC-Q-MS, which were applied to both raw landfill
leachates and to landfill leachates effluents obtained after each stage along the proposed
treatment line. All of the contaminants detected were quantified in concentrations of pug/L,
highlighting ketoprofen, nicotine, gabapentin, trigonelin, mecrocop or diclofenac, among
others (concentrations between 319 and 17 pg/L). A clear reduction in the content of
quantized micropollutants (MCs) from 94% with respect to the initial charge was
observed. In addition, it was revealed that three MCs had not previously been reported

for this type of wastewater: the di-n-nonyl phthalate, o-phenylphenol and tonalide.

Another partial objective of this PhD Thesis was the reuse for industrial wastewater for
several applications, among which it is particularly interesting the valorization of certain

residues contained in some complex wastewater, such as additives to improve the
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efficiency of AOPs. These substances include phenolic compounds, which can act as
complexing agents of iron, keeping this reagent in solution at circumneutral pH, and thus
favoring the application of processes such as photo-Fenton at natural pH for the
elimination of MCs present in less complex wastewaters (usually above 6). MCs are
substances that, although found in very low concentrations (ug/L-ng/L), have been
recognized as potentially dangerous to human health and the environment. The AOPs,
and more specifically the solar photo-Fenton process, has been extensively studied as a
viable technique for the complete elimination of MCs in different types of water. In
addition, the use of solar energy offers a sustainable view from the energetic point of
view, framing this technology within green chemistry. In this PhD Thesis, we have dealt
with different process operating strategies of photo-Fenton solar at neutral pH, as tertiary
treatment for eliminating MCs. For this study, four MCs (at a concentration of 200 g/L
each) were selected: chlorfenvinphos, diclofenac, pentachlorophenol and terbutrine. All
of them are contained in the European Directives 2013/39/EC and 2008/105/EC as
priority hazardous substances and are present in different types of wastewater. As an
alternative to the use of complexing commercial agents such as EDDS, other natural
alternatives have been evaluated to form stable complexes with iron during the solar
photo-Fenton process, such as the use of olive mill wastewater (alpechin, industrial
residual wastewater with high polyphenol content) or humic-like substances (STH,
extracted from the alperujo, residue coming from molturate olives), with the consequent

revalorization, in this case, of a specific type of waste and complex wastewater.

The selected MCs removal through solar photo-Fenton in demineralized water (at
circumneutral pH), adding EDDS in a 1:2 molar ratio of Fe3*:EDDS and starting from a
Fe3* concentration of 5.5 mg/L at pilot plant scale in a CPC photo reactor were carried
out. More than 80% degradation with respect to the sum of MC (800 ug/L in total), after
10 minutes of irradiation time, 1.68 kJ/L of accumulated UV energy and a H20>
consumption of 41.2 mg/L, was obtained. In addition, the use of alpechin (OMW) was
studied to carry out the Fe3* complexion and promote the process of photo-Fenton solar
at neutral pH for the degradation of MCs. To this end, the stability of iron (5.5 mg/L Fe%*)
was first studied taking into account the polyphenolic content of the alpechin after
different dilutions. The main goal was to find the best Fe3*: polyphenols rate to keep the
iron in dissolution, testing several dilutions of the alpechin above and below 1:200,
corresponding to a 1:2 molar rate of Fe**:polyphenols, and coincident with the best Fe3*:
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EDDS relation found by other authors and used in this PhD Thesis. The results indicated
that the iron formed a stable complex with components of alpechin, but with colloidal
characteristics, being able to be active across the full pH range and favouring the photo-
Fenton solar process. A 1:1200 dilution (24 mg/L DOC) was selected due to, mainly, the
fact that minor dilutions contributed a large extra amount of DOC, presenting little
significant improvements in the iron complexion required to carry out the oxidation

process effectively.

Once the best dilution of alpechin was chosen, the removal of MCs contained in different
water matrices (demineralized water, natural water, simulated natural water, simulated
natural water without carbonates and simulated secondary effluent of MWWTP) and at
different concentrations of them (200 and 40 pg/L of each them) through solar photo-
Fenton process at neutral pH in a CPC photo-reactor was evaluated. The high efficiency
of polyphenols present in alpechin as a complexing agent of iron at neutral pH was
demonstrated, although the developed experimentation showed that the oxidation process
was active only for the first 20 minutes of treatment, which translates into a low stability
of the Fe3*:polyphenols complex in the long term. The reduction in pH to 4 (slightly
higher than optimal for the photo-Fenton process) resulted in a significant increase in the
rate of degradation of MCs, due to improved complex stability formed with polyphenols,

as it would be expected.

As an alternative to the alpechin, the use of solid waste from the olive industry was
assessed. This is the case of the STHs extracted from alperujo, which were provided by
the Polytechnic University of Valencia (Alcoy Campus) and used as complexing iron
agents in solar photo-Fenton process. In order to determine the efficacy of these
substances, first, operational parameters were optimized at lab-scale. The concentration
of hydrogen peroxide (10 and 20 mg/L), pH (5 and 7) and STH concentration (10, 20 and
50 mg/L) with 5.5 mg/L of Fe*" in natural water and 200 pg/L of each MC, were tested.
The operating conditions selected as more favorable were 10 mg/L of STH, 10 mg/L of
H20- and neutral pH, with which a 66% of degradation of the sum of MCs was achieved.
Next, the best operating conditions described above were evaluated at pilot plant scale in
a CPC photo-reactor in different water matrices (natural water and simulated secondary
effluent of MWWTP) and 200 pg/L of each MC resulting in an 80% degradation of the
MCs sum after 240 minutes of treatment and 50 kJ UV/L.
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In general, the work developed in this PhD Thesis highlights the existing problem with
complex industrial wastewater and its subsequent treatment, reuse and/or revalorization,
a treatment line for landfill leachates is proposed, by way of example. The combination
of physico-chemical processes, AOPs, biological treatments and a refining stage by
membrane distillation allows mproving the quality of these effluents while improving the
recovery of residual ammonium after biological treatment for irrigation purposes and
reduces the total load of MCs. In the same way, this work opens the doors to new
alternatives for the application of solar photo-Fenton process at neutral pH as tertiary
treatment for the elimination of MCs in MWWTP effluents, valuing complex industrial

waste like alpechin and alpeorujo, used as complexing iron agents (I11).
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. INTRODUCCION

I.1. El problema de la escasez y la contaminacion del agua

El desarrollo de la vida y la mayoria de las actividades humanas (urbanas, industriales,
agricolas, ganaderas, ambientales, recreativas y de produccidn energética) necesitan de
un recurso fundamental como es el agua. Aunque el 70% de la superficie del planeta esta
cubierta de agua, la mayor parte de ella es salada (mares y océanos) o se encuentra en
glaciares y/o en lugares de dificil acceso. En conclusién, la disponibilidad de recurso
hidrico de calidad es limitada, menor al 1% del total, y se encuentra principalmente en
aguas superficiales (rios, lagos, lagunas) y subterraneas (humedad del suelo y acuiferos).
Pese a tratarse de un recurso renovable, la sobreexplotacion y la contaminacion que

provocan diversas actividades humanas hacen que los recursos hidricos estén en riesgo.

Més concretamente, el agotamiento de las aguas subterraneas, la reduccién del caudal en
los rios y el deterioro de la calidad del agua, indican que los niveles actuales de uso del
agua superan los limites sostenibles en muchas partes del mundo (Moretti y col., 2019).
En la actualidad, alrededor de 700 millones de personas en 43 paises sufren escasez de
agua. Las Naciones Unidas esperan que para 2025, en el escenario de cambio climético
en el que nos encontramos, casi 1.800 millones de personas vivan en areas de alto estrés
hidrico (UNDESA, 2015). El aumento de la poblacion y el cambio climatico son en gran

medida responsables de este problema (Gosling y Arnell, 2016). Varios estudios han
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explorado como estos dos factores podrian afectar a la escasez global de agua en el futuro
mediante el uso de proyecciones de poblacion y cambios simulados en el clima a partir
de modelos climéticos globales y con modelos de recursos hidricos (Arnell y col., 2011,
Gosling y col., 2010; Hayashi y col., 2010).

Uno de los sectores que mas contribuye a este estrés hidrico es el sector agricola, debido
a que es el principal consumidor de agua dulce del mundo. Alrededor del 70% del agua
dulce mundial se utiliza para cultivar alimentos, en comparacién con el 20% que se usa

en la industria y el 10% destinado a uso domeéstico (Pfister y Bayer, 2014).

Aunque casi todas las actividades humanas pueden afectar adversamente a la calidad del
agua, las descargas procedentes de las actividades agricolas, asi como las plantas de
tratamiento de aguas residuales industriales y municipales, pueden considerarse como laa
principales fuentes de contaminacion quimica en los ecosistemas acuéticos
(Schwarzenbach y col., 2010).

En conclusion, las claves para una gestion sostenible del agua incluyen la reduccién del
consumo desmedido y la conservacion de la calidad de las fuentes naturales mediante el
tratamiento de las aguas contaminadas y la reutilizacién de las mismas. Teniendo en
cuenta la contaminacion del agua y el nivel de estrés hidrico, tanto las autoridades
ambientales como la comunidad cientifica deben trabajar juntos para encontrar una
soluciéon a ello mediante un continuo desarrollo tecnoldgico. En la actualidad, se
comienza a considerar como alternativa el tratamiento de aguas residuales para su
reutilizacion en agricultura o para ciertos usos industriales con los beneficios sociales,

ambientales y econdémicos que esto conlleva.

1.2. Gestion de vertido de aguas residuales industriales

Las aguas residuales industriales son aquellas que resultan de cualquier actividad
industrial que use agua en su proceso de produccion, transformacion o manipulacion.
Suelen contener sélidos en suspension, materia organica, patdgenos, nutrientes, metales
pesados y sélidos inorgédnicos disueltos, ademas de sustancias tdxicas y/o materia
organica refractaria, la cual aparece en ocasiones en concentraciones altas incluso lejos
de sus focos de emision (Meyer y col., 2007). Estos efluentes ocasionan numerosos

problemas y un alto impacto ambiental al aportar una gran variedad de sustancias toxicas.
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El principal problema de estos vertidos es la dificultad de depuracion, puesto que
contienen contaminantes recaclitrantes, en ocasiones, con elevado potencial de
bioacumulacion que resultan muy agresivos para el medio ambiente. Por tanto, es
necesario el desarrollo de leyes que impidan, frenen o regulen estos vertidos y asi evitar

0 minimizar los efectos adversos que suponen sobre el medio ambiente.

Los vertidos industriales son muy diversos. Cada industria produce distintos tipos de
contaminantes, por lo que es necesaria la aplicacion de tratamientos a medida y
especificos para cada actividad. Para el tratamiento apropiado de las aguas residuales
industriales es necesario caracterizar exhaustivamente estos efluentes, definir y controlar

los puntos de vertido y elegir los métodos de depuracion méas adecuados en cada caso. La

Figura 1.1 muestra las posibles fases de tratamiento de un agua residual industrial:

AGUA RESIDUAL
INDUSTRIAL

V

Tratamientos
previos

* Homogeneizacion
* Desarenado
* Desengrasado

. * Decantacion

L LE I LEE ] o Coagulacion/Floculacion
fisico.quimicos + Neutralizacién

* Flotacion

* Fangos activados
 Lechos bacterianos
+ Lagunas aireadas o mixtas

Tratamientos

biolégicos

* Intercambio iénico

* Oxidaciones

* Procesos separacién membranas
* Adsorcién

Figura I.1. Esquema del tratamiento de aguas residuales industriales.

Tanto con los tratamientos previos como con los tratamientos fisico-quimicos, se persigue
la eliminacién de los residuos sélidos de mayor tamafio, eliminando una fraccién de los
solidos en suspension y de la materia organica del agua residual. El tratamiento biol6gico
estd principalmente encaminado a la eliminacion de los compuestos organicos
biodegradables. Y, por altimo, los tratamientos terciarios son tratamientos adicionales

enfocados a la eliminacién de contaminantes organicos no biodegradables por los
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procesos biolégicos secundarios, de organismos patdgenos (incluyendo la desinfeccion)

y de nutrientes, como nitrogeno y fosforo.

Existe una regulacion especifica para los vertidos de aguas residuales industriales, segin
se realicen al Dominio Publico Hidraulico o al Sistema Integral de Saneamiento (red de
alcantarillado). Estos vertidos estan sometidos a diferentes impuestos, dependiendo de
donde se descargue el efluente. Por ejemplo, el impuesto de control de residuos regula las
descargas en el Dominio Publico Hidréaulico en todo el pais, mientras que el impuesto
sanitario regula las descargas en el sistema de red de alcantarillado local (Roman Sanchez
y col., 2014). La cantidad recaudada se utiliza para financiar los costes de tratamiento de

las aguas residuales urbanas, necesarios para llevar a cabo los servicios generales.

La Directiva de Control y Prevencion Integrada de la Contaminacién (96/61/CE) es la
que regula los efluentes industriales, definiendo las obligaciones a cumplir por las
actividades industriales, recogiendo un conjunto de normas para su autorizacion y fijando
requisitos principalmente en cuanto a la minimizacion de emisiones a la atmosfera, agua,
suelo y sus residuos. Esta Directiva fue sustituida por la Directiva 2008/1/CE y
posteriormente por la Directiva 2010/75/UE. Esta, en Espafia, se articula en el Real
Decreto Legislativo 1/2016 15, el cual integra las sucesivas modificaciones introducidas
en la primera ley nacional relativa, la Ley 16/2002, en la que se regula todo lo relacionado

en materia ambiental para este tipo de instalaciones y actividades.

1.3. Normativa para la reutilizacion de aguas residuales industriales en Europa y

Espafia

Las normas que regulan la depuracion de las aguas residuales industriales normalmente
se basan en la eliminacion de materia organica, sélidos en suspension y patdgenos.
Cuando el objetivo final es la reutilizacion de dicha agua, las normativas son mas severas,
debido a que ademas se requiere la eliminacion de compuestos refractarios, metales
pesados e incluso sélidos inorganicos disueltos. Todas estas normas van dirigidas a

minimizar los riesgos medioambientales, asegurando un uso sostenible del agua.

La Unidn Europea realizo, a partir de los afios 70, una expansion y reestructuracion de su
politica en materia de aguas mediante la aplicacion de diferentes directivas encaminadas
a proporcionar niveles de calidad minimos para diversos tipos de aguas, como las de bafio
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(Directiva 76/160/CEE, Directiva 2006/7/CE) o las destinadas a consumo humano
(Directiva 80/778/CE). En los afios 90, se establecid la Directiva de Aguas Residuales
(Directiva 91/271/CEE, que fue modificada por la Directiva 98/15/CE) con el objetivo de
resolver los problemas de contaminacion debidos a las aguas residuales urbanas, del

sector agricola y de las grandes instalaciones industriales.

Actualmente, el principal instrumento politico para la gestion del agua es la Directiva
Marco del Agua (DMA) (Directiva 2000/60/EC). Fue establecida por la Comision
Europea (CE) en el afio 2000 para garantizar que los ecosistemas tengan suficiente agua,
tanto en términos de cantidad como de calidad. La DMA fue ampliada y modificada por
la Directiva 2006/11/CE. Implementd una nueva politica para la prevencién y control de
la contaminacién de aguas de transicion, aguas subterraneas, aguas costeras y aguas
superficiales continentales. Las estrategias de la DMA contra la contaminacion del agua
se basan en medidas para reducir progresivamente la emision y descarga de sustancias
quimicas, conocidas como sustancias prioritarias (PS), que representan un riesgo para el
medio ambiente. Asi, la primera lista de estas sustancias elaborada en la Decision
2455/2001/CE (Anexo X de la DMA) consistio en un total de 33 PS, 13 de las cuales se
consideran sustancias prioritarias peligrosas. Segun la DMA, estas sustancias son
"sustancias 0 grupo de sustancias que son toxicas, persistentes y susceptibles de
bioacumulacion™ y, por lo tanto, estan sujetas a que su emision y descarga cesen en un
méaximo de 20 afios. Esta primera lista fue modificada por el Anexo Il de la Directiva de
Normas de Calidad Ambiental (Directiva 2008/105/EC), donde se establecieron los
limites de concentracion de las 33 sustancias prioritarias en las aguas superficiales tales
como terbutrina, clorfenvinfos, las dioxinas o los hidrocarburos aromaéticos policiclicos,

entre otros.

Segun el articulo 16 de la DMA, la lista de sustancias prioritarias debe revisarse
periédicamente para identificar nuevas sustancias que presenten un riesgo significativo.
En este sentido, la Directiva 2013/39/UE amplié la lista de PS de 33 a 45. En ella se
recomendd la inclusion de diclofenaco (farmacéutico), 17p-estradiol (E2) (hormona
natural) y 17-aethinylestradiol (EE2) (hormona sintética). En 2015, se publica la primera
lista de observacion de sustancias para el seguimiento a nivel de la Union (Articulo 8b de
la Directiva 2008/105/CE), en la Decision (UE) 2015/495. En ella se incluyen, junto con
E2, EE2 y diclofenaco, un aditivo alimentario antioxidante (2,6-di-terc-butil-4-
metilfeno), un filtro UV (4-metoxicinamato de 2-etilhexilo), tres antibioticos macrélidos
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(azitromicina, claritromicina y eritromicina) y varios pesticidas (neonicotinoides, entre

otros), quese determinaron como potencialmente peligrosos.

Esta lista de vigilancia se actualizd recientemente en la Decision 2018/840, incluyendo
sustancias como hormonas, pesticidas y antibioticos, entre otros, para los cuales ya se han
informado riesgos ambientales relevantes. Estas sustancias son 15: 17-alfa-etinilestradiol
(EE2), 17-beta-estradiol (E2), estrona (E1) (hormonas), eritromicina, claritromicina,
azitromicina, amoxicilina, ciprofloxacina (antibidticos), metiocarb, imidacloprid,

tiacloprid, tiametoxam, clotianidina, acetamiprid y metaflumizona (pesticidas).

Por otro lado, la UE ha adoptado algunos planes clave, informes y planes de accion para
promover la reutilizacion del agua tratada. La reutilizacion del agua se identificé como
una opcion alternativa de suministro ya en 2012 en la Comunicacién de la Comision "A
Blueprint to Safeguard Europe’s water Resources” (Comunicacion COM (2012) 673).
Esta iniciativa tuvo como objetivo contribuir a algunos objetivos clave establecidos en el
Séptimo Programa de Accidn de la UE para el Medio Ambiente hasta 2020. Mas adelante,
en la Comunicacion COM (2015) 120, la comision se encargd de desarrollar acciones no
regulatorias para fomentar la reutilizacion del agua de forma segura y rentable. Més
recientemente, en 2017, el Centro Comun de Investigacion de la Comision Europea
(Alcalde-Sanz y Gawlik, 2017) public6 un informe sobre los "Requisitos minimos de
calidad para la reutilizacion del agua en el riego agricola y la recarga de acuiferos". Este
documento tuvo como objetivo establecer la base de la futura politica de reutilizacion de
la UE basada en un marco de gestion de riesgos, que se recomienda para hacer frente a
los riesgos de sanidad y ambientales y garantizar el uso seguro del agua tratada, aunque
solo se definen los requisitos microbiolégicos minimos. En 2018, la Comision Europea
lanza la primera propuesta de regulacion sobre los requisitos minimos para la reutilizacién
del agua, que incluye recomendaciones basadas en un marco de gestion de riesgos para
la salud y el medio ambiente para la futura legislacion de reutilizacion del agua (Propuesta
2018/0169/COD). Nuevamente, solo se han considerado los pardmetros microbioldgicos
y fisico-quimicos y no se contempla ninguna propuesta de regulacién de
microcontaminantes (MC) organicos. Hasta la fecha, Suiza es el Gnico pais de Europa que
regula la eliminacion de microcontaminantes. La nueva ley suiza de proteccion del agua
aprobada en 2014 y que entro en vigor en enero de 2016, requiere la actualizacion de las
estaciones depuradoras dentro de los proximos veinte afios, para lograr una eliminacion

del 80% de los MC con respecto a las aguas residuales brutas. Sin embargo, todavia se
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esta discutiendo un reglamento compartido para todos los paises europeos en términos de
control de MC en los efluentes de depuradoras para la reutilizacion agricola, siendo uno
de los principales temas debatidos entre cientificos, responsables politicos y partes
interesadas. De hecho, los requisitos minimos para la reutilizacion del agua han sido
propuestos recientemente por el Parlamento Europeo (European Parliament legislative
resolution of 12 February 2019; P8 TA-PROV (2019) 0071).

A nivel estatal, en 1985, se aprobd el reglamento de la Administracion Publica del agua
y de la planificacion hidroldgica (Ley 29/1985) en relacion con el control de la
contaminacion del agua. A partir de 1985, las leyes y reales decretos publicados han sido
muy diversos. La transposicion de la Directiva 2000/60/CE en Espafia se realizd mediante
la Ley 62/2003, de medidas fiscales, administrativas y de orden social que incluye, en su
articulo 129, la modificacion del texto refundido de la Ley de Aguas, aprobado por el
Real Decreto Legislativo 1/2001 y considerado el marco fundamental de la ley espafiola
de tratamiento de aguas, por la que se incorpora al derecho espafiol la Directiva
2000/60/CE, estableciendo un marco comunitario de actuacion en el &ambito de la politica
de aguas. La compleja estructura administrativa de la organizacion y los diferentes niveles
de responsabilidad con respecto al agua en el gobierno espafiol, explican el retraso en la
implementacion de la DMA. Aunque el gobierno central tiene la responsabilidad
exclusiva de disefiar la politica de aguas espafiola, se realiza en coordinacion con los
gobiernos regionales (Génzalez Gémez y col., 2012). A partir del 2000/60/CE, se han
desarrollado diferentes complementos legislativos como el Real Decreto 907/2007 por el
que se aprobd el Reglamento de Planificacion Hidrolégica y la Ley 26/2007 de
Responsabilidad Medioambiental. Tanto la Gltima modificacion de la DMA en la
Directiva 2013/39/UE como la Decisién 2015/495 de la UE, se han incorporado
recientemente a la politica espafiola de aguas a través del Real Decreto 817/2015
estableciendo los criterios para monitorear y evaluar el estado de las aguas superficiales

y los estandares de calidad ambiental.

En lo que respecta a la proteccién del medio ambiente frente a los efectos adversos de las
descargas de aguas residuales, la Directiva 271/1991 de aguas residuales urbanas se
incorporo a la Ley espafiola mediante el "Real Decreto 11/1995, de 28 de diciembre, sobre
el tratamiento de aguas residuales". Con ello, la recoleccion, el tratamiento y la descarga
de agua urbana, asi como el tratamiento y la descarga de ciertos sectores industriales,

estan regulados para garantizar que todas las aguas residuales urbanas se recolecten y
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traten adecuadamente. Segun esta Real Decreto, las "aguas residuales urbanas" se definen
como aguas residuales domésticas o la mezcla de aguas residuales domésticas con aguas
residuales industriales y/o aguas pluviales de escorrentia, mientras que las "aguas
residuales industriales™ hacen referencia a cualquier agua residual que se descarga de los
locales utilizados para el transporte de cualquier comercio o industria. Los requisitos para
las descargas de plantas de tratamiento de aguas residuales urbanas o industriales también
se establecen de acuerdo con la sensibilidad del cuerpo de agua receptor que se ve
afectado adversamente.

El Real Decreto 1620/2007 establece el régimen juridico para la reutilizacion de aguas
depuradas en Espafia. La reutilizacion del agua para ciertos fines, como el consumo
humano, la industria alimentaria y los hospitales, esta prohibida en nuestro pais. Como
tal, el agua recuperada se utiliza principalmente para fines agricolas y ambientales (riego
de cultivos, limpieza de calles, riego de campos de golf y recarga de acuiferos). Ademas,
al igual que en el caso de la Propuesta Europea sobre requisitos minimos para la
reutilizacion del agua en cuanto al monitoreo de microcontaminantes en aguas
recuperadas, éstos no estan regulados en el RD 1620/2007. Por lo tanto, no se establece
una relacion precisa entre los niveles de microcontaminantes en el agua recuperada y los

posibles niveles aceptables en ambientes acuaticos.

A pesar de que hay un nimero creciente de iniciativas para la reutilizacion del agua en
Espafia, actualmente solo se reutiliza entre el 5y el 12% de los efluentes. Espafia tiene un
enorme potencial para la reutilizacion de sus aguas residuales, pero se requiere un gran
esfuerzo en la aplicacion de tratamientos adecuados para lograr los parametros de calidad
del RD 1620/2007, considerandose, por tanto, la reutilizacion de las aguas tratadas un
suministro de agua alternativo especialmente beneficioso para reducir los problemas de

escasez de agua.

1.4. Estado del arte en el tratamiento y regeneracion de aguas residuales industriales

Las principales fuentes de aguas residuales industriales (ARI) incluyen las industrias de
procesamiento de alimentos, papel, textil, quimica, farmacéutica, petrolera, entre otras.
Las caracteristicas de las ARI varian no solo con la industria que las genera, sino también

dentro de la misma industria. Estas caracteristicas también son mucho mas diversas que
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las aguas residuales domésticas, que por lo general son cualitativamente y
cuantitativamente similares en su composicion. Aunque las caracteristicas de las ARI
dependen en gran medida del tipo de aguas residuales y procesos industriales, estas ARI
generalmente tienen una alta resistencia organica y una naturaleza fisicoquimica extrema
(por ejemplo, pH, temperatura, salinidad) y contienen sustancias sintéticas y naturales
que pueden ser toxicas o inhibir los procesos de tratamiento biologico. Las aguas
residuales municipales se caracterizan por su baja carga orgénica (250-800 mg DQO/L),
mientras que las industriales a menudo generan aguas residuales con elevada carga
organica (> 1000 mg DQOJL). Las aguas residuales de extrema carga organica presentan
concentraciones de DQO que incluso pueden exceder los 200 g/L, y se suelen generar en
las almazaras y en las industrias de produccion de textiles y bebidas (Muralikrishna y
Manickam, 2017). Ademas, la mayoria de las aguas residuales industriales tienen un pH
no neutro, y algunas aguas residuales industriales (por ejemplo, de refinacion de petrdleo,
procesamiento textil, procesamiento de cuero y conservacion de alimentos) tienen altas
concentraciones de sal. En general, el pH y la salinidad extremos pueden dar lugar a
dificultades en el tratamiento bioldgico de las corrientes de desechos industriales debido
a la inhibicion de muchos microorganismos y la deflocacion de los fangos. Ademas, las
aguas residuales industriales pueden contener una gran variedad de compuestos
potencialmente inhibidores o toéxicos (compuestos aromaticos, fenoles, clorados o
fluorados), compuestos organicos volatiles (COV), metales pesados, surfactantes y
biocidas. Por tanto, estas ARI deben tratarse adecuadamente con el objetivo de la
eliminacion de la carga contaminante de los efluentes de descarga y de su potencial

recuperacion y/o valorizacion.

En muchos casos, los compuestos toxicos presentes en las ARI pueden ser inertes a la
biodegradacion y pueden requerir tratamiento fisicoquimico adicional, ya sea como
tratamiento previo o posterior, dependiendo de sus efectos en el proceso biolégico. Por
tanto, el tratamiento de las ARI es un problema complejo debido a la gran variedad de
compuestos y concentraciones que puede contener, por lo que debe de tenerse en cuenta

lo siguiente:

1. Optimizar el proceso mediante el disefio de instalaciones que permitan el correcto
tratamiento
2. Llevar a cabo la evaluacion, lo mas completa posible, de la eficacia del proceso

seleccionado.
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Con respecto al primer punto, la Ingenieria Quimica es la base de la optimizacion del
proceso, ya que ayuda al disefio de instalaciones que permiten un tratamiento adecuado
teniendo en cuenta la minimizacion de los costes. Y centrandonos en el segundo punto,
tanto la Quimica Analitica, la Toxicologia como la Microbiologia son las ciencias que
permiten tal evaluacion, tanto de la efectividad del proceso de degradacion como la
determinacion de sustancias generadas en el proceso, para asi asegurar la inocuidad del

vertido final.

La Tabla 1.1 muestra ejemplos de distintas aguas residuales industriales y sus formas mas
comunes de tratamiento, las cuales son muy diversas y estan centradas en cada tipo de

agua y sus caracteristicas especificas.

Tabla 1.1. Principales caracteristicas y métodos de eliminacion de algunos residuos

industriales.
Agua residual Caracteristicas Principales métodos de
industrial principales tratamiento y eliminacion
Altamente alcalino, coloreado, | Neutralizacion, precipitacion
Textil DQO, temperatura, sélidos | quimica, tratamiento bioldgico,
suspendidos aireacion y/o filtracion por goteo
Solidos  totales ~ altos,  dureza, Ecualizacién, sedimentacion vy
Cuero sulfuros de sal, cromo, pH, cal tratamiento biol6gico
precipitada y DBOs g
. Turbidez alta, alcalinidad y sélidos | Cribado, precipitacion quimica,
Lavanderia - S -
organicos flotacion y adsorcion
Productos Alto c_qntenldo en SO“(.jOS en Cribado, laguna, absorcion o
suspension, productos coloidales y | ~ g,
enlatados riego por aspersién

materia organica disuelta

Acidificacion, tratamiento
bioldgico por flotacion, filtracion
por goteo aerdbico, lodos
activados

Alto contenido en materia organica
Leche disuelta, principalmente proteinas,
grasas y lactosa

Productos Alto contenido en materia orgénica
farmacéuticos en suspension y disuelta
pH variable, debe ser materia

Lodos activados

~ . orgénica con un DBOs | Neutralizacion, tratamiento
Cafia de azucar - L N "
relativamente alto de naturaleza | quimico, oxidacion aerdbica
carbonosa
Aceite de palma Alta DBOs,_ DQO, sdlidos y grasas Neutrg!lzac_lon, 3 coagulacién,
totales y bajo pH flotacion, filtracion
pH alto o bajo, color, alto contenido | Lagunaje, tratamiento bioldgico,
Pulpa y papel en solidos suspendidos, coloidales y | aireacién,  recuperacion  de
disueltos subproductos mediante flotacion
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Agua residual Caracteristicas Principales métodos de
industrial principales tratamiento y eliminacién
Recuperacion y reutilizacion,
o Alta DQO, TDS, metales, ecualizac_ifjn y neutralizgci_én,
Petrqu|m|ca DQO/DBOs coa_gulauor_l, qU|m'|(,:a,
sedimentacion o  flotacion,

oxidacion biolbgica

Contienen solidos organicos de

Pinturas y tintas ; . . Estanques, coagulacion con cal
tintes, resinas, aceites, solventes, etc
- Alto contenido en materia organica, | Adsorcion de carbdn activado,
Plaguicidas g .
cloracion alcalina

toxicos para bacterias y peces, &cido

Esta tabla pone de manifiesto la diversidad de las ARI, asi como las diferentes alternativas

de tratamiento especifico aplicadas. Es por tanto necesario centrarse en la optimizacion

de dichos tratamientos para cada tipo de ARI teniendo en cuenta la reduccion de costes
ademas de la valorizacion del efluente obtenido. A modo de ejemplo, Oller y col., (2011)

proponen el esquema recogido en la Figura 1.2 como estrategia para el estudio del

tratamiento méas adecuado para cada ARI con el uso de Procesos Avanzados de Oxidacion

(PAO), de gran interés en la actualidad y bajo estudio en esta Tesis Doctoral.

COTo DQO
Cromatograffa iénica
DBO
UHPLC-UV/GC-MS

{ AGUA RESIDUAL INDUSTRIAL

ANALISIS PRELIMINARES

ANALISIS TOXICIDAD

DESCARGA

(DQO<normativa)
Toxicidadalta (>50%)

PAO

RECICLADO

(DQO>normativa)

ANALISIS BIODEGRADABILIDAD
DURANTE EL PROCESO PAO

Biodegradable

|

TRATAMIENTO
BIOLOGICO

=

DESCARGA
(DQO<normativa)

No biodegradable

RECICLADO

No
biodegradable

:\ DURANTE EL PROCESO PAO

Toxicidad media (10-50%)

No toxicidad (<10%)

l

ANALISIS BIODEGRADABILIDAD
DURANTE EL PROCESO PAO

(-

J

COT agua residual > 500 mg/L ] COT agua residual < 500 mg/L

Dilucién

ANALISIS
BIODEGRADABILIDAD

Biodegradable

(DQO>normativa)

Biodegradable

No dilucién

No

biodegradable Biodegradable

"

TRATAMIENTO
BIOLOGICO

| pao |

|

DESCARGA

(DQO<normativa)

Intermedios
téxicos

TRATAMIENTO
BIOLOGICO

ANALISIS
BIODEGRADABILIDAD
DURANTE EL PROCESO PAO

RECICLADO

(DQO>normativa)  Biodegradable

DESCARGA
DESCARGA (DQOC:n)ounalw

(DQO<normativa)

Figura 1.2. Estrategia para la seleccion de la mejor opcién de tratamiento para aguas

residuales industriales. Fuente: modificada de Oller y col., 2011.
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Esta Figura 1.2 muestra las diferentes situaciones que pueden aparecer segun las
caracteristicas especiales de las aguas residuales industriales, ademéas de los anélisis
quimicos y biologicos necesarios que deben realizarse en una determinada linea de
tratamiento de estas aguas. Tales andlisis generalmente son la concentracion de carbono
organico disuelto (COD) la demanda quimica de oxigeno (DQO) y, de forma mas
especifica, segun los PAO seleccionados, la concentracion de catalizador, peréxido de
hidrdégeno o concentracion de ozono, intensidad de radiacion, pH y temperatura. En todo
caso, la cuestion clave es disefiar el proceso para el mejor desempefio econdémico y

sostenible en general.

El tratamiento de las ARI implica una gran diversidad de disefios de reactores y procesos
que se explicaran en los apartados siguientes. Esta Tesis Doctoral implica procesos
bioldgicos y PAO, especificamente foto-Fenton solar y Ozono, para el tratamiento de

lixiviados de vertedero no urbano, aguas residuales procedentes de los vertederos.

1.4.1. Sistemas bioldgicos aplicados al tratamiento de aguas residuales

industriales
El tratamiento biologico se utiliza principalmente para eliminar las sustancias organicas
biodegradables (coloidales o disueltas) de las aguas residuales industriales. Los
microorganismos (destacando las bacterias) asimilan la materia organica y nutrientes
(nitrégeno y fésforo) disueltos en el agua residual para su propio crecimiento y con el uso
de oxigeno disuelto en el agua, en el caso de los sistemas aerobios. El oxigeno no es
imprescindible, debido a que los microorganismos también pueden degradar la materia
organica en condiciones anaerobias. Todos los procesos bioldgicos utilizados para el
tratamiento de aguas residuales se derivan de procesos que ocurren en la naturaleza.
Basicamente, la materia a degradar se convierte en gases, que pueden escapar a la
atmosfera, y en tejido celular bioldgico, que se puede eliminar mediante sedimentacion.
Los procesos aerobios convierten la materia organica en dioxido de carbono, agua y
nitrégeno disuelto, mientras que los procesos anaerobios generan metano, el cual se puede

transformar en energia.

Una de las ventajas de estos tratamientos es que, a pesar de sufrir variaciones de la carga
organica, estos siguen siendo robustos. Ademas, el procesamiento de los lodos residuales

es rapido y en el caso de procesos aerobios, se crean pocos olores. Por otro lado, sus
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desventajas son: el consumo de energia requerida para la aireacion, cuando son procesos
aerobios y de mezcla, la lentitud en comparacion con los procesos quimicos y la
susceptibilidad a sufrir “shock” toxicos. Su sencillez y bajo coste econémico de operacion
hacen de estos tratamientos, una de las tecnologias mas habituales, tanto para aguas

residuales urbanas como ARI.

Los principales procesos bioldgicos utilizados para el tratamiento de aguas residuales
pueden clasificarse desde diferentes puntos de vista. En cuanto a la configuracion del
proceso, es decir, la forma en que el agua a tratar y la biomasa entran en contacto, nos
podemos encontrar que la biomasa se mantenga en suspension en el reactor, que forme

una capa sobre un soporte o0 una combinacion de ambas.

Si se tiene en cuenta el régimen de operacidn, este puede ser en modo discontinuo (batch,
en inglés) o en continuo. Y, por Gltimo, en cuanto a las condiciones de reduccion-
oxidacion (redox) y teniendo en cuenta el aceptor final de electrones en los procesos de
oxidacion de la materia organica, se establecen tres tipos de tratamientos:

e Procesos anaerobios: determinados por la ausencia completa de O y siendo el
aceptor final de electrones la propia materia organica llevando a la formacion de
biogas el cual puede ser revalorizado para la produccion de energia eléctrica y asi,
autoabastecer a la propia instalacion. Se produce poca cantidad de lodos. El
tratamiento anerdbico mas conocido es la digestion anaerobica, que se utiliza para
tratar efluentes de la fabricacion de bebidas y alimentos, asi como efluentes
quimicos y desechos agricolas.

e Procesos aerobios: definidos por la presencia de oxigeno disuelto, el cual es el
aceptor final de electrones. El elevado crecimiento de las bacterias en este tipo de
procesos hace que se obtenga una alta generacion de fangos, ademas de
rendimientos energéticos elevados. Estos procesos incluyen tratamientos como el
proceso de lodos activados, filtros por goteo, tratamientos basados en lagunas y
digestion aerdbica. El tratamiento de fangos activados es el ejemplo mas
tradicional de este tipo de procesos, el cual es ampliamente utilizado para el
tratamiento secundario de aguas residuales domésticas e industriales con alto
contenido organico y biodegradables, tales como las aguas residuales generadas
en las plantas de celulosa y papel o industrias relacionadas con los alimentos,

como el procesamiento de carne. Poseen una serie de ventajas con respecto a los
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procesos anaerobios, tales como: proporcionan un mayor rendimiento, minimizan
la produccion de olores, reducen los coliformes y organismos patégenos, reducen
la tasa de respiracion de los lodos y producen un sobrenadante clarificado.

e Procesos anodxicos: caracterizados por la presencia de compuestos diferentes al
oxigeno y a la materia organica, capaces de suministrar O al sistema. El aceptor

final de electrones pueden ser sulfatos, hidrégeno, nitrato, etc.

Cada uno de estos procesos redox fomenta comunidades de microorganismos diferentes
que pueden variar con el tiempo, dependiendo de las condiciones del sistema, y que
influyen a distintos factores del tratamiento. EI correcto funcionamiento de estos
procesos se puede ver alterado gravemente debido a la modificacion de alguna variable
que influya en estas poblaciones de microorganismos. Por ello, tanto la estabilidad y
eficacia del proceso como el disefio del reactor se pueden ver favorecidos mediante el
estudio y control de los microorganismos que benefician el tratamiento de cada ARl y la
seleccion de la linea de tratamiento adecuada, favoreciendo asi, la formacion o
eliminacion de diferentes especies en la estructura del fango activo. La identificacion de
los diferentes microorganismos implicados a lo largo del tratamiento biol6gico y sus
posibles cambios y efectos en el proceso, se puede llevar a cabo mediante el empleo de
diferentes técnicas, como la microscopia Optica, el recuento en placa o tecnologias mas
avanzadas como la reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (qPCR, siglas en

inglés) o la metagendmica.

Asi, para la seleccion del proceso bioldgico mas conveniente, dentro de la gran variedad
de formas de operar que existen, es imperativo tener en cuenta las caracteristicas del
efluente, el tipo de proceso industrial que lo genera y el grado de depuracién requerido.

Todo esto se puede ver reflejado brevemente en la Tabla 1.2.
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Tabla 1.2. Tratamientos biologicos aplicados a la depuracion de diferentes ARI.

col., 2017b

del procesamiento del
café (DQO 46-91 g/L)

Referencia Origen Tratamiento Observaciones
. UASB +Filtros | £pininaci6n del 74%, 94% y 98%
. Agua residual de la aireados . e
Liuycol., 2013 . . . - de DQO, amoniaco y solidos
produccion de aceite inmovilizados . ’
o suspendidos, respectivamente
biol6gicos
Reactor de lecho
de lodo granular
Agua residual anaereggs:récliz:l(rjl%xico Eliminacion del 74,4-83,7% de
Bai y col., 2013 indu%trial sintética (EGSB) + reactor amonio, 72,7-83,1% de nitrégeno
. total y 88,3-98,9% de DQO
secuencial por
lotes aerébico
(SBR)
Limy col,, 2014 | AQuaresidual dela SBR Eliminacion del 90% de la DQO
produccion de aceite
Go,nzalez- Agua residual de la Digestion a_e,robla Eliminacion del 78% de los
Gonzalez y col., roduccién de aceite + digestion olifenoles totales y 65% de DQO
2015 P anaerobia P Yoo
Eliminacion de color, DQO, DBOs
Sirianuntapiboon . y nitrégeno total (TN) con TRH de
Agua residual de la § 0
Y industria textil (pH | SBR/SBR + GAC | ° dias fueron 68,3, 88,90y 55,9%,
Chairattanawan, ; respectivamente. Con la adicion,
9,9; DQO 532 mg/L) p ;
2016 solo se vio aumento en la
eliminacion de color practicamente
Agua residual de la Eliminacién de DQO del 91% para
Cruz-Salomén industria quesera, de la el agua residual de queso, 74%
Y| industria del azticar y 3 EGSB para la industria azucarera y 96%

para las aguas residuales del
procesamiento del café

Espafia-Gamboa

Agua residual de la
industria del azdcar

Biorreactor de
lecho fluidizado +

RLF obtuvo una eliminacion de
compuestos fendlicos del 67% y
DQO del 38%. Con la

y col., 2017 (PH 4’4é/E)QO 110 UASB combinacion, se obtiene mejor
calidad de efluente
Agua residual de la
C“é(z)'l_s,az'grlnfa“ y d(e;ﬂ'g"éorl‘j%egtfgg' UASB Eliminaci6n de DQO del 92%
g/L)
Niwa y col _Agua residual Se logrd la calidad del agua
2017 " industrial (pH 6,7-7,1; UASB-MBR objetivo
DQO 644-2380 mg/L)
Cruz-Salomén y Agua r_esidual del ] EIim_inacién de DQO_ ,del 94% para
col.. 2018 procesamiento del café EGSB un tiempo de retencién hidraulico
B (pH 4; DQO 46 g/L) (TRH) de 3 dias y 98% para 9 dias
Vashi y col., Agua residual de la SBR-AGS (lodos Latl)eliminaf:ié_n de_ PQO fue_ del
2018 industria papelera grapu_lares 90% y !a e_hmmacmn de tanino /
aerobicos) lignina fue del 97%
Agua residual de la
Am;(sﬁ’sco"' p(l;)ogusc,gl;olgg%a;:g:tle SBR Eliminacién de DQO del 60%
g/L)
Reduccién de DBOs, DQO,
Ajao y col., Agua residual de Reactor de lecho solidos totales disueltos, fenol y
2019 refineria petroquimica fluidizado TPH del 95,6%, 98,0%, 66,3% y

100% respectivamente
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Referencia Origen Tratamiento Observaciones
Agua residual de la
industria cervecera Importancia de La velocidad de
Stesy col., 2019 | 11’5 5.4.9: DQO 2,4- SBR alimentacion
4,5g/L)
Reactor de
biopelicula de La DQO se increment6 con el
Agua residual de la secuenciacion por _ fcrata'miento_co'n SA{RZ yla
] industria panelera lotes eficiencia de eliminacion de DQO
Cai y col., 2019 "E) o 92'02 "183 , | (SBBR)/reactorde | paraSBBR, SARLy STR fue de
0Q mg/,L)_ ’ tanque agitado 39,7%, 15,7% y 30,9%,
(STR)/ 2 reactores respectivamente
de aireacion
sumergidos (SAR)

En la actualidad, la comunidad cientifica sigue estudiando y desarrollando nuevas
configuraciones de reactores bioldgicos para el tratamiento de las ARI, con caracteristicas
diferentes o complementarias a los tratamientos biologicos convencionales de fangos
activos (CAS, siglas en inglés) o biomasa en suspension, con el objetivo de obtener un
efluente con mayor calidad que se ajuste a las normativas cada vez mas restrictivas. Un
ejemplo son los sistemas de tratamiento biologicos de lecho fijo (RLF, siglas en inglés) o
de biopelicula, en los cuales se lleva a cabo el crecimiento de la comunidad bacteriana en
la superficie de un soporte que normalmente es de plastico. Este tipo de crecimiento hace
que las capas mas internas de la biopelicula entren en anoxia, se desprenda una parte de
esta y sirva automaticamente de alimento para los fangos activos adheridos a los soportes,
los cuales pueden recircularse al reactor o depositarse en el fondo. Estos tipos de reactores

bioldgicos poseen una serie de ventajas frente a los procesos CAS:

e Tamarios de planta mas pequefios, debido al uso de soportes de elevada superficie
especifica.

e Resistencia a los cambios en la composicion de la corriente de alimentacion, de
gran importancia en las ARI por su elevada complejidad.

e La superficie del reactor ademas de la eficacia del proceso se puede ver
modificada en funcién del porcentaje de soporte plastico empleado.

e La decantacion posterior al tratamiento, o proceso de separacién final, no es
necesario porque los lodos activados se adsorben en los soportes, por lo que no se
requiere una gestion de los lodos residuales.

e Largos tiempos de retencion de lodo y mayores edades de lodo. Desaparecen
problemas como el esponjamiento o bulking, relacionados con la

sedimentabilidad del fango.
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e Laoperacion, control, mantenimiento y limpieza son mas sencillas, sin problemas
de atascamiento.

e Generacion de una biopelicula con una elevada actividad y un alto peso especifico
de biomasa.

e Tasas de nitrificacion y desnitrificacion mayores debido al proceso anoxico.

Ademas, la eficacia de este tipo de tratamiento se puede mejorar cambiando las
caracteristicas de los soportes o aumentando la calidad de la biopelicula (Prieto-
Rodriguez y col., 2017). Por todo ello, se hace atractivo el uso de este tipo de reactores
de lecho fijo como tratamiento bioldgico para la depuracion de aguas residuales

industriales.

Sin embargo, los procesos bioldgicos convencionales no siempre proporcionan resultados
satisfactorios para el tratamiento de ARI, ya que muchas de las sustancias organicas
producidas por la industria quimica son toxicas o resistentes al tratamiento bioldgico
(metales pesados, patdgenos, contaminantes emergentes, etc.), aunque si son capaces de
eliminar DBO y soélidos totales en suspension en aproximadamente un 85%. Por lo tanto,
la Unica opcion viable para tales aguas residuales biol6gicamente persistentes es el uso de
tecnologias avanzadas basadas en la oxidacién quimica, como los Procesos Avanzados
de Oxidacion (PAO), reconocidos como tratamientos altamente eficientes para aguas

residuales recalcitrantes, los cuales se explicaran detalladamente en el siguiente apartado.

1.4.2. Aplicacion de procesos avanzados de oxidacion para el tratamiento de

aguas residuales industriales
Debido a que las aguas residuales industriales son aguas complejas con una elevada carga
organica y una alta toxicidad y/o baja biodegradabilidad que afectan a los tratamientos
convencionales, es necesario para una depuracién eficaz, la combinacion de los
tratamientos convencionales con el uso de tratamientos terciarios como los PAO. Los
PAO pueden aplicarse antes del tratamiento secundario para aumentar la
biodegradabilidad del efluente y poder asi acoplarse a un tratamiento biolégico

convencional, con la siguiente reduccién de costes.

Los PAO producen radicales hiroxilo ("OH), los cuales pueden ser generados por
diferentes procesos y pueden degradar casi cualquier molécula orgéanica, debido a su alto
potencial de oxidacion (E0=2,8), propiedades no selectivas y a su alta reactividad,
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produciendo &cidos organicos de cadena corta, iones inorganicos y CO, como productos
finales (Malato y col., 2009). El radical hidroxilo es el segundo oxidante mas fuerte (Tabla
1.3). Se produce con la ayuda de uno o mas oxidantes primarios (por ejemplo, ozono,
peroxido de hidrdgeno, oxigeno) y/o fuentes de energia (por ejemplo, luz ultravioleta) o
catalizadores (por ejemplo, diéxido de titanio).

contaminante
PAO —* OH'- » COy + Hy0 + iones inorganicos (Reac. 1.1)

Tabla 1.3. Potenciales redox de algunos agentes oxidantes.

Especie E°(V, 25°C)
Fluor 3,03
Radical hidroxilo 2,80
Oxigeno atémico 2,42
Ozono 2,07
Perdxido de hidrégeno 1,78
Radical perhidroxilo 1,70
Permanganato 1,68
Dioxido de cloro 1,57
Acido hipocloroso 1,49
Cloro 1,36
Bromo 1,09
Yodo 0,54

Los PAO han demostrado ampliamente su eficiencia en la mineralizacién de
contaminantes recalcitrantes (Bernabeu y col., 2011). En general, cuando se aplican en
condiciones debidamente optimizadas, los PAO pueden reducir la concentracion de
contaminantes de varios cientos de mg/L a menos de 5 pg/L vy, por tanto, reducir
significativamente la DQO y el COT, hecho que le otorgo la denominacién de “procesos
de tratamiento de agua del siglo XXI " (Munter, 2001). Por tanto, el propdsito principal
de los PAO (Huang y col., 1993) es mejorar la eficiencia de la oxidacion quimica al

aumentar la generacion de estos radicales hidroxilo.

Generalmente, en los PAO se diferencian 2 etapas, la formacion de los radicales hidroxilo

y la reaccién de estos con las moleculas contaminantes para su descomposicion hasta la
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mineralizacion definitiva. Asi, los PAO pueden usarse para tratar aguas residuales con el
fin de:

1) Mejorar la calidad del efluente secundario, mediante la eliminacion de los
microcontaminantes restantes y la toxicidad relacionada, para que sea reutilizable.

2) Desinfectar los efluentes para eliminar patdgenos.

3) Aumentar la biodegradabilidad de las aguas residuales industriales antes del

proceso bioldgico convencional.

Los PAO pueden clasificarse segin la Figura 1.3. Los mas comunes utilizan
combinaciones de ozono (O3), peroxido de hidrégeno (H20>), radiacion ultravioleta (UV)

y catalizadores.

Procesos Avanzados de Oxidacion (PAO)

Basados en ozono Basados en UV Cataliticos Electroguimicos Fisicos
Electrodos de
] 0, ] UV/HL O, - Fenton —diamante dopados| — Haz de electrones
con baoro
Electrodos
] 04/H,0; —  UWH,0,,0, I~  Foto-Fenton —dopados con 5n0, | —  Ultrasonidos
y PO,
L 0O,/Catalizador | |— o, I Uv/Catalizador ||— Electrodos IO, | | Plasma
I UV/Peroxidisulfato| |  Persulfato/Fe L_Electrofoto-Fenton| L Microondas
L UW/Cl, L Cwone®

Figura 1.3.Clasificacion de los procesos avanzados de oxidacion. Fuente: modificada de
Miklos y col., 2018.

Pese a su probada eficiencia, los PAO aln no estan comercializados a gran escala debido

a los costes relativamente altos asociados a su operacion, su alto consumo energético y el
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uso de reactivos de alto coste (H202, Oz, etc). Sin embargo, su alta capacidad oxidativa y
su contrastada eficiencia hacen que estos procesos se hayan convertido en una alternativa
factible a los tratamientos convencionales no eficaces frente a contaminantes

recalcitrantes.

El creciente interés en la reutilizacion de agua y la reciente aparicion de regulaciones mas
estrictas con respecto a la contaminacion de la misma estan acelerando el interés en la
implementacion de los PAO a gran escala. En la actualidad, existen aproximadamente
500 pequefias instalaciones de PAO comercializadas en todo el mundo, principalmente

en Europa y Estados Unidos.

La Tabla 1.4 muestra una breve revision bibliografica de trabajos de investigacion

realizados en los Ultimos afios para el tratamiento de ARI mediante la aplicacion de PAO.

Tabla 1.4. Tratamientos de aguas residuales industriales mediante PAO.

Referencia Origen Tratamiento Observaciones
Aguas residuales de
una planta de celulosa Eliminacién del 78% de
Baycan Parilti | en Turquia (pH 7,12 | . colory 64% de TOC con
ycol, 2011 | 8,50: DQO 608-1500 | 1OZFE(/UV solar | yag” sl de Tio, y 0,5
mg/L; TOC 206,2— mM de Fe (111)
303,2mg L)
ﬁr?: ?JslanrtZSIddeug::I}lsjl ng 90% de mineralizacion
Lucasy col, en Portugal (pH 7,9; | Foto-Fenton solar de DOC con 5 mg/L de
2012 , Fe, 31 kJ/L de UV y
DOC 348 mg/L; DQO 50mM de H.0
899 mg/L) e
Aguas r<_e§|dua|e§ de la Coagulacion/floculacion | Eliminacion del 61% de
produccién de vino de RN
Monteagudo y . 0 precipitacion + foto- | TOC con H,O, 260 mg /
Castilla-La  Mancha
col., 2012 ~ _ | Fenton solar con | L, H2C,0,80 mg/Ly pH
(Espafia) (pH 12,4, ferrioxalatos 3,5
TOC 2674 mg/L) ’
Aguas re_3§|duale§ de la Metodos, . Reduccion del 77% de
. produccién de vino en | electroquimicos (EC) y .
Orescanin y Zaareb. Croaci al ol id s DQO y mas del 99% en
col., 2013 agrep, Croacia (pH | u trasonidos (US) color, turbidez, solidos
k 3,74; DQO 10240 | combinados con PAO en su’s ension ' fosfatos
mg/L) (O3 + UV + H,0,) P y
Ar%léiscg?g'ndzgl\e/?n%e;ﬁ Eliminacién del 80% de
Dominguez y produ o Procesos de oxidacion | DQO y TOC con 4 h de
Badajoz, Espafia (pH | .. 2
col., 2014 - | humeda reaccion, 5 g/L de
38 DQO 35 g/l grafito, pH 3,8y 125°C
TOC 11,3 g/L) ’ ’
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Referencia

Origen

Tratamiento

Observaciones

Iboukhoulef y

Aguas residuales de la
produccion de aceite

Cu?*/H,0; (Fenton)

Degradacién fenoles del
43% a 30°C y 62% a
50°C después de 65

col., 2014 en Argelia (pH 4,7; minutos de tratamiento,
DQO 74 g/L) usando 12 M de oxidante
y 0,5 g/ L de catalizador
Eliminacién del 87% de
DQO y  completa
eliminacion de
Aguas residuales de la polifenoles totales con
Michael y produccién de ac_eite Coagulacién/floculacién coagulacién-floculacién
col.. 2014 en Larnaca, Chipre + foto-Fenton solar usando FeSO, - 7H.0
N (pH 5,7; DQO 13,5 (6,67 g/L) y Flocan23
g/L) (0,287 g/L) y foto-
Fenton solar con 0,08
g/L de Fe?* y 1g/L de
H>0,
Eliminacion del 96,6%
Aguas residuales de de TOC en 125 min con
Durén y col Ias_ industrias  de | Foto-Fenton sola( conel | H.O2 = 460 mL/h,
2015 " | bebidas (pH 5,35, uso. de complejos de | H.C,0,=2100 mL/h,
DQO 6,5 ¢g/L, DBOs | ferrioxalato [Fe] = 150 mg/L, pH =
4,4g/L, TOC 199 ¢g/L) 2,79 y energia solar =
35,8 Wh
Eliminacién de DQO del
Aguas residuales de la 80% después de 240 min
Velegrakiy | produccion de vino en (2 g/L consumo de
Mantzavinos, | Grecia (pH 5,5-6,5; | Foto-Fenton solar H.0,; 25 mg L de Fe?)
2015 DQO 1200 mglL; y después de 340 min
DOC 435 mg/L) (1,27 g/L H.O, de
consumo; 5 mg/L Fe?")
Eliminacion del 91,2%
de DQO y 91,3% de
Aguas residuales de la fenoles o con la
produccion de aceite . coagulacion.
Yazdanbakhsh en Iran (pH 5,02: Coagulacion con FeCls, | Eliminacién del 94% de
y col., 2015 P >~ | acidificacion y Fenton DQO y 98% de fenol

DQO 55,8 g/L; DBOs
825 g/L)

con la acidificacion y
Fenton. La relacion
BODs/DQO aumentd de
0,14 a 0,83

Davarnejad y

Aguas residuales de
industria lactea (pH

Electro-fenton con

Eliminacion del 93% de
DQO en 90 min,
densidad de corriente de

H 2
col., 2016 6.3; DQO 2,5 g/L) electrodo de hierro 56 mA/'c,m , pH 752 y
proporcion molar de
H.0, / Fe* de 3,965
— 5
. Aguas residuales de | Foto-Fenton con UV-A Eliminacion del 80% de
Rodriguez- e . DQO, del 99% de
fruta liofilizada (pH | LED seguido de X
Chuecay col., . . > turbidez y del 95% del
2016 6,95, DQO 354 g/L; coagula(_:[on / total de solidos en
DBO 6,6 g/L) floculacion -
suspension
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Referencia Origen Tratamiento Observaciones
Eliminacion del 70% de
Aguas residuales de la la DQO
Amaral-Silva | produccion de zumo Eenton (correspondiente a un
ycol.,, 2016 | (pH 6,7; DQO 680 valor final por debajo de
mg/L) los limites de descarga,
150 mg O./L)
-~ Oxidacion
Cheny col., Qompuesto . acm!o electroguimica con | Oxidacion completa del
lactico de la industria . PR
2017 15 catalizador a base de | &cido lactico
actea C
iridio
oroduccion e aceie 90% de _eliminacion
Garciay P : ~ Foto-Fento con FeCls | (TOC yturbidez) con pH
. en Sevilla, Espaiia (pH .
Hodaifa, 2017 5.98: DQO 7,06 gL: como catalizador 3 y 30 gL de
e N catalizador

DBO 0,68 g/L)

Los PAO que se han estudiado en esta Tesis son el proceso de foto-Fenton solar y

ozonizacion, los cuales se van a describir a continuacion.

1.4.2.1. Ozonizacion
El tratamiento con ozono (Os3) puede considerarse un PAO cuando se lleva a cabo en
medio alcalino, ya que éste se descompone generando radicales, entre los que se
encuentran los radicales hidroxilo. Al aumentar el pH, también lo hace la velocidad de
descomposicion del ozono y, por tanto, también la velocidad de generacion de los
radicales hidroxilo, capaces de participar en numerosas reacciones quimicas con

sustancias inorganicas y organicas presentes en el agua a tratar.

El ozono posee un fuerte poder oxidante (E°= 2,07 V, ver Tabla 1.3) y, debido a su
inestabilidad en medio acuoso, debe generarse in situ con el paso de O a traves de un
campo eléctrico de alto voltaje. Presenta una elevada capacidad de eliminacién de olores,
color y desinfeccion. Ademas, es un electrofilo muy selectivo que reacciona
preferentemente con grupos funcionales de alta densidad electrénica, como dobles

enlaces, sistemas aromaticos, aminas, sulfuros, etc. (Hollender y col., 2009).

La aplicacion de ozono involucra generalmente dos mecanismos de reaccion, la reaccion
directa por ozono (reaccion entre la molécula organica y el ozono disuelto) y la reaccién

indirecta a través de la generacion de radicales hidroxilo. Las reacciones que se llevan a
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cabo cuando se aplica medio alcalino en la degradacién de la materia organica se

muestran a continuacion (Beltran, 2003).
Iniciacién
0s+ OH™ — HO; + 0,
0;+ HO; — HO,+ 03
Propagacion
HO; - 0;°+ H*
0;°+ H* - HO;
03+ 0; - 0,+ 03°
0;°+ H,0 - HO"+ 0,+ OH™
03;°+ HO* — HO; + 05°
03+ HO* - HO; + 0
HO; + HT - H,0,
H,0, » HO; + H*
Terminacion
0;+ HO® - 03+ OH~
HO*+ CO; - OH™ + CO3

CO; + 03 » (0,+ CO,+ 0,°)

(Reac. 1.2)
(Reac. 1.3)
(Reac. 1.4)
(Reac. 1.5)
(Reac. 1.6)
(Reac. 1.7)
(Reac. 1.8)
(Reac. 1.9)
(Reac. 1.10)
(Reac. 1.11)
(Reac. 1.12)
(Reac. 1.13)
(Reac. 1.14)

Las reacciones 1.13 'y 1.14 no son reacciones de terminacién verdaderas ya que el radical

i6nico superoxido, O, ° , propagaria la cadena radical. Los productos de reaccion O,

CO2 y 05" se propusieron provisionalmente de acuerdo con Beltran (2003), pero no se

confirmaron.
HO®* + H,0, - HO;+ H,0

HO* + HO; — HO3+ OH™

(Reac. 1.15)

(Reac. 1.16)

A pesar de que la ozonizacion tiene una larga tradicion y es la técnica mas aplicada en

desinfeccion de aguas residuales y agua potable, se observa un interés creciente en la
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comunidad cientifica para su aplicacion en eliminacién de microcontaminantes o

sustancias refractarias de las ARI, por lo que es de interes profundizar en su estudio.

La ozonizacion sigue siendo, sin embargo, un proceso en el que el equipo y los costes de
operacion son altos, debido principalmente a la generacion eléctrica del Os, y con riesgos
significativos asociados a su alta reactividad y toxicidad. En consecuencia, cualquier
cantidad de ozono gaseoso producida en exceso debe ser capturada y destruida, lo que
genera costes adicionales. Ademas, es conocida la formacion de subproductos toxicos
disueltos que pueden elevar la toxicidad del efluente. La formacion de productos de
transformacion y los subproductos de oxidacion/desinfeccion (derivados de la matriz de
agua residual) son un tema importante a tener en cuenta en la aplicacion de la 0zonizacion,
ya que las dosis aplicadas no llegan a alcanzar la mineralizacion (Rizzo y col., 2019).
Esta toxicidad puede reducirse nuevamente mediante una etapa de tratamiento posterior
(Hibner y col., 2015; Knopp y col., 2016; Lee y von Gunten, 2016).

1.4.2.2. Fotocatalisis solar homogénea: foto-Fenton solar
Entre todos los PAO, los procesos de Fenton y foto-Fenton son los mas aplicados para el
tratamiento de aguas residuales industriales (Suty y col., 2004), debido a su alta eficacia
en la degradacion de contaminantes y materia biorecalcitrante (Pignatello y col., 2006).
Presentan un gran potencial para ser comercializados y aplicados a gran escala (Gupta y
col., 212). El proceso foto-Fenton tiene lugar a longitudes de onda inferiores a 580 nm,
por lo que puede utilizar energia solar como fuente de radiacion renovable (Gogate y
Pandit, 2004). EI uso de radiacion solar UV hace que el proceso sea de mayor interés ya
que puede resultar mas economico, al reducir el consumo de energia eléctrica, y

ambientalmente sostenible (Malato y col., 2009).

La reaccion de Fenton fue descrita por primera vez en 1894 por Henry John Horstman
Fenton, el cual detect6 que el H,O, podia ser activado por sales de Fe?* para oxidar el
acido tartarico (Fenton, 1894). La reaccion que tiene lugar entre el hierro ferroso
(catalizador) y el H2O> (oxidante) en solucion acuosa, y que conduce a la formacion de
radicales HO® responsables de la oxidacion de las moléculas organicas, se conoce como
reaccion de Fenton (Ecuacion 1.17). A continuacion, se describen brevemente la

secuencia de reacciones que se dan (Malato y col., 2009):

Fe?* + H,0, — Fe3* + HO" + HO™ (Reac. 1.17)
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Fe3* + H,0, —» Fe?* + H* + HO; (Reac. 1.18)
Fe?t + HO* — Fe3t* + HO™ (Reac. 1.19)
H,0, + HO* > H,0 + HO; (Reac. 1.20)
Fe3t + HO, — Fe?t +0, + H* (Reac. 1.21)
Fe?t + HO, + H* » Fe3* + H,0, (Reac. 1.22)
2HO* - H,0, (Reac. 1.23)
2HO; - H,0, + 0, (Reac. 1.24)
HO, + HO® - H,0 + 0, (Reac. 1.25)

En presencia de radiacion UV, el hierro (I11) se fotorreduce a hierro (I1) (Reac. 1.26) y se
oxida de nuevo con H>Oz, en un ciclo redox (foto-Fenton). Este proceso se puede realizar
bajo radiacion solar UV o mediante lamparas artificiales UV-A (A> 300 nm) (Clarizia y
col., 2017), siendo activo hasta casi el visible (A <560 nm), dependiendo de los complejos
de hierro formados con agua y otros ligandos de hierro disueltos en agua. La presencia de
luz acelera claramente las reacciones Fenton debido a la regeneracion catalitica de los
iones ferrosos y a que ciertos complejos que intervienen en las reacciones de Fenton
(ferri-hidroxi o ferri-carboxilicos) absorben luz, obteniéndose una mayor generacion de
radicales hidroxilo y con ello una mayor eficiencia de reaccion (Pignatello y col., 1992).
La foto-reduccion del ion férrico es una reaccion de transferencia de carga ligando-metal
(Pignatello y col., 2006).

El ligando puede ser cualquier base de Lewis capaz de formar un complejo con Fe®",
como los complejos de carboxilato, OH", H20, HO2’, CI', R-OH, R-NH, etc. (Pignatello
y col., 2006).

Fe3* + H,0 + hv — Fe?* + HO® + H* (Reac. 1.26)
[Fe3*L] + hv » Fe?*t + L° (Reac. 1.27)
[Fe(00C — R)]?* + hv - Fe?* + R* + CO, (Reac. 1.28)

La formacion de complejos férricos depende fundamentalmente de la composicién del
efluente a tratar (ligandos presentes) (Soriano y col., 2019), asi como del pH. El pH

optimo para llevar a cabo el proceso foto-Fenton es 2,8 (Pignatello y col., 1992), evitando
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asi la precipitacion de hidroxido férrico y siendo la especie de hierro predominante el

[Fe(OH)]?, la cual presenta una elevada fotoactividad.

A pesar de la alta eficiencia del proceso a pH &cido, la necesidad de un tratamiento previo
de acidificacion del efluente, asi como la neutralizacion antes de la descarga o
reutilizacion, aumenta la salinidad del efluente, el impacto ambiental y los costes de
tratamiento (Gallego-Schmid y col.,, 2019). Para abordar estos inconvenientes, la
investigacion para el tratamiento de aguas residuales urbanas principalmente, se centra
actualmente en el estudio del proceso a pH neutro con el uso de policarboxilatos y
aminocarboxilatos como oxalato, citrato, EDTA, NTA y EDDS, que forman complejos
estables con hierro, ademas de otras alternativas que permite llevar a cabo el proceso foto-
Fenton a pH neutro con la consiguiente reduccidn en el coste que esto conlleva y que se

aboradara profundamente en el apartado 1.7.

I1.5. Combinacion de procesos avanzados de oxidacion y bioldgicos para el

tratamiento de aguas residuales industriales

En las ultimas décadas, se han venido empleado diferentes procesos de tratamiento fisico,
quimico y bioldgico para tratar diversas aguas residuales municipales e industriales,
efluentes bioldgicos, de la industria alimentaria (Paraskeva y Diamadopoulos, 2006),
farmacéuticos (Esplugas y col., 2007), de la industria papelera (Moo-Young, 2007),
industria textil (Aye y col., 2003; Aye y col., 2004), y lixiviados de vertedero (Renou y
col., 2008). Las caracteristicas de las ARI, como ya se ha comentado, varian no solo con
la industria que las genera, sino también dentro de la propia industria. Por tanto, el
tratamiento de ARI es un problema complejo debido a la gran variedad de compuestos y

concentraciones que pueden contener.

Las tecnologias biologicas son una de las técnicas mas importantes para el tratamiento de
aguas residuales desde una perspectiva economica y ambiental. Por este motivo, son las
tecnologias mas ampliamente empleadas para el tratamiento de aguas residuales siempre
que latoxicidad y la biodegradabilidad del agua a tratar lo permitan. Para aguas residuales
industriales toxicas o que presenten una muy baja biodegradabilidad, la aplicacion de un
tratamiento bioldgico convencional no se recomienda sin un pre-tratamiento oxidativo.

Teniendo en cuenta la elevada capacidad de los PAO para oxidar compuestos toxicos y
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recalcitrantes, una opcién adecuada para el tratamiento de estas aguas es la combinacion
de un tratamiento previo con PAO combinado con un tratamiento bioldgico que permita

una reduccion final de los costes de operacion (Oller y col., 2011).

Por ello, en los ultimos afios, la investigacion en combinacion de PAO/sistemas
bioldgicos para el tratamiento de ciertas aguas residuales industriales complejas e
imposibles de tratar mediante procesos fisico-quimicos/biolégicos convencionales ha
aumentado considerablemente (Mantzavinos y Psillakis, 2004).

El porcentaje de mineralizacion debe ser minimo durante la etapa de tratamiento previo
para evitar gastos innecesarios de quimicos y energia, lo que reduce el costo operativo.
Esto es importante porque la electricidad representa aproximadamente el 60% del coste
operativo total de los reactores fotocataliticos (Zielinska y col., 2019). Sin embargo, si el
tiempo de tratamiento previo es demasiado corto, los intermedios de reaccion generados
podrian ser estructuralmente muy similares a los componentes no biodegradables y/o
toxicos originales. La clave es minimizar el tiempo de residencia y el consumo de
reactivos en la etapa PAO mediante la aplicacion de una estrategia optimizada de
acoplamiento con un sistema biologico. El interés en este tema ha crecido debido a la
posibilidad real de reutilizar las aguas residuales industriales como un recurso de agua
segura en condiciones sanitarias adecuadas (por ejemplo, segun lo estipulado por la

legislacion espafiola sobre la reutilizacién del agua tratada, Real Decreto 1620/2007).

Hay muchos ejemplos en la literatura sobre el tratamiento de diferentes tipos de ARI
mediante la combinacién de PAO y sistemas biologicos convencionales o avanzados (ver
Tabla 1.5):

Tabla 1.5. Tratamientos de aguas residuales industriales mediante la combinacion de

PAOQ vy tratamiento biolégico.

Referencia Origen PAO Tgﬁg?gliigto Observaciones
Krzeminsa |0 e ot
y Neczai, (DH 6,7: O3 SBR Eliminacién del 92% de DQO
2013 2500 mg O/L)
Eliminacion global del 80,7%
Agua residual de de DQO y 937% de
Lucas y col., | la industria lactea Eenton Aerobio polifenoles totales con una
2013 (pH 4,8; relacion H,O0,/DQO de 0,20,
92,5¢/L) pH 3.5 y una relaciéon molar
H202/F€2+ de 15
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Tratamiento

Referencia Origen PAO . Observaciones
biologico
Eliminacién del 37% de COT
Wuy col. Agua_residugl de _Fi[trc_) durante 4 minu'gos_ y con 10
2014 ’ la mdustrya 0Os blc_)loglco mg/L de O3. Eliminacién del
petroquimica aireado  |63% del COT «con el
tratamiento bioldgico
El sistema nano-
TiO2/H20,/UV redujo el 43%,
14%, 38% y 31% en el color,
Oxidacion contenido de compuestos
Agua residual de | fotocatalitica aromaticos, DQO y
Nogueria y la produc_cién de (_utilizando D_eg!raglacién compuestos fenél_icos total_qs,
col.. 2015 aceite TiO2 y Fe;0O3 | biologica por respectivamente sin redugcmn
N (pH 4,5; como hongos |de toxicidad. El tratamiento
DQO 16,5¢/L) | catalizadores combinado  aumenté la
nanomateriales) reduccion en DQO vy
compuestos fendlicos totales a
la vez que se redujo la
toxicidad
Aguas residuales
Amaral-Silva de la indus,tri_a del Degradacion del 9&_3,2% de la
y col., 2015a automavil Os 2 SBR DQO con un valor final de 220
N (pH 7,8; DQO mg O./L
10500 mg/L)
Eliminacion del 76,5% de
Aguas residuales DQO, 45% de COT, 96% de
Diya’uddeen | de refineria Fenton SBR fenol y aumento de la
ycol., 2015 | (pH 9,4; DQO biodegradabilidad de 0,14 a
1259 mg/L) 0,37 con [H20]: [COD] 0 de
6, [H20,]: [Fe’] de 10y pH =3
ﬁggrigisc'gi‘(‘ﬂ 33 Eliminacion del 17,6% de
Amor y col., aceite Eenton Anaerobio DQO_con el PAO. EI proceso
2015 (pH 4.8: DQO comblnaq? presentd  una
92,5 g O/L) degradacion del 88% de DQO
Agua residual de
Roshini y la industria textil Eliminacion del 86,43% de
col.. 2017 (pH 6,52; DQO | Electro-Fenton DQO, 85,88% de color y
N 1444 mg/L; 55,9% de COT
COT 480 mg/L
Disminucién de la DQO
Silvay col Agu_as, r-e.siduales Oxidacion asoc'iad.a aun aumento en el
2017 " |de pirdlisis (DQO electroguimica crecimiento bacteriano, lo que
152533,3 mg/L) confirma la relevancia del
proceso combinado
Eliminacién del contenido en
_ Agua residual de _ _ polifenoles del 88,8% y 35,5%
Bampalioutas la oroduccion de Fenton Digestion |[de COT con aumento de la
y col., 2018 P anaerdbica |biodegradabilidad.

aceite

Condiciones: 5 mg/L de H.0-
Yy FeSO4-7H20.
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La combinacion de un PAO seguido de un tratamiento biolégico implica un punto de
acoplamiento 6ptimo que debe estudiarse de forma particular para cada tipo de ARI. Esta
tarea debe ser considerada como critica, ya que los costes pueden aumentar
innecesariamente si se aplican intensidades de pretratamiento méas altas que las

necesarias.

Para garantizar el punto de combinacion correcto, es necesario estudiar tanto la toxicidad
y biodegradabildiad de las aguas residuales como la evolucion de ambas con el tiempo de
tratamiento para decidir el punto 6ptimo para descargar el efluente fototratado al proceso
bioldgico, ya que un cambio significativo en la toxicidad generalmente esta relacionado
con un cambio sustancial en la biodegradabilidad. Con este propdsito, existen varias
pruebas y andlisis secuenciales, como la demanda bioldgica de oxigeno (DBO), la prueba
de Zahn-Wellens o la respirometria con lodo activado. Esta ultima tecnologia es la
aplicada en el trabajo experimental presentado en esta Tesis Doctoral, la cual se ha
convertido recientemente en un excelente parametro de control y diagnostico en
depuradoras municipales, ya que representa una medida directa de la correcta actividad

de los microorganismos presentes en el lodo.

1.6. Lixiviados de vertedero como ejemplo modelo de agua residual industrial

Las aguas residuales industriales son una de las fuentes de contaminacién mas

importantes para el medio ambiente y mas particularmente para el medio acuatico.

Existen muchos tipos de ARI que se clasifican en funcion de la actividad industrial. En
consecuencia, las técnicas a aplicar para el tratamiento de las ARI deben ser disefiadas

especificamente para el tipo particular de efluente producido.

Uno de los objetivos de esta Tesis Doctoral es el tratamiento, reiso y revalorizacion de
ARI complejas tomando como modelo de este tipo de agua, los lixiviados de vertedero.
Los lixiviados de vertedero, generados por la descomposicién de desechos organicos y la
filtracion de las precipitaciones (con la consiguiente contaminacion de las aguas que esto
supone) a traves de éstos, son hoy en dia uno de los principales problemas relacionados
con la operacion de los vertederos. La calidad del agua se ve afectada cuando los
lixiviados se mueven a través de la escorrentia de aguas pluviales, la evapotranspiracién

o la infiltracion en aguas subterraneas y superficiales.
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1.6.1. Origen, caracteristicas y problemética ambiental de los lixiviados de

vertedero
El aumento de la poblacion, el desarrollo de diversos sectores econémicos, el consumo
industrial y de materiales en todo el mundo, se han traducido en un aumento asociado de
la cantidad de residuos sélidos industriales y municipales (Bashir y col., 2009; Renou y
col., 2008). Comunmente, los residuos sélidos municipales se refieren a los residuos
recolectados y tratados por los municipios, que incluyen residuos de hogares, comercios,
edificios de oficinas, instituciones y pequefias empresas, jardines, barrido de calles y
residuos de limpieza industrial. El tratamiento adecuado de los desechos soélidos
industriales y municipales requiere considerar la proteccién ambiental (Hur y col., 2000).
Las alternativas de gestién que se presentan hoy en dia para estos residuos son los
vertederos. Cada afio, se producen en el planeta 1300 millones de toneladas de residuos
solidos municipales (RSU), con un valor de 2200 millones proyectado para 2025 (Shah y
col., 2017). Segun Kamaruddin y col., (2017), el escenario global actual indica que el

94.5% de los RSU se dirige a vertederos.

Los lixiviados son definidos como el liquido que se genera al filtrarse el agua de lluvia o
el agua subterranea a través de los residuos solidos, disolviendo y arrastrando a su paso
diversos elementos contaminantes. Si el vertedero se ha construido con el revestimiento
adecuado, la parte principal del lixiviado procede de las precipitaciones y sera, por tanto,
estacional. Tanto los vertederos como los lixiviados crean un importante problema
ambiental ya que éstos contienen una gran cantidad de contaminantes desconocidos en
gran medida. Los lixiviados de vertedero pueden clasificarse como aguas residuales
recalcitrantes, ya que las sustancias organicas que contienen representan un riesgo
potencial para la salud humana (Abdul y col., 2009). Ademas, poseen una gran
complejidad ya que contienen una gran variedad de compuestos organicos, inorganicos y

metales pesados (Wang y col., 2010).

Los lixiviados de vertedero pueden provocar la contaminacion no solo de aguas
subterraneas, sino también de aguas superficiales e incluso, en algunos casos, han
descargado directamente a acuiferos. Esto provoca una disminucion en la concentracion
de oxigeno disponible para los organismos, dando lugar a casos de eutrofizacion debido

al alto contenido en nitrégeno y fésforo (Mwiganga y col., 2005).
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Los contaminantes que pueden estar contenidos en los lixiviados de vertederos se dividen

en cuatro grupos:

Materia organica disuelta, cuantificada como demanda quimica de oxigeno
(COD) o carbono orgéanico total (TOC), &cidos grasos volatiles (que se acumulan
durante la fase acida de la estabilizacion de desechos (Christensen y Kjeldsen,
1968) y compuestos mas refractarios, tales como &cido fulvico y sustancias
hdmicas.

Macrocomponentes inorganicos: calcio (Ca?"), magnesio (Mg?*), sodio (Na),
potasio (K*), amonio (NH4"), hierro (Fe?*), manganeso (Mn?"), cloruro (CI),
sulfato (S04%) y carbonato de hidrogeno (HCO3").

Metales pesados: cadmio (Cd?*), cromo (Cr®*), cobre (Cu?*), plomo (Pb?*), niquel
(Ni?*) y zinc (Zn?").

Compuestos organicos xenobidticos (XOC), que se originan a partir de
compuestos quimicos domésticos o industriales y que estan presentes en
concentraciones relativamente bajas (generalmente menos de 1 mg/L en término
de compuesto individual). Estos compuestos incluyen, entre otros, una variedad
fenoles, alifaticos clorados,

de hidrocarburos aromaticos, pesticidas vy

plastificantes.

Otros compuestos que se pueden encontrar en lixiviados de vertedero son, por ejemplo,

borato, sulfuro, arsenato, selenato, bario, litio, mercurio y cobalto. Sin embargo, en

general, estos compuestos se encuentran en concentraciones tan bajas que pasan a un

segundo plano en importancia relativa.

La Tabla 1.6 muestra ejemplos de diferentes compuestos organicos que se pueden

encontrar en el lixiviado de vertedero y su rango de concentracion (Kjeldsen y col., 2002).

Tabla 1.6. Compuestos organicos encontrados en lixiviados de vertedero.

TIPO DE COMPUESTO COMPUESTO | RANGO, pg/L
Benceno 0,2-1.630
Hidrocarburos aromaticos Tolueno 1-12.300
Xileno 0,8-3.500
Hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) Naftaleno 0,1-260
Eenoles Fenol 0,6-1.200
Cresoles 1-2.100
Ftalatos Dietil ftalato 0,1-660
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Los lixiviados de vertedero pueden ser toxicos, acidos y ricos en grupos organicos, en
demanda quimica de oxigeno (DQO), en demanda biologica de oxigeno (DBO) y en
amonio. Poseen un color oscuro y un intenso mal olor. Como ya se ha comentado, su
composicion tiene una gran variabilidad fisicoquimica y bioldgica, dependiendo de
factores como el tipo de residuos, el clima, la hidrologia y las caracteristicas fisicas del
vertedero. La composicion del lixiviado y las concentraciones de cada contaminante no
solo depende de la fase en la que se encuentre el vertedero (o edad) o del tipo de residuos
que se eliminan en él (EPA Suecia, 2008), sino también de la ubicacion geogréfica, el pH,
el contenido en humedad y las condiciones de operacion del vertedero. La Tabla 1.7
muestra los rangos para diferentes parametros de composicion de los lixiviados de

vertedero.

Tabla 1.7. Composicion media de lixiviados de vertedero (Kjeldsen y col., 2002).

PARAMETRO RANGO
pH 4,5-9
Conductividad, pS/cm 2.500-35.000
Sélidos totales, mg/L 2.000-60.000
Carbono orgéanico total (TOC), mg/L 30-29.000
Demanda bioldgica de O, (DBOs), mg/L 20-57.000
Demanda quimica de oxigeno (COD), mg/L 140-152.000
DBOs/COD 0,02-0,80
Nitrégeno organico, mg/L 14-2.500
Fdésforo total, mg/L 0,1-23
Cl, mg/L 150-4.500
SO4*, mg/L 8-7.750
HCOs, mg/L 610-7.320
Na*, mg/L 70-7.700
K*, mg/L 50-3.700
NH4*-N, mg/L 50-2.200
Ca?*, mg/L 10-7.200
Mg?", mg/L 30-15.000
Fe total, mg/L 3-5.500
Cd?*, mg/L 0,0001-0,4
Cr¥, mg/L 0,02-1,5
Cu?*, mg/L 0,005-10
Ni2*, mg/L 0,015-13
Zn%, mg/L 0,03-1.000
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En general, los lixiviados producidos en vertederos mas jovenes se caracterizan por la
presencia de cantidades sustanciales de acidos volatiles, como resultado de la fase acida
de la fermentacion resultando en pHs de neutros a acidos. En los vertederos maduros, la
gran parte de los compuestos organicos son fracciones himicas y de tipo falvico siendo
alcalinos, con pH>8. También es digno de mencion que la proporcion de la demanda
bioldgica de oxigeno (DBO) respecto a la demanda quimica de oxigeno (DQO) disminuye
al aumentar la edad del vertedero, debido a la liberacion y degradacion de biopolimeros
(Chian y De Walle, 1976), que se traduce en una menor biocompatibilidad del lixiviado.
Mas concretamente, el lixiviado de vertedero joven (<5 afios) se caracteriza generalmente
por altas concentraciones de DBO (4.000-15.000 mg O2/L y DQO (25.000-60.000 mg
O2/L), concentracion moderadamente alta de NHs-N (500-2.000 mg/L) y alta relacion
DBOs/DQO (0,15-0,25) (Morais y Zamora, 2005). Un lixiviado intermedio (de 5 a 10
afios) se caracteriza por la presencia de cargas sustanciales de DQO recalcitrante, cidos
grasos volatiles y pH> 7 (Foo y Hameed, 2009; Suna Erses y col., 2005). Por altimo, un
lixiviado maduro o estabilizado (>10 afios) se caracteriza por contener sustancias de
elevado peso molecular (compuestos que no son facilmente biodegradables), alta
concentracion de NH4-N (3.000-5.000 mg/L), concentracion moderadamente alta de
DQO (5.000-20.000 mg/L) y una relacion BODs/COD inferior a 0,1 (Foo y col., 2009)
(no biodegradable). Generalmente, las concentraciones de los compuestos que forman
parte del lixiviado son significativamente méas altas en la fase &cida que en la fase
metanogénica (fase final de la descomposicién de la materia organica). En conclusion, la
concentracion de los constituyentes del lixiviado va reduciéndose a medida que aumenta
la edad del vertedero debido a los procesos de estabilizacion de los residuos que tienen
lugar dentro del mismo. Los méximos valores de carga contaminante se alcanzan durante
los primeros afios de operacion del vertedero (2-3 afios) y después, decrecen durante los
siguientes afios. También pueden aparecer lixiviados de vertederos joévenes con una
concentracion organica baja, debido a la practica que se estd llevando a cabo
recientemente de recirculacion de los lixiviados, la cual mejora la calidad del lixiviado,

especialmente en términos de DQO (Chan y col., 2002).

Aunque la composicion quimica de los lixiviados de vertederos ha sido ampliamente
estudiada, la mayoria de las investigaciones hasta la fecha se han centrado en los
componentes inorganicos y, en menor medida, en algunos productos quimicos organicos

xenobioticos. Pero también, los lixiviados pueden contener mezclas complejas de
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productos farmacéuticos, productos de higiene personal y otros contaminantes de interés
emergente (Masoner y col., 2014; Eggen y col., 2010). Por ello, mas recientemente, los
estudios que se estan llevando a cabo son los que conciernen a la determinacion de la
composicion exacta de los lixiviados, con el objetivo de disefiar sistemas de tratamiento
global que reduzcan su efecto toxico y biorecalcitrante. Este es uno de los objetivos de
esta Tesis Doctoral. A este respecto cabe destacar la enorme complejidad en la aplicacién

de técnicas analiticas avanzadas para logar este fin.

A modo de ejemplo, Clarke y col., (2015) detectaron carbamazepina, DEET, PFOA y
primidona en todas las muestras de lixiviados analizadas y gemfibrozil en muestras de
cuatro de los cinco vertederos que estudiaron. Los contaminantes que reportaron mayor
concentracion fueron DEET (6.900 a 14.3000 ng/L) y sucralosa (<10 a 621.000 ng/L).
También, Masoner y col., (2015) encontraron 101 (53%) de 190 contaminantes de
preocupacion emergente (CEC) analizados en los lixiviados analizados. Hasta muy
recientemente, el contenido en contaminantes de preocupacién emergente presente en los
lixiviados no habia sido considerado ni analizado. La composicion y complejidad de la
matriz requiere de la aplicacion de técnicas de analisis altamente sensibles y selectivas,
generalmente basadas en cromatografia de liquidos o gases acopladas a espectrometria de
masas, y de estrategias de andlisis no dirigido (non target) que permita la identificacion
de compuestos desconocidos, lo que requiere el empleo de analizadores de alta

resolucion.

Teniendo en cuenta la composicion de lixiviados de vertedero explicada anteriormente,
éstos suelen contener sustancias cancerigenas, persistentes y bioacumulativas en todos
los eslabones de la cadena tréfica. Los metales pesados como el zinc, el cobre, el niquel,
el mercurio, el cadmio, el plomo y el cromo son altamente solubles en ambientes
acuaticos y pueden ser absorbidos por organismos vivos. Si se liberan en una
concentracion notable en la cadena alimentaria, pueden generar patologias de salud
graves causadas por sus propiedades de bioacumulacion y bioamplificacion. EI plomo
ocasiona lesiones cerebrales en los nifios e hipertensién arterial en adultos. EI mercurio

produce lesiones renales y neuroldgicas. EI cadmio produce lesiones renales y hepaticas.
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1.6.2. Tratamientos convencionales de lixiviados de vertedero
Debido a su elevado caracter contaminante, los lixiviados de vertedero deben
recolectarse, almacendndose en balsas disefiadas especificamente, para luego ser
debidamente tratados para evitar su potencial impacto ambiental y cumplir con los
estdndares para su descarga en el alcantarillado o su eliminacion directa en el agua
superficial (Wiszniowski y col., 2006). Como resultado de la diversidad en las
caracteristicas de los lixiviados, el disefio de los sistemas para su tratamiento es
complicado y no se han unificado hasta el momento. Ademas, una planta de tratamiento
de lixiviados es costosa y es importante considerar tanto la eficiencia como el coste del
tratamiento. El tipo de tratamiento depende de las caracteristicas del vertedero, de la

calidad del lixiviado, el requisito de descarga final y los aspectos econdémicos.

Los tratamientos convencionales para los lixiviados de vertedero se pueden clasificar en
tres grupos principales: (a) transferencia de lixiviados: reciclaje y tratamiento combinado
con aguas residuales domésticas, (b) biodegradacién: procesos aerdbios y anaerébios y
(c) métodos quimicos y fisicos: oxidacion quimica, adsorcion, coagulacion / floculacion,

sedimentacién/flotacién, etc.

Una solucion muy extendida ha sido tratar el lixiviado junto con las aguas residuales
municipales en una planta municipal de tratamiento mediante sucesivas diluciones. Este
tratamiento es menos costoso y requiere menos mantenimiento, en comparacion con un
tratamiento local (Ahn y col., 2002), aungue esta opcion es viable sélo en el que caso de
que la estacion depuradora de aguas residuales se encuentre cerca del vertedero. En caso
contrario, esta opcion puede ser no factible a consecuencia de los costes de transporte del
lixiviado que conlleva y a la peligrosidad del mismo. La principal ventaja de esta opcién
seria el ahorro en costes de construccion, mantenimiento y explotacion que se consigue
al no construir una planta de tratamiento propia. Los principales inconvenientes serian los
posibles efectos adversos en el tratamiento bioldgico de la depuradora municipal debido
a la presencia de metales pesados, toxinas, elevado contenido en nitrégeno amoniacal,
alta concentracion de compuestos organicos refractarios y cargas organicas
extremadamente elevadas. Estos compuestos pueden tener un efecto inhibitorio sobre el
crecimiento de los organismos microbianos y, por lo tanto, reducir la eficiencia general
de la depuradora. Ademas, se requieren altas diluciones del lixiviado, lo que obliga a una
capacidad de almacenamiento de lixiviados elevada. También se produce un aumento en

la produccion de fango y aumenta el deterioro de los equipos debido a los &cidos grasos
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volatiles de los lixiviados, que pueden provocar corrosion. Por altimo, el deterioro de la
calidad del agua tratada y del fango, dificulta la reutilizacion tanto del agua residual
tratada como del fango, debido a la presencia de metales pesados y organicos traza. Los
componentes del lixiviado pueden eventualmente acumularse y terminar en el lodo de la
EDAR (Wiszniowski y col., 2006) o pasar sin tratamiento a través de la planta depuradora
y afectar al receptor. Entre los pocos estudios publicados, los autores han intentado
optimizar la relacion volumétrica de lixiviados en las aguas residuales. Diamadopoulos y
col., (1997) utilizaron una proporcién de aguas residuales a lixiviados de 9/1 y obtuvieron
un 95% y 50% de eliminacion de DBO vy nitrogeno, respectivamente. Ademas, la calidad
del efluente se puede mejorar con la adicion de carbon activo en polvo (PAC),
particularmente si la entrada de lixiviado supera el 10%. Otros investigadores estudiaron
el tratamiento conjunto de lixiviados y aguas residuales (Booth y col., 1996, Cecen y

Cakiroglu, 2001) mostrando resultados similares.

Otro de los sistemas de gestion de lixiviados mas simples consiste en el uso de estanques
de evaporacion, los cuales estan provistos de una cubierta durante la temporada de
invierno para excluir la lluvia y donde el agua contenida en el lixiviado acumulado se
elimina por evaporacion durante los calidos meses de verano al descubrir estas
instalaciones, quedando un lodo que se dispone de nuevo en el vertedero. Una de las
ventajas a mencionar es la simplicidad tecnoldgica de los equipos y el bajo coste de éstos.
Ademas, la principal ventaja de esta tecnologia es la solucion no sélo del problema que
genera los lixiviados sino también la remediacion de las emisiones de gases que se pueden
aprovechar para la conversion en energia eléctrica. Aunque también puede aparecer
formacion de espumas debido a la turbulencia, incrustamiento de precipitados en el
sistema y arrastre de compuestos organicos volatiles y amoniaco en el vapor de agua. En

general, se propone realizar ajustes de pH para evitar tal arrastre.

Por ultimo, el reciclaje o recirculacion de los lixiviados sobre el vaso de vertido del
vertedero es un método efectivo para la gestion de los lixiviados, siendo una forma viable
para el tratamiento in situ que reduce el costo de un tratamiento externo adicional
logrando que los &cidos grasos presentes en el lixiviado se conviertan en metano. Con la
recirculacion de lixiviados, se puede utilizar el vertedero en si como filtro anaerébio
relativamente controlado para tratar los lixiviados, proporcionar una estabilizacion
acelerada de los desechos y reducir el volumen de lixiviados. Al maximizar las pérdidas

por evaporacion durante la recirculacion (San y col., 2001), se reduce el tiempo requerido
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para la estabilizacion de varias décadas a 2-3 afios (Reinhart y Yousfi, 1996). Cuando el
lixiviado se recircula, los componentes se atentian por la actividad biologica y otras
reacciones quimicas y fisicas que ocurren dentro del vertedero. La recirculacion consigue
también un aumento de agua, una distribucion de nutrientes uniforme, un efecto tampon
sobre el pH, una dilucién de los compuestos inhibidores, se reciclan los microorganismos
metanogenos (productores de gas natural, metano) y vuelve al vertedero material organico
susceptible de ser transformado en gas, por lo que se produce un aumento de la
produccion de biogas y un aumento en la velocidad de fermentacion. Segin Reinhart y
col., (1996), los vertederos con recirculacion obtienen una produccion de gas 12 veces
mayor que los que trabajan sin recirculacién. Pero también nos podemos encontrar que
las altas tasas de recirculacion afecten adversamente a la degradacion anaerdbia de los
desechos solidos. Por ejemplo, Ledakowicz y Kaczorek (2004), observaron que la
recirculacion puede conducir a la inhibicién de la metanogénesis, ya que puede causar
altas concentraciones de acidos organicos (pH<5) que son toxicos para los
microorganismos metandgenicos. Ademas, si el volumen de lixiviado recirculado es muy
alto, se puede agotar la capacidad de amortiguamiento y pueden surgir problemas de
saturacion, acumulacion de agua y condiciones acidas, por lo que se debe introducir de
nuevo el lixiviado de manera lenta. Aunque al recircular los lixiviados se logra un
aumento en la humedad de los residuos generando un aumento de la tasa de produccién
de gas metano, esto implica que el vertedero debe estar equipado con un sistema de
recuperacion de gas (Tchobanoglous y col., 1993), para asi evitar la liberacion
incontrolada de gas metano, con el consiguiente aumento en el coste asociado a
infraestructura. En conclusion, esta opcién es una alternativa de tratamiento, no una
solucion en si, debido a que los compuestos toxicos se van concentrando en cada ciclo de

reciclaje con el consiguiente problema medioambiental que esto supone.

Cuando no se puede emplear el reciclaje, recirculacion o evaporacion de los lixiviados o
no se pueden mezclar con las aguas residuales domesticas (grupo a), se lleva a cabo el

verdadero tratamiento o depuracion de éstos (grupos b y ¢ anteriormente expuestos).

Los metodos de tratamiento bioldgico aprovechan microorganismos capaces de convertir
los compuestos no deseados en gases y biomasa reduciéndose asi el material organico y
el nitrégeno del lixiviado (Renou y col., 2008) a la vez que también se puede eliminar
parte de los contaminantes. Este tratamiento puede ser tanto aerobio como anaerobio.

Estos tratamientos son mas recomendables para lixiviados jovenes, que poseen indices de

-62 -



INTRODUCCION

biodegradabilidad (DBOs/DQO) superiores a 0,4 y altas concentraciones de materia
organicay no son eficientes para lixiviados viejos, donde los indices de biodegradabilidad
son inferiores a 0,02 debido al gran contenido en &cidos humicos y fulvicos, dificilmente
biodegradables. El rendimiento general de estos tratamientos puede verse afectado por la
presencia de altos contenidos en amoniaco, minerales disueltos, metales toxicos, etc.,
creando problemas de toxicidad para los microorganismos. Las variaciones de caudal y

carga organica afectan mucho a estos sistemas desequilibrando el proceso.

Hasta el momento, los tratamientos bioldgicos siguen siendo uno de los medios
aceptables para tratar el lixiviado porque ofrecen bajos costes de operacion,
mantenimiento y de capital de inversion. Dichos costes en los procesos aerobios son
significativamente superiores a los de los procesos anaerobios cuando los lixiviados son
jévenes, por lo que se logran mejores relaciones beneficio/coste cuando se usan para tratar
lixiviados con concentraciones medias 0 bajas de DBO. Por esta razon, los procesos
aerobios se usan preferencialmente como postratamiento a los sistemas anaerobios, 0 para
lixiviados viejos con bajos niveles de DBO. Los procesos anaerobios son mas simples y
producen menos lodos que los aerobios. Los problemas que pueden aparecer en los
procesos aerobios son la generacion de espumas, precipitacion de hierro y, si el lixiviado
contiene elevada concentracion de compuestos orgéanicos volatiles (COV), el aire del
proceso debe ser tratado para eliminar estos COV que han sido arrastrados, por lo que
aumentan los costes, se requiere mantenimiento de equipos y mayor capacidad técnica.
Ademas, se incrementan los costes energéticos debido a la alta cantidad de oxigeno que
se demanda. Los cambios ambientales (pH, temperatura, etc.) afectan mucho mas a los
procesos anaerobios y, ademas, el amonio no se elimina por estos procesos, por lo que
los efluentes resultantes presentan altas concentraciones del mismo (Alvarez-Vazquez y
col., 2004). También, su aplicacién limitada se debe principalmente a la baja tasa de
crecimiento de microorganismos anerobios y a la cinética baja de reaccion y bajo
crecimiento o retencion de biomasa (May col., 2013), en comparacién con los sistemas

aerobios.

Estos procesos tambien se pueden dividir en:
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TRATAMIENTOS BIOLOGICOS
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Figura 1.4. Tipos de tratamientos bioldgicos aplicados tradicionalmente a lixiviados de

vertedero. Fuente: modificada de Renou y col., 2008.

Haciendo referencia a la Figura 1.4, dentro de los sistemas de cultivo en suspension
aerobios, las lagunas aireadas en general han sido consideradas como un método eficaz y
de bajo coste para la eliminacién de patdégenos y materia organica e inorganica. Sus bajos
costes de operacion y mantenimiento los han convertido en una opcion muy popular para
el tratamiento de lixiviados. Silva y col., (2017a), lograron una eliminacion casi completa
del amoniaco del lixiviado (62-99%), con la eliminacion simultanea de la alcalinidad (70-
100%) ademas de la fraccién de carbono organico biodegradable. Aleya y col., (2019)
estudiaron el sistema de tratamiento de lagunas para lixiviados de un vertedero de Francia
en fase metanogénica, obteniendo que las concentraciones de flujo de salida en solidos
totales en suspension, en DBO y en elementos de metales traza cumplieron en gran
medida con los estandares de flujo de salida requeridos y fueron un promedio de 5, 8 y 6
veces mas bajas que las observadas en el flujo de entrada, respectivamente. Sin embargo,
como cada vez se imponen requisitos mas estrictos, las lagunas pueden no ser una opcion
de tratamiento completamente satisfactoria para determinados lixiviados a pesar de sus

costes mas bajos.

En lo que respecta al reactor secuencial por lotes (SBR, siglas en inglés), es ideal para los

procesos de nitrificacion-desnitrificacion, ya que proporciona un régimen de operacion
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compatible con la oxidacion y la nitrificacion (Renou y col., 2008). Por ejemplo, Remmas
y col., (2018) hicieron uso de un reactor SBR a gran escala para el estudio de la
nitrificacion y desnitrificacion de lixiviados de mediana edad. Tanto el carbono organico
biodegradable como el amoniaco fueron altamente oxidados (DBOs y total eficiencia de
eliminacion de nitrogeno Kjehldahl (TKN) por encima del 90%), mientras que la
eficiencia de eliminacion de la DQO fue ligeramente superior al 40% con eficiencias de
eliminacién de TN por encima del 70%. También, Yong y col., (2018) usaron un reactor
SBR seguido de coagulacién para tratar lixiviados, logrando una eficacia de eliminacion
del 85%, 94%, 92% y 86% para DQO, NHs-N, SST y color, respectivamente.

Los lixiviados de vertederos maduros, como ya se ha comentado, contienen altas
concentraciones de amonio y DQO no biodegradable, por lo que son dificiles de tratar de
forma efectiva por un método bioldgico convencional. En cultivos suspendidos aerobios,
la eliminacién de amonio se produce lentamente debido al lento crecimiento de las
bacterias nitrificantes, por lo que resulta més interesante el uso de reactores de
biopeliculas (aerobios). Ademas, se sabe que los cultivos de lecho fijos (reactores de
biopelicula) son menos sensibles a los cambios a las condiciones ambientales, los
productos metabolicos y a las sustancias toxicas.

Para ello, los filtros por goteo (trickling filters) han sido ampliamente investigados para
la reduccion de nitrogeno en lixiviados de vertedero (Renou y col., 2008). Matthews y
col., (2009) demostraron que esta técnica era capaz de tratar una gran variedad de
lixiviados de vertedero con un rendimiento consistente, aunque inferior a los de otros
sistemas de tratamiento.

Por otra parte, el reactor de biopelicula de lecho mévil (MBBR, siglas en inglés) (o reactor
de lecho fluidizado, RLF) se basa en el uso de soportes poliméricos porosos suspendidos,
que se mantienen en movimiento continuo en el tanque de aireacion, mientras que la
biomasa activa crece como un biofilm en la superficie e intersticios de los mismos. Las
principales ventajas de estos sistemas, en comparacion con los procesos de crecimiento
suspendido convencionales, son: mayores concentraciones de biomasa, no hay largos
periodos de sedimentacion de lodos y menor sensibilidad a compuestos toxicos. Por
ejemplo, Kulikowska y col., (2009), usaron dos reactores MBBR para la eliminacion de
amonio de lixiviados de vertedero. Demostraron que para una carga de amonio de 0,14 g
de N-NH«#mi.d se obtuvo la nitrificacion completa (> 99%) obteniéndose,
predominantemente, nitrato. Las concentraciones de nitrito y amonio fueron inferiores a

1 mg/dm® y con el aumento de la carga de amonio a 0,27 g de N-NHs/m?*-d y 0,36 g de
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N-NH4/m?3.d, causé una disminucion en la eficiencia de nitrificacion hasta el 86% y 59%,
respectivamente. También, Xiong y col., (2018), examinaron la eficiencia de nitrificacion
de un reactor MBBR, observando elevada tolerancia a grandes fluctuaciones en las
concentraciones de amonio en los lixiviados de alimentacion, manteniendo una eficiencia
de nitrificacion superior al 60%.

En cuanto a los sistemas anaerobios, existen varios estudios, entre ellos, Kheradmand y
col., (2010) evaluaron la viabilidad del tratamiento de lixiviados de un vertedero de edad
media (5-10 afios) mediante un digestor anaerébio combinado y un sistema de lodos
activados obteniendo una eliminacion de la DQO del 73% para el primer digestor y del
19% para el segundo. Ademas, se logré también la eliminaci6 de Fe, Cu, Mn y Ni en el
rango de 88,8-99,9%, aunque el Zn se elimind al 50%. Sin embargo, no se produjo
reduccion en el amoniaco y la produccion de metano en el primer y segundo digestor fue
solo del 63% y 60%, respectivamente.

Por otro lado, se ha venido observado un buen rendimiento en el tratamiento de lixiviados
de vertedero en sistemas SBR anaerobios (Tomaszewski y col., 2018; Miao y col., 2015;
Wangy col., 2014; Miao y col., 2014). Tomaszeski y col., (2018), estudiaron la influencia
de altas tasas de carga de nitrégeno en la operacion de un SBR a escala de laboratorio
para aguas residuales sintéticas y para lixiviados de vertedero, concluyendo que éstos no
influyeron en la capacidad de eliminacion de nitrogeno del proceso, determinando una
actividad maxima de 0,594 g N/g SVS-d (s6lidos volatiles en suspension) durante el
tratamiento de estos lixiviados.

Dentro de estos sistemas de cultivo en suspension, el reactor anaerobio de flujo
ascendente (UASB, siglas en inglés), es un tratamiento moderno que presentar altas
eficiencias para tiempos cortos de retencion hidraulica. Los reactores UASB, cuando se
someten a valores altos de tasa volumetrica de carga organica, han mostrado rendimientos
mas altos en comparacidn con otros tipos de reactores anaerdbicos (Renou y col., 2008).
Sivathass y col., (2017), usaron un UASB para el tratamiento de lixiviados de vertedero
maduros que contienen metales pesados (As, Fe, Ni y Cd) y formaldehido (FA),
obteniendo una eliminacion de DQO de hasta 79% con un tiempo de retencion hidraulica
de 4 dias. Sin embargo, cuando la tasa de carga organica aumenté de 0,4 a 2,5 kg de
DQO/m?3.d, la eficiencia de eliminacion de DQO disminuy6 al 9%, lo que sugiere que la
acumulacién de metales pesados puede haber inhibido la actividad de los
microorganismos metanogénicos. La eliminacion de Cd, Ni y Fe fue casi constante

independientemente de la tasa de carga organica, 36%, 32% y 29%, respectivamente. As
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y FA mostraron un grado de eliminacion a baja tasa de carga organica del 40% y 17%
respectivamente, pero a alta tasa, ambos disminuyeron draméaticamente (3,8% y 7,8%,
respectivamente). Huang y col. (2009), utilizaron un sistema combinado UASB y
biorreactor anoxico/aerobico (A/O) para tratar un lixiviado de vertedero maduro con una
alta concentracién de amoniaco y una baja proporcion de DQO/TN. Después de 160 dias
de operacion estable, los resultados indicaron que la carga organica fue eliminada
principalmente por la UASB, mientras que el amoniaco se eliminG mediante la
nitrificacion acontecida en el biorreactor anodxico/aerébico. Y, Wu y col., (2016),
desarrollaron un sistema combinado UASB, un reactor A/O y un UASB desnitrificante
(DUASB) siendo las respectivas eficiencias de eliminacién de DQO del 76,8, 2,8 y
16,3%, respectivamente.

De acuerdo con los sistemas de biopelicula fija, los filtros anaerébios son sistemas de alta
velocidad que reunen las ventajas de otros sistemas anerdbios y minimizan las
desventajas. En los filtros anaerdbios de flujo ascendente, la biomasa se retiene en el
material soporte. Dacanal y col., (2010) evaluaron el rendimiento de la asociacion de un
filtro anaerdbio con una membrana de microfiltracion para el tratamiento de lixiviados de
vertedero con DQO de 10000 mg O/L aproximadamente. Los resultados obtenidos
mostraron que es posible tratar estas aguas residuales utilizando esta configuracion con
un tiempo de retencion hidraulica de 2,04 dias. Las eficiencias de eliminacién de DQO
fueron del 90% para la microfiltracion y del 22% para el filtro anaerébio con una
velocidad de flujo ascendente de 0,05 m/h en este dltimo. Y Wang y col., (2012)
propusieron el uso de este tipo de filtros en un tratamiento avanzado de lixiviados de
vertedero maduros que incluye dos etapas de Fenton-bio-filtro anaerobio — bio-filtro
aireado mostrando excelentes resultados de tratamiento en DQO, TN y eliminacion del
color corroborando la alta resistencia de los filtros biologicos frente a variaciones
importantes en las caracteristicas del influyente.

Los hybrid bed filter consisten en una capa de lodo de flujo ascendente en la parte inferior
y un filtro anaerdbio en la parte externa. Este dispositivo actia como un separador de gas-
solido y mejora la retencion del sélido sin canalizaciones. El rendimiento mejorado de
dicho proceso resulta de la maximizacion de la concentracion de biomasa en el reactor.
Timur y col., (2000), demostraron que el tratamiento anaerobio es una opcion eficaz y
viable para los lixiviados de vertederos municipales jovenes. La tasa de carga volumétrica
se incremento de 0,8 a 16,6 g de DQO/L-d al disminuir el TRH (de 5 a 1 d) o al aumentar

la concentracion de DQO del influente (de 515 a 10260 mg/L). Los resultados indicaron
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que esta tasa no podria aumentar méas de 7,0 g de DQO/L-d para eliminaciones de DQO
de maés del 60%, con un contenido de metano del biogas oscilando entre 48 y 75%. Un
inconveniente del reactor hibrido, asi como del filtro anaerdbio, es el coste adicional de
los medios de soporte (Timur y col., 1997).

Por altimo, el reactor de lecho fluidizado anaerdbio (AFBR, siglas en inglés) representa
una opcion atractiva para el tratamiento de lixiviados, principalmente debido a la
asequibilidad de su coste operacional. Gulsen y Turan (2004a), hicieron uso del AFBR
para el tratamiento de lixiviados de vertedero jévenes en un reactor a escala piloto,
mostrando un excelente rendimiento y alcanzando una eliminacién de DQO del 90%
después de 80 dias. Ademas, también han investigado el tratamiento de estos lixiviados
mediante AFBR combinado con oxidacion por Fenton. Dicho reactor anaerébio alcanzé
una eficiencia de eliminacién de DQO del 80 al 90% y un rendimiento de produccién de
biogas de 0,5 L de biogas/g de DQO. Mas recientemente, Prasetyo y col, (2017),
estudiaron el tiempo de retencion hidraulica éptimo en un AFBR de dos etapas para el
tratamiento de lixiviados de vertedero. Eligieron un AFBR por su mayor eficiencia de
eliminacién organica con un tiempo de residencia hidraulico mas corto y su mejor
eficiencia energética en comparacion con otros reactores anaerobios.

La mejora de la eficacia de cualquier tratamiento bioldgico para lixiviados de vertedero
refractarios, debe pasar por llevar a cabo un pre-tratamiento que elimine la parte bio-
refractaria. Este tema se explica con més detalle en el apartado 1.6.3.

Por otra parte, dentro de los tratamientos convencionales para los lixiviados de vertedero,
nos encontramos con los procesos fisicoquimicos, que incluyen la reduccién de sélidos
en suspension, particulas coloidales, materia flotante, color y, en ocasiones, compuestos
toxicos. Los métodos fisicoquimicos se utilizan junto con los métodos bioldgicos,
principalmente para mejorar la eficiencia del tratamiento (Trebouet y col., 2001).
Normalmente, estos procesos se consideran adecuados como pretratamiento para
lixiviados con una baja relacion de DBOs/DQO.

En general, los tratamientos fisico-quimicos para el tratamiento de lixiviados poseen una
puesta en marcha rapida, el equipamiento y los materiales son simples, son de facil
operacion y automatizacion y poseen menos sensibilidad a los cambios de temperatura,
aunque algunos de ellos si que presentan altos costes de operacion (Kurniawan y col.,
2006). Los procesos fisicoquimicos mas comunmente utilizados son la precipitacion

quimica, adsorcién, arrastre por aire (air stripping), separacion por membranas y
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coagulacién-floculacion (Tatsi y col., 2003; Zamora y col., 2000; Amokrane y col., 1997;
Assou y col., 2014; He y col., 2006; Verma y Naresh Kumar, 2016). El intercambio
ionico, la electrolisis y la electrodialisis son otras técnicas aplicadas, pero con menos
frecuencia.

La precipitacion quimica es una solucion adecuada para la eliminacion de metales
pesados y compuestos inorganicos, ademas de para eliminar la alta concentracion de
nitrdgeno amonico presente en los lixiviados, que pueden afectar significativamente al
proceso bioldgico posterior. (Li y col., 1999). En estos procesos, los iones metélicos
disueltos son convertidos en una fase solida insoluble mediante una reaccion quimica con
un agente precipitante como la cal, por lo que los precipitados formados se pueden separar
por sedimentacion o filtracion. Una de las desventajas de este método es el incremento en
el contenido de sélidos disueltos del agua residual a tratar. La cal o hidroxido de calcio
es el precipitante méas efectivo en la eliminacion de metales pesados de los lixiviados,
consiguiéndose una eliminacion entre el 46-97% dependiendo del metal que se trate
(Cecen y col., 2000). En cambio, para la eliminacion de amoniaco se usa frecuentemente
fosfato de magnesio y amonio (MAP o estruvita, MgNH4PO.). Li y col., (1999) lo usaron
para tratar lixiviado con una concentracion inicial de N-NH4* de 5618 mg/L. Redujeron
la concentracion de amonio a 112 mg/L (eliminacion del 98%) en 15 minutos, con un pH
entre 85 y 9,0 y una relacion de estruvita Mg:NH4s":PO,*> = 1:1:1 (relacion
estequiométrica). Esta técnica no es efectiva cuando la concentracion de iones metélicos
es baja, ademas, no es econdmica y puede producir una gran cantidad de lodo a tratar con
gran dificultad (Fu y col.,, 2011). Por dltimo, es necesario usar este proceso en
combinacidn con otro sistema porque los rendimientos, en cuanto a eliminacién de DQO,
no son muy elevados.

La adsorcion es un fenémeno de superficie por el cual los contaminantes presentes en el
lixiviado se adhieren a la superficie del adsorbente y, por lo tanto, se eliminan del liquido.
El material de adsorcién mas empleado es el carbon activo tanto granular como en polvo
gracias a su elevada superficie especifica (GAC o PAC) (Renou y col., 2008). El
tratamiento de adsorcion con AC es el prefereido para tratar lixiviados viejos y se usa a
menudo junto con procesos bioldgicos (Cecen y col., 2004, Cecen y Cakiroglu, 2001,
Cecen ycol., 2003, Renou y col., 2008). Otros materiales como zeolitas, vermiculita, ilita,
caolinita, etc., han sido también probados como adsorbentes, dando resultados de
tratamiento cercanos a los obtenidos con el CA. Rodriguez y col., (2004) estudiaron la

eficacia de PAC y diferentes resinas, obteniendo las capacidades de adsorcién mas altas
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con una disminucién de la DQO del 85% al utilizar PAC. Heavey (2003) utilizaron una
turba pretratada como adsorbente, logrando casi el 100% de eliminacién de DBO y
amoniaco y el 69% de eliminacién de DQO. Kalmykova y col., (2013), estudiaron la
eliminacién de contaminantes orgénicos de los lixiviados, comparando entre filtros de
CA y filtros con musgo obteniendo el tratamiento mas eficiente al usar los dos materiales
en serie. La regeneracion frecuente del adsorbente, debida a que el material se va
saturando, y el alto coste del GAC limitan su aplicacion para el tratamiento de lixiviados
(Kurniawan y col., 2006). Ademas, normalmente se requiere un pre o post-tratamiento
del lixiviado, ya que el sistema por si solo no es capaz de eliminar todos los contaminantes
presentes en el lixiviado.

El lavado con aire o air stripping es el método fisico-quimico mas comdn para eliminar
el amoniaco (Yuan y col., 2016), de elevada concentracion en los lixiviados, permitiendo
también eliminar compuestos organicos volatiles. El proceso se aplica para el tratamiento
de lixiviados viejos, alcanzando altas eficiencias al aumentar los tiempos de retencion y
las temperaturas. Para que este método sea eficiente, se deben usar valores altos de pH
(para aumentar la proporcion de amoniaco volatil) y la fase gas contaminada debe tratarse
con acido sulfurico o HCI, absorbiendo el amoniaco extraido del lixiviado y evitando asi
la emision de NHs a la atmdsfera, que causa graves problemas de contaminacion.
Marttinen y col., (2002) reportaron un 89% de reduccién de amoniaco a pH = 11 y 20°C
con un tiempo de retencion de 24h, mientras que el 85% (Ozturk y col., 2003) y el 99,5%
(Silva y col., 2004) de eliminacién de amonio se puede alcanzar con 17h y 120h de
tratamiento, respectivamente. La eliminacion de DQO es menor al 47%. Con este proceso
se elimina amoniaco, pero no es efectivo para eliminar la toxicidad del lixiviado, ya que
puede llegar incluso a aumentarla (Marttinen y col., 2002). Los principales coagulantes
utilizados son AlSO4, CaCOg, FeClz y FeCISO4 (Amokrane y col., 1997). La seleccion
del coagulante apropiado y su dosis 6ptima, el pH de trabajo y la determinacion de las
mejores condiciones experimentales son necesarios para la optimizacién de esta
metodologia y debe hacerse para cada lixiviado en particular, debido a su naturaleza
cambiante. Segin Amokrane y col., (1997), el pH 6ptimo para la coagulacion floculacion
con FeClz fue de 5 y para el sulfato de aluminio fue de 5,5. Renou y col., (2008) mostraron
que las sales de hierro son mas eficientes para tratar los lixiviados que las sales de
aluminio, obteniendo una reduccién de DQO de hasta el 50%, siendo, segun Assou y col.,
(2014), el FeCls el coagulante mas adecuado. He y col., (2006) obtuvieron una

eliminacién de DQO del lixiviado del 58% usando polisulfato férrico y del 23%
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empleando policloruro de aluminio. Segun Verma y col., (2016), este proceso permite
lograr una eliminacion eficiente de la turbidez, sélidos en suspension y color, logrando
un 79% de DQO, un 93% de turbidez y un 90% de eliminacion de sélidos en suspension
con el uso de FeCls como coagulante. También, la combinacion de coagulantes o la
adicion de floculantes junto con coagulantes puede mejorar el rendimiento del proceso.
Los sistemas de membranas se vienen utilizando también recientemente para el
tratamiento de lixiviados de vertedero: microfiltracion (MF), ultrafiltracion (UF),
nanofiltracién (NF) y 6smosis inversa (RO, siglas en inglés) (Renou y col., 2008). La MF
sola no es suficiente para el tratamiento de lixiviados, pero si que se utiliza como etapa
previa a otras etapas de filtracion para evitar el ensuciamiento de las membranas. El uso
principal de la UF es la eliminacion de sélidos (Ehrig y Robinson, 2010). La NF y RO se
consideran los tratamientos mas eficientes en lo que respecta a la eliminacion de DQO,
SS, y sustancias organicas del lixiviado y pueden aplicarse a todos los tipos de lixiviados:
viejos, medios y jovenes (Insel y col., 2013). La RO es la solucion méas adecuada para el
tratamiento de lixiviados, en lo que respecta a la eliminacion de contaminantes (Gao y
col., 2014). Se han reportado eliminaciones del 98% y 99% con respecto a DQO y
concentraciones de metales, respectivamente (Ushikoshi y col., 2002). Sin embargo, la
RO presenta un elevado consumo energético y requiere frecuentes etapas de limpieza,
debido al fenémeno de ensuciamiento de las membranas, al igual que sucede en los otros
tipos de membrana. Otro de los problemas que surgen de la utilizacion de este tipo de
tecnologia de membrana, es el manejo y tratamiento del concentrado que contiene todos
los componentes que se eliminan (se retienen en la membrana), para el cual se sugieren
procesos de oxidacion avanzada como post-tratamiento.

El intercambio i6nico no es una tecnologia que se use de forma comun en el tratamiento
de los lixiviados (Bashir y col., 2010, Janin y col., 2009) ya que no es econémicamente
atractivo debido a su elevado coste de operacion y a que antes de este proceso, se requiere
un sistema de pre-tratamiento adecuado para la eliminacion de sélidos en suspension.
Ademas, este método es indicado solo para la eliminacion de metales y amoniaco (Gao y
col., 2014). Los procesos de electrodidlisis y electrolisis también se han ensayado para el
tratamiento de lixiviados de vertedero, aunque con menos frecuencia (Kurniawan y col.,
2006). La electrolisis puede ser apropiada debido a la alta conductividad y a la elevada
concentracion de cloruro que presentan los lixiviados, pudiéndose formar
cloro/hipoclorito y conllevar un proceso de oxidacion indirecto. La electrodialisis

requiere de un pre-tratamiento para eliminar la materia particulada, hierro y/o manganeso
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que obstaculizan el proceso. Se puede llegar a obtener el 73% de eliminacion de DQO y
el 49% de nitrégeno amoniacal (Moraes y Bertazzoli, 2005) pero, debido al elevado
consumo energético, la aplicacion de este tipo de tecnologia a lixiviados estd menos
extendida (Kruniawan y col., 2006).

En conclusion, el tratamiento de los lixiviados es muy complicado y costoso. Por tanto,
la seleccion del método de tratamiento adecuado es muy importante para poder reducir
costes de operacion teniendo en cuenta los aspectos ambientales y de salud pablica. Los
procesos convencionales de tratamiento son los que se vienen llevando a cabo desde hace
afios, pero algunas veces no se consigue alcanzar los requerimientos legales impuestos,
debido a las caracteristicas variables de los lixiviados (Renou y col., 2008). Ademas, para
cumplir con los estrictos estandares de calidad para la descarga directa de lixiviados en
las aguas superficiales, se requiere el desarrollo de métodos integrados de tratamiento, es

decir, una combinacion de algunas de las tecnologias anteriormente expuestas.

1.6.3. Tratamientos avanzados de lixiviados de vertedero
En muchas ocasiones, las tecnologias convencionales anteriormente descritas no
presentan la eficiencia requerida para cumplir con los limites legales de descarga. Se
requieren, por tanto, nuevas técnicas de tratamiento alternativas, simples y competitivas,
que hagan frente a este tipo de aguas residuales tan complejas y recalcitrantes como los
lixiviados de vertedero. Entre los objetivos de esta Tesis Doctoral se encuentra la
aplicacion de estos nuevos procesos, de forma aislada o como tratamientos previos o

posteriores a los métodos convencionales, para la depuracion de lixiviados de vertedero.

La oxidacion quimica es un método ampliamente estudiado para el tratamiento de
efluentes que contienen compuestos refractarios como los lixiviados de vertedero,
teniendo como objetivo la mineralizacion de los contaminantes en didxido de carbono,
agua e inorganicos o, al menos, su transformacion en productos biocompatibles
(Andreozzi y col., 1999). Los principales oxidantes utilizados para el tratamiento de
lixiviados son el cloro, el ozono, el permanganato de potasio y el hidrocloruro de calcio
(Amokrane y col., 1997). Son muchos los estudios que, desde hace varios afios, se
publican respecto a la aplicacion de procesos avanzados de oxidacion (PAO) para el
tratamiento de diferentes tipos de lixiviados de vertedero, con objeto de eliminar los
compuestos toxicos y persistentes, no tratables mediante tecnologias convencionales
(Oller y col., 2011, Guo y col., 2010, Atmaca 2009, Tizaoui y col., 2007).

-72-



INTRODUCCION

Entre las tecnologias de oxidacion avanzada estudiadas se incluyen (Wiszniowski y col.,
2006) métodos no fotoquimicos que generan radicales hidroxilo sin aplicar energia
luminosa: Ozonizacion (O3) a pH elevado (>8,5), Ozono + peroxido de hidrégeno
(Os/H203), Ozono + catalizador (Os/catalizador), Proceso Fenton (H202/Fe?*), y métodos
fotoquimicos: Oz/UV, H20,/UV, O3/H202/UV, Foto-Fenton y fotocatélisis (UV/TiOy).

Los rendimientos de eliminacidn, las dosis y los tiempos de tratamiento dependen del tipo
de proceso y caracteristicas del lixiviado. Por ejemplo, con este tipo de tecnologias se
logran reducciones del color del 70-99% (Wang y col., 2002; Silva y col., 2004).
Numerosos estudios han demostrado que la eliminacién de la DQO por o0zonizacién es de
alrededor del 50% al 70% (Haapea y col., 2002; Steensen 1997; Kim y col 1997) y
muchos de estos estudios han aplicado dicho proceso como un tratamiento terciario antes
de descargar el efluente tratado al alcantarillado o a las aguas superficiales. Por otro lado,
se ha reportado que la eficacia del tratamiento con lixiviados estabilizados ha sido
moderada en cuanto que se ha conseguido solo una eliminacion del 30% de DQO después
de una hora de tratamiento con ozono, segun Rivas y col., (2003). La ozonizacion por si
sola no resulta muy eficaz, debido a que los lixiviados son efluentes complejos, por lo
que se requieren dosis elevadas de ozono y largos tiempos de tratamiento. La mejora
sobre la eficiencia en la eliminacion de DQO pasa por combinar sistemas de oxidacion
(O3/H202) o agregar irradiacion al sistema (H202/UV). El uso de O3/H20- ha conseguido
eficiencias de eliminacién de materia organica en torno al 90% (Bigot y col., 1994;
Schulte y col., 1995), mientras que con una combinacién de persulfato y peréxido de
hidrégeno, en condiciones operativas 6ptimas, se han reportado eliminaciones del 81%
en DQO vy del 83% en NHa4-N (Hilles y col., 2016). Ademas, también se pueden mejorar
los resultados aplicando coagulacién-floculacion a dicha tecnologia (Silva y col., 2004).
De Morais y Zamora (2005), demostraron que con los procesos UV/H20; y foto-Fenton,
el contenido total de carbono organico se elimina de manera eficiente en menos de 60
minutos de tratamiento, con una eliminacion del 97% y 89% y del 56% y 58% de DQO,
respectivamente, hecho que confirma la gran capacidad de degradacion de ambos
procesos fotoquimicos. En el trabajo de Qureshi y col., (2002), la relacion DBOs/COD se
incremento significativamente de 0,1 a 0,45 con la aplicacion de UV/H;0x.

Lopez y col., (2004) encontraron una eliminacion de DQO del 60% mediante Fenton para
lixiviados maduros. Ademas, teniendo en cuenta la biodegradabilidad y trabajos que
aplican Fenton, se han obtenido relaciones DBO/DQO cercanas a 0,5 después de la
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oxidacion (Lopez y col., 2004; Kim y col., 2001). También se encuentran mejorias en
cuanto a la velocidad de eliminacion de contaminantes organicos y grado de
mineralizacion usando Fe(l1)/H202 en conjunto con radiacion UV vy luz visible (Kim y
col., 1997), habiéndose logrado una degradacion méxima de hasta el 80% para lixiviado
pretratado bioldgicamente.

Algunos articulos abordan la aplicacion de fotocatalisis heterogénea para el tratamiento
de lixiviados (Wang y col., 2002; Cho y col., 2002; Wiszniowski y col., 2004), pero este
tipo de procesos es muy poco frecuente (por su baja eficiencia) en el caso de aguas
complejas. Finalmente, las tecnologias de radiacion de haz de electrones para el
tratamiento de lixiviados se han aplicado para tratar o degradar principalmente las
sustancias humicas (Bae y col., 1999).

Otro punto a tener en cuenta es el control de contaminantes organicos para cumplir con
los requisitos de descarga. Se ha logrado la degradacion total de fenoles e hidrocarburos,
se ha conseguido una degradacién del 23-96% en bifenilos y 74% de degradacion para
dioxinas y furanos (Wenzel y col., 1999) con la aplicacion de UV/Oz y segin Bauer y
col., (1998) se puede conseguir la degradacion total de los ésteres del &cido ftalico.
Estos PAO se han propuesto en los Gltimos afios como una alternativa eficaz para la
mineralizacion de compuestos organicos recalcitrantes en lixiviados, pero se debe tener
en cuenta que utilizan reactivos costosos, ademas de que a menudo se requieren altas
dosis debido a la complejidad del lixiviado. Por tanto, su aplicacion no deberia
reemplazar, siempre que sea posible, los tratamientos mas econdémicos como la
degradacion bioldgica (Andreozzi y col., 1999). Algunos de los problemas especificos
que se pueden encontrar durante la operacién de este tipo de tratamientos se reflejan en
la Tabla 1.8.

Tabla 1.8. Principales problemas encontrados en el tratamiento de lixiviados de vertedero
mediante PAO. (Wiszniowski y col., 2006)

PROCESOS PROBLEMAS ENCONTRADOS

El lixiviado debe estar nitrificado para evitar el consumo de oxidante en la
oxidacion del amoniaco

En algunos casos se pueden obtener mejores resultados a un pH elevado
O3y 0s/H:0; | (pH>8)

La adicion de H,O, en combinacién con ozono debe optimizarse para ver
cuéndo es més eficaz, si al mismo tiempo o tras la oxidacion de compuestos
altamente reactivos con O3
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PROCESOS PROBLEMAS ENCONTRADOS
Alto consumo energético de las lamparas UV
Cuando la concentracion de carbonatos es alta se forma una capa de oxalatos
0s/UV y poco solubles en las lamparas UV y en las tuberias
O3/UV/H;0, | Transmision de luz UV pobre en el lixiviado
Se requiere una concentracion de iones carbonato < 1000 mg/L
pH <8
Alto consumo energético de las ldmparas UV
UV/H:0; Transmision deficiente de la luz UV en el lixiviado, se requiere un pH acido
(2-3)
) Produccién de lodos
R::ﬁtt:)ﬁo Alta concentracion de cloruros o sulfatos remanentes

Se necesita un pH bajo (alrededor de 3)

En resumen, se puede decir que la aplicacion de los PAO a un lixiviado de vertedero

persigue dos objetivos principales:

1. Reduccién de la DQO, que alcanzara el nivel permitido de descarga, y/o

2. Mejorade la biodegradabilidad del efluente tratado haciéndolo compatible con un

tratamiento bioldgico posterior. Por ejemplo, la relacion DBOs/DQO se elevd de

0,05 a 0,3 segun Bila y col., (2005), o de 0,06 a 0,5 aplicando varios procesos de
oxidacion basados en ozono (Os, O3/H202 y O3/UV), segin Wu y col., (2004).

También, con la aplicacion de Fe?/H,02/UV aument6 de 0,13 a 0,37, con

H202/UV aumenté a 0,42 (De Morais y col., 2005) y mediante Fenton se

consiguié aumentar de 0,2 a 0,5 seglin Lopez y col., (2004).

Las Tablas 1.9 y 1.10 muestran algunos ejemplos de PAO aplicados al tratamiento de

lixiviados de vertedero antes y después del proceso bioldgico.

Tabla 1.9. Bibliografia donde se utiliza PAO antes del tratamiento bioldgico para el

tratamiento de lixiviados de vertedero.

Referencia

Tratamiento Tratamiento

Edad Lixiviado . : .
primario secundario

Vilar V.J.P.
y col., 2011

Laguna de
ecualizacion con
oxigeno puro, reactor
Viejo de lodos con zona Foto-Fenton solar IBR
anoxica y aerdbica,
clarificador
secundario
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Tratamiento

Tratamiento

Referencia| Edad Lixiviado . ; .
primario secundario
Ajuste pH=3,
Poblete y - coagulacién/ Fotocatélisis solar o
col., 2012 Viejo floculacion (FeCls), | (mineral sélido WTiOy) Biologico
filtracion
Vedrenne Coagulacion/
y Viejo floculacion Foto-Fenton solar Bioldgico
col., 2012
(FeCls)
Aireacion fotoquimica

Meeroff y i . - mediada por hierro S
col., 2012 Filtracion (PIMA)/fotocatalisis Biologico

con TiO;

Mdllery | Intermed o o
col., 2015 ia - Fotoelectrooxidacion Biol6gico
De Torres-

Socias y - Coagulacion Foto-Fenton solar Bioldgico
col., 2015

Ismail y UASB

Tawfik, - - Fenton UASB/DHS

2015 DHS

Amaral- ) 0

Silvay col., - Osmosis inversa 3 Biol6gico
O3+ H0O,
2016
Nivyay
Minimol, - - Fotoelectro-Fenton MBR
2016
Ismail y
Tawfik, - - Fenton PAB
2016
Os pH alcalino
O pH alcalino +
Klauck y i i oxidacion Biolbaico
col., 2017 Electroquimica g
Oxidacion
fotoelectroquimica
Baiju y col., i i i o
2018 Electro-Fenton Biologico
Colombo y .
col.. 2019 - - Foto-Fenton Lodos activados
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Tabla 1.10. Bibliografia donde se utiliza PAO después del proceso biologico para el

tratamiento de lixiviados de vertedero.

. .. Tratamiento | Tratamiento | Tratamiento
Referencia| Edad Lixiviado . . . .
primario secundario terciario
Cassano Seguido o no de
y Intermedia Bruto SBBGR Con o sin Os Foto-Fenton
col., 2011
solar
Wang Y. y Viejo |Concentrado| UASB +MBR N anof!ltr_amon/ Electro-Fenton
col., 2012 Osmosis inversa
Fenton
Klauson y . L Os L
Intermedio Bruto Bioldgico Oxidacion Bioldgico
col., 2014 e
fotocatalitica
acuosa
Electro-Fenton
Fotoelectro-
Fenton
Moreira 'y i Bruto Lodos activados | Solar Fotoelectro- Bioléaico
col., 2015 + coagulacion Fenton g
Fenton
Foto-Fenton
Solar foto-Fenton
Kleiny col., -
2016 Viejo Bruto SBR Fenton SBR
Hassan y UVITIO,
col., 2017 ] Bruto ARB UV/S:06 ]
Oxidacién Lodos activados
Huy col., o .
- Bruto biolégica Fenton (anéxico/
2017 - o
granular aerdbica aerobico)
Silvay col., Coagulacion/
2017a ) i ASBO Sedimentacion Foto-Fenton
Silvay col., - - Lodos activados |  Foto-Fenton -
2017b
Gomes Coagulacion/
Y - - SBR Sedimentacion SBR
col., 2018
Foto-Fenton
O3
XuyCOl,, .. o O3 + H0O,
2018 Viejo Diluido SAARB O3 + H,0, + Fe?*
H,O, + Fe?
Cheny col., Viejo
2019 J6ven Bruto SAARB O3 -
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Entre todos los PAO expuestos anteriormente, el proceso foto-Fenton es considerado
como uno de los PAO mas prometedores para la eliminacién de compuestos organicos
recalcitrantes presentes en los lixiviados, debido a que es un proceso tecnolégicamente
simple, se lleva a cabo a presion y temperatura ambiente, no hay limitacion de
transferencia de masa (naturaleza homogénea), tanto el hierro como el peroxido de
hidrogeno no son toxicos, y se puede reducir el coste del tratamiento si se emplea la
radiacion solar, por lo que seria mas asequible para su uso comercial (Malato Rodriguez
y col., 2013).

En esta Tesis Doctoral se estudia la aplicacion del proceso foto-Fenton solar y
ozonizacion para el tratamiento de lixiviados de vertedero, evaluando la reduccion de la
toxicidad y el aumento de la biodegradabilidad, con objeto de combinar con un sistema

bioldgico aerobio basado en lecho fluidizado.

1.6.4. Valorizacion de lixiviados de vertedero tras su tratamiento
A pesar de las diversas iniciativas de la Union Europea (UE) para adoptar una economia
circular hacia un programa de cero desperdicios, todavia no es posible tener una sociedad
'libre de vertederos', asociada principalmente con la necesidad de la eliminacién de
desechos industriales (Butt y col.,2014). En los paises de la UE, el problema del
tratamiento de lixiviados aun persiste y no se ha encontrado una solucién universal
rentable capaz de aumentar la proteccion de los recursos ambientales (Parlamento
Europeo, 2013). A diferencia de los informes cientificos, que tratan sobre el tratamiento
de lixiviados mediante procesos bioldgicos, combinacion de tecnologias fisico-quimicas
y bioldgicas, evaporacion, 6smosis inversa, etc., pocos trabajos se encuentrab en la

literatura que aborden la revalorizacion de estos.

Algunos de estos trabajos tratan sobre la revalorizacion de los lixiviados en cuanto a la
obtencion de biogéas (fuente de energia renovable) a partir de su tratamiento, pudiendo
resolver asi, tanto el problema de la contaminacion ambiental como la escasez de energia.
Begumy col., (2018) evaluaron el impacto del pH y la carga organica inicial de lixiviados
de vertedero para la generacion de productos de valor agregado, como &cidos grasos
volatiles y biogas, durante digestion anerobia en una y dos etapas. Biatowiec y col.,
(2017), estudiaron la influencia de la recirculacion de lixiviados en la cantidad y calidad

del biogés generado, ya que la recirculacion intensifica tal produccion. Obtuvieron el
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doble de produccion de biogas (de aproximadamente 100 a 200 m®/h) y un aumento en el
contenido de metano del 60 al 65% cuando se aplicaron 2 mm/d de velocidad de carga
hidraulica en la recirculacion. Oz y Yarimtepe (2014), investigaron la integracion del
proceso de ultrasonidos de baja frecuencia como pretratamiento antes de procesos
anaerdébios para aumentar la tasa de hidrolisis de los lixiviados y mejorar la etapa
bioldgica en términos de cantidad de biogas y rendimiento de metano. Obtuvieron un 40%
mas de biogas con mayor contenido en metano cuando el reactor anaerébio por lotes fue
alimentado con lixiviado pretratado con ultrasonidos en comparacion con la alimentacion

bruta de lixiviado.

El uso de lixiviados de vertedero como fertilizante seria otra forma de revalorizar estas
aguas residuales industriales, como el Dr. Romero Batallan plasma en su tesis titulada
“Aprovechamiento integral de lixiviados” de la Universidad de Salamanca. Este concluye
que el efluente obtenido de la planta de tratamiento anaerobio propuesta puede utilizarse
como fertilizante y que es posible llevar a cabo un aprovechamiento integral de los
lixiviados, dando soporte cientifico a la patente de invencion n® 200402938 “Método y
reactor para tratamiento fermentativo de lixiviados procedentes de vertederos y plantas
de tratamiento de residuos sélidos urbanos y utilizacion del liquido resultante como abono
para plantas” y también a la patente n°® 200900699 “Procedimiento para operacion de una
instalacion de biometanizacién de residuos solidos organicos, e instalacion para llevarlo
a cabo”. Resalta el uso de los lixiviados para obtener gas combustible, generar energia a
través del metano y que el producto o efluente final obtenido tiene un mayor poder
germinativo que los abonos liquidos comerciales y con un contenido en nutrientes
también mayor. Ademas, estos lixiviados, al contener una elevada concentracion de
nitrégeno aménico, podrian usarse para producir fertilizante nitrogenado de gran interés
actualmente debido a su naturaleza sostenible. Sin embargo, son pocos los estudios
publicados y con el uso de diferentes tecnologias (Li y Zhao, 2003; Siciliano 2015; Couto
y col., 2016; Liy col., 2017).

Los lixiviados también pueden contener altas cantidades de compuestos de azufre, como
sulfuros, sulfitos y sulfatos. Barbosa Segundo y col., (2019), se centraron en la aplicacién
de un tratamiento en 2 etapas a un lixiviado rico en azufre con el objetivo de eliminar
estos compuestos, obteniendo un efluente que cumplia con los requisitos legales
portugueses y un precipitado de barita monofasico con valor comercial y destinado para

varias aplicaciones. Para ello, utilizaron oxidacion catalitica de los iones sulfuro y sulfito
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a pH natural, utilizando H>O, como agente oxidante con formacion de sulfato y

precipitacion quimica de este como barita.

Otra forma de revalorizar los lixiviados de vertedero es a partir de su contenido en acidos
hamico, falvico y los hidrofilicos (Zhao y col., 2013), cuya concentracion aumenta con
el tiempo debido a la humificacién. Estos acidos humicos (AH) tienen varias aplicaciones
en la agricultura como fertilizante orgénico altamente eficiente o componente de
fertilizantes. También puede emplearse para eliminar fosforo, nitrégeno, metales pesados
y clorados formando complejos estables seguidos de precipitacion. Ademas, puede
mejorar la capacidad de agregacion de los suelos y ser puede utilizar como estabilizador
de los mismos. Por tanto, los &cidos humicos pueden ser un recurso potencialmente
valioso y su recuperacion a partir de lixiviados puede hacer que el tratamiento de éstos
sea mas sostenible. Iskander y col., (2019), proponen el uso de 6smosis reversa (FO, siglas
en inglés) para concentrar un lixiviado real, con la consiguiente recuperacion de acidos
hamicos. Debido al requerimiento de bajo pH (pH 2) para la recuperacién de éstos, el
lixiviado después de dicha operacién mantiene un pH bajo que puede ser utilizado para
una posterior oxidacion por Fenton. De esta manera, con la recuperacién de AH se
disminuye la concentracion de organico y, por consiguiente, se mejora la posterior etapa
de oxidacidn, gracias a la reduccion de dosis de reactivos, menor produccion de lodos y
reuduccion en sus costes de operacion, ademas de la obtencion de un producto de valor
afiadido. La recuperacion de HA disminuyd la generacion de lodos en un 30% vy la
demanda de reactivos para la oxidacion de Fenton disminuy6 en un 25,2% para H2SOa,
34,6% para NaOH y 35% para FeSO4-7H20 y H20>. Santos y col., (2018), extrajeron los
AH de lixiviados mediante un tratamiento acido-base y compararon la mineralizacion de
los lixiviados con AH comerciales mediante foto-Fenton solar y complejos de
ferrioxalato. Lograron un aumento de 2,1 veces en la velocidad de reaccion utilizando

AH extraidos del lixiviado de vertedero en comparacion con el AH comercial.

Otra alternativa para la revalorizacion de los lixiviados seria el cultivo de microalgas en
aguas residuales combinadas con lixiviados, ofreciendo una opcién viable para la
biorremediacion debido a su capacidad para eliminar nutrientes, principalmente nitrégeno
amoniacal, y otros contaminantes como fdsforo, metales y compuestos organicos
contenidos en los lixiviados (Kumari y col., 2016). Ademas, la presencia de otros
microorganismos en las aguas residuales, como las bacterias, también desempefia un

papel importante en la promocién de la eliminacion de nutrientes y el crecimiento de
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microalgas formandose, por tanto, consorcios de microalgas y bacterias (Gongalves y
col., 2017).

Varias publicaciones se han centrado en el tratamiento de lixiviados con microalgas
(Cheah y col., 2016; Kumari y col., 2016; Paskuliakovay col., 2016; Pereiray col., 2016).
Ademas, el crecimiento de microalgas en aguas residuales reduce los costes de
produccién de biocombustibles. Por tltimo, Hernandez-Garcia y col., (2019), integraron
este tratamiento, aguas residuales-lixiviados, con la produccion de biomasa de
microalgas, considerando no solo su valorizacion en términos de contenido de lipidos y
carbohidratos, sino también el efecto de la limitacion de nutrientes en la formacién de
biomasa. Se lograron eliminaciones del 82% de NH."y 43% de ortofosfato, observando
que las microalgas acumulan altos contenidos de lipidos (20%) y carbohidratos (41%) en
condiciones limitantes de nutrientes. La concentracion de acidos grasos poliinsaturados
también aument6. También, Changy col., (2019), se centraron en la produccidn de lipidos
de microalgas y recuperacién de nutrientes de lixiviados de vertedero utilizando un
fotobiorreactor de membrana modificado. En conclusion, la utilizacién de microalgas es
una alternativa para la biorremediacion de dichos desechos y resulta en la produccion de

biomasa, materia de interesante valor afiadido.

Por ultimo, grandes volimenes de lixiviados de vertederos con caracteristicas bastante
complejas se dejan sin tratar, a pesar de que existe un enorme potencial para la
recuperacion de productos de valor agregado. Por ello, deben desarrollarse, optimizarse
e implementarse tecnologias de remediacidn sostenibles que permitan la reduccion de los

costes operativos del tratamiento ademas de la revalorizacion de los mismos.

1.7. Aprovechamiento y aplicacion de residuos procedentes del procesado de

aceituna en procesos avanzados de oxidacion

La necesidad de operar en un rango estrecho de pH en el proceso de foto-Fenton, siendo
el pH éptimo de 2,8 (Pignatello y col., 1992), es una de sus principales desventajas. En
consecuencia, es necesario llevar a cabo un control estricto del pH para evitar la
precipitacion de oxihidroxidos de hierro, maximizar la concentracién de las especies
activas del hierro (11 y 111, FeOH" y Fe(OH)?") y asegurar que ejercen su papel catalitico.

Hay que tener en cuenta que a valores de pH entre 2 y 3 se asegura la maxima reactividad
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del sistema en cuanto al hierro se refiere donde el porcentaje de la especie fotoactiva
FeOH™ es mayoritario. Por encima de un pH 3, la reactividad del sistema comienza a
disminuir debido a la disminucion de la concentracion de FeOH* y Fe(OH)?* y ya por
encima de 4, el hierro disuelto comienza a precipitar en forma de hidréxido férrico
(Clariziay col., 2017).

A pesar de la alta eficiencia del proceso de foto-Fenton a pH acido, éste conlleva una
serie de desventajas econdmicas y medioambientales: aumento de la salinidad del
efluente, impacto ambiental y elevados costes de tratamiento procedentes de la adicién
de reactivos como acidos (para obtener un pH acido) y bases (aumento de pH para vertido)
(De Lucay col., 2014). Ademas, la acidificacion puede conducir a la descarga de algunos
gases a la atmodsfera en presencia de sulfuros o cianuros (Lipczynska-Kochany y
Kochany, 2008). Todo esto lleva consigo un creciente interés por parte de la comunidad
cientifica, en la busqueda de nuevas alternativas que permitan llevar a cabo el proceso
oxidativo de foto-Fenton en condiciones de pH neutro o cercanas a la neutralidad. Una
posibilidad seria la utilizacion de catalizadores de hierro que permitan desarrollar un
sistema de foto-Fenton heterogéneo. Esta estrategia presenta la necesidad de evaluar la
separacion del catalizador y ademas suele ir acompafada de velocidades de reaccion mas
bajas que el foto-Fenton en modo homogéneo, debido a las limitaciones de transferencia
de masa y a la disminucién en la penetracién de la luz por la presencia de solidos. Otra
posibilidad es el mantenimiento en disolucion de las especies fotoactivas del hierro a
valores de pH neutros o cercanos a la neutralidad. Para tal caso se puede aprovechar la
matriz del efluente, el cual puede contener sustancias que complejan el hierro
manteniéndolo en disolucion, otros metales en disolucion o hierro a bajas concentraciones
qgue permitan conducir el proceso foto-Fenton a pH por encima de 3. Por ejemplo,
Papoutsakis y col., (2016), estudiaron el uso del agua residual de la industria del cocido
del corcho, que contiene una elevada concentracion de compuestos polifenolicos capaces
de formar complejos con hierro e incluso de contribuir a la reduccion del hierro (I11) para
la degradacion de contaminantes como imidacloprid, fenol y metomilo a pH casi neutro.
Por otro lado, también Gutiérrez-Zapata y col., (2016), muestran por primera vez que el
uso del proceso de foto-Fenton a pH neutro y hierro naturalmente presente parece ser un

proceso prometedor para eliminar pesticidas en agua subterranea.

Es posible, por tanto, llevar a cabo el proceso de foto-Fenton solar a pH proximo a la

neutralidad gracias a la adicion de agentes complejantes de hierro, previniendo asi la
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precipitacion del mismo en forma de hidroxido férrico y manteniéndolo en disolucion.
Hay que tener en cuenta que esta adicion debe limitarse a la minima cantidad que asegure
la mayor eficacia en el proceso de degradacion, debido a que su adicion lleva implicito
un aumento en el TOC vy, por tanto, un aumento en los costes de operacién asociados.
Dichos complejantes son en general moléculas y macromoléculas con grupos carboxilicos
y/o amino que absorben luz en el rango UV-visible y que sufren degradacion fotolitica.

Algunos ejemplos son:

- Oxalato: ha sido estudiado para el tratamiento de aguas residuales, por ejemplo,
de la industria textil (Manenti y col., 2015). También para la eliminacion de CEC
presentes en aguas residuales de EDAR (Klarmerth y col., 2011).

- Acido etilendiaminotetracético (EDTA): cominmente empleado. Se ha usado
en la eliminacion de compuestos como sulfametoxazol (De Luca y col., 2014) o
bisfenol A (Huang y col., 2012).

- Acido etilendiamino-N, N’-disucinico (EDDS): empleado en la degradacion de
microcontaminantes (Klamerth y col., 2012, Klarmerth y col., 2013, Miralles-
Cuevas y col., 2014, De la Obra y col., 2017).

- Acido nitrilotriacetico (NTA): empleado, por ejemplo, para la degradacion de
sulfametoxazol (De Luca y col., 2014) o &cido ciclohexanoico (Zhang y col.,
2017).

- Citrato: empleado como complejante de hierro para la degradacion de
contaminantes como herbicidas (Katsumata y col., 2006; Silva y col., 2007) o
farmacos (Miralles-Cuevas y col., 2014).

- Acidos humicos: su eficacia ha sido demostrada en la eliminacion de CEC
(Klamerth y col., 2013; Fukushima y col., 2001).

- Sustancias tipo humicas (STH): macromoléculas que se pueden extraer de
diferentes fuentes y poseen caracteristicas similares a los acidos humicos. Su
eficacia ha sido demostrada para la eliminacion de CEC (Gomis y col., 2015a;
Ballesteros y col., 2017). Gomis y col., demostraron que no se obtenia pérdida
importante de eficiencia al llevar a cabo el proceso de foto-Fenton a pH cercano
a 5 con 10-20 mg/L de STH y 5 mg/L de Fe (Il1). También se ha usado para

regeneracion de efluentes de la industria textil (Negueroles y col., 2016).
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Sin embargo, la toxicidad o la baja biodegradabilidad del EDTA, el pH de aplicacion
reducido del acido citrico u oxalico y/o el elevado coste del EDDS reducen el interés de

los investigadores para su estudio y aplicacion.

En consecuencia, se esta dando impulso a la investigacion sobre la extraccion de
sustancias tipo humicas a partir de residuos urbanos, con el consiguiente valor afiadido.
Se abre, ademas, la posibilidad de extraer estas sustancias de tipo himico a partir de otro
tipo de residuos organicos, como por ejemplo los derivados de la produccion del aceite
de oliva. Esto se tratara méas en profundidad en el apartado 1.7.2. Ademas, este tipo de
componentes fendlicos/polifendlicos también pueden estar presentes en diferentes aguas
residuales industriales originadas del procesamiento de productos naturales, como ya se
ha mencionado anteriormente: la industria de produccién de corcho, almazaras, bodegas,
industria de fabricacion de té, pulpa, industria del papel, etc. (Papoutsakis y col., 2016).
Por ello, también se estan Ilevando a cabo investigaciones utilizando directamente aguas
residuales industriales que contienen compuestos complejantes del hierro, con el mismo
propdsito de poder llevar a cabo el proceso de foto-Fenton a pH neutro y ademas
aprovechar y revalorizar dicho efluente. En el caso particular de esta Tesis Doctoral, se
estudiara el aprovechamiento del residuo liquido de la obtencion de aceite de oliva, el
alpechin, rico en contenido polifendlico y capaz de complejar el hierro (ver apartado
1.7.1).

En los paises del Mediterraneo, el aceite de oliva ha sido parte de la dieta diaria durante
muchas generaciones. Hoy en dia, el uso del aceite de oliva es comun en todo el mundo
debido a sus propiedades saludables y nutricionales. Los mercados méas grandes se
encuentran dentro de la UE y en terceros paises como Estados Unidos, Brasil, Japon,
Australia, Rusia y China.

Aungue actualmente el cultivo del olivo se ha extendido por todo el mundo, la zona del
mediterraneo es la que concentra los principales productores de aceite de oliva. Espafia,
Portugal, Grecia, Italia, Tanez, Turquia y Marruecos producen aproximadamente el 90%
del aceite de oliva que se produce actualmente en el mundo. Concretamente, Espafia
representa el 44% de la produccién (Figura 1.5), casi duplicando la produccién conjunta
de Grecia e Italia. Dentro de Espafia, la comunidad autbnoma que concentra una mayor
extension de olivares es Andalucia. Sus olivares ocupan el 40% de Andalucia, los cuales

producen el 80% del aceite espariol.
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Produccion mundial de aceite de oliva
(miles de toneladas)

Resto del mundo ;
2448

Portugal ; 67,6
Marruecos ; 115,8

Tlnez ; 150,3

Turquia ; 168,8

Figura 1.5. Produccion mundial de aceite de oliva 2015/2016. Fuente: modificada de

Consejo oleicola Internacional.

Este aceite de oliva es producido con diferentes tipos de procesos de extraccion (Figura
1.6). Existen tres sistemas de extraccion. El sistema tradicional o discontinuo (por
presion), el sistema de centrifugacion o continuo en tres fases, y el méas recientemente
introducido, sistema de dos fases. Etapas comunes en los tres sistemas son el lavado de
las aceitunas y la molienda, con el objetivo de romper las células de la pulpa y dejar salir
el aceite. Seguidamente, la pasta obtenida se agita lentamente (batido) para aumentar el
tamafio de las gotas de aceite y romper las emulsiones aceite/agua para facilitar su

posterior separacion.
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/ LAVADO \_\\
| _—
MOLIENDA MOLIENDA MOLIENDA
AGUA
BATIDO BATIDO BATIDO
PRENSADO CENTRIFUGACION DE LA PLASTA CENTRIFUGACION DE LA PLASTA
l ~ Orujo / \ ~ Orujo
ACEITE + ACEITE + i
Agua vegetacion Agua vegetacion FASE LIQUIDA +
l I_ Aceite \
DECANTACION CENTRIFUGACION  CENTRIFUGACION
ACEITE Agua ACEITE Agua vegetacion + ACEITE Pulpa + Agua
vegetacion Agua proceso vegetacion
OLIVA {Alpechin] OLIVA {Alpechin) OLIVA (Alperujo)
TRADICIONAL TRES FASES DOS FASES

Figura 1.6. Esquema de los diferentes procesos de obtencion del aceite de oliva. Fuente:

modificada de www.ruedaoliva.com/web/es/6/proceso-elaboracion.html.

El sistema de extraccidn por presion es el mas antiguo. Después del batido, se utiliza un

proceso de filtrado favorecido por presion para separar la parte liquida de la pasta (mezcla

del aceite con el agua de vegetacidn, alpechin) del orujo o parte solida. Seguidamente, el

aceite de oliva se separa del agua por decantacion. Este sistema emplea bastante mano de

obra, y la maquinaria, que suele ser antigua, necesita un gran mantenimiento y se genera

gran cantidad de alpechin, por lo que se encuentra en desuso en la actualidad.

A principios de los afios 70, el sistema de prensado clasico por presion se sustituyo por

un sistema de centrifugas en tres fases. La masa de aceituna se introduce en el decantador

centrifugo horizontal junto con agua del exterior para fluidificar la pasta y hacerla girar a

gran velocidad. Asi, se consigue la separacion por diferencia de densidad de tres fases:

- Fase liquida oleosa o aceite.

- Fase liquida acuosa o alpechin, resultante del agua afadida para la centrifugacion,

lavado de la aceituna y la propia del fruto.

- Fase solida u orujo, compuesto por la pulpa, el hueso y la piel de la aceituna.
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Las dos fases liquidas son sometidas a centrifugacion de nuevo, con el fin de recuperar la
parte de aceite que acompafia a la fase acuosa y eliminar la humedad que contiene la fase
oleosa. Al igual que en el sistema anterior, se generan grandes cantidades de aguas
residuales, alpechin, con un gran poder contaminante y dificil de eliminar. Se tiene que
afiadir casi un litro de agua por cada kg de aceituna, los vertidos se triplican en
comparacion con el sistema de extraccion por presion, por lo que se produce un problema

ecoldgico importante.

A consecuencia de los problemas generados por el sistema anterior, a principios de los 90
se introdujo un nuevo sistema de extraccién de aceite de oliva mediante centrifugas de
dos fases, reduciendo en un 75% la produccion de residuos. En este sistema no se afiade
agua del exterior, por lo que conlleva una gran ventaja y es que no hay préacticamente
generacion de alpechines. La pasta procedente del batido se centrifuga sin adicion de agua
del exterior por lo que se obtienen dos fases: el aceite de oliva y el residuo denominado
alpeorujo, correspondiente a la pulpa y al agua de vegetacion. El aceite obtenido se
centrifuga de nuevo para eliminar por completo su humedad. La mayor diferencia entre
los sistemas trifasicos y bifasicos es el volumen de agua consumida y agua residual
generada, que en los bifasico es mucho menor. Se reduce de 1-1,6 m® de agua residual o

alpechin a 0,2 m2,

Como parte de los objetivos especificos de esta Tesis Doctoral se encuentra la
investigacion sobre el uso de alpechin como fuente de polifenoles, para la complejacién
de hierro y mantener éste en disolucion a valores de pH neutros o cercanos a la

neutralidad.

1.7.1. Residuo liquido de la obtencion del aceite de oliva: alpechin

Los residuos liquidos que se generan en la industria oleicola reciben el nombre de
alpechines. Aunque este alpechin o agua de vegetacion del fruto no constituye en si un
agua residual (esto es, un agua contaminada con residuos) sino un liquido organico
procedente de una materia viva como es la pulpa de la aceituna, su posterior unién con
las diferentes corrientes de agua utilizadas en el proceso de fabricacion (lavado, molienda,
limpieza...) hacen que el conjunto constituya las aguas residuales de estas industrias
oleicolas (Alba, 1995).
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La cantidad total de aguas residuales generadas por la produccion de aceite de oliva en
los paises olivicolas del Mediterraneo esta en el rango de unos pocos Hm? por afio (Roig
y col., 2006; Paraskeva y col., 2006). Por tanto, esta area se ve especialmente afectada
por estas aguas residuales, que han sido, a lo largo de muchos afios, un contaminante
importante y un residuo problematico, ya que es biorecalcitrante y fitotoxico (Pulido

2016). El volumen de alpechin que se produce es de 0,5-1,5 L/Kg de aceituna molturada.

Se trata de un agua ligeramente &cida (pH 4 y 5), de color negro rojizo, de olor fétido,
viscosa y turbia (Tabla 1.11). Estas aguas residuales son extremadamente contaminantes
debido a una concentracién muy alta de DQO, de hasta 200 g/L. Su composicion varia
con el tipo de aceituna, tipo de cultivo, condiciones climaticas, condiciones de
recoleccion, pero, sobre todo, depende del proceso utilizado para la obtencion del aceite.
Esta compuesto por entre un 83-94% de agua, 4-16% de materia organica (polisacaridos,
proteinas, acidos organicos, polifenoles) y 0,4-2,5% de sales (carbonatos, fosfatos,
potasio, sodio) (Ramos-Cormenzana, 1986). La presencia de compuestos fenolicos, de
los que se han identificado méas de 50, confieren al alpechin tres de sus propiedades méas
importantes: el efecto bactericida, el efecto fitotoxico y el color. El alpechin tiene un alto
poder contaminante debido a que contiene una gran cantidad de compuestos organicos,
muchos de los cuales son tdxicos y dificiles de degradar completamente en sistemas
microbioldgicos, y a sus altos contenidos de solidos disueltos y en suspension, que
superan los limites permitidos por la Ley de Aguas para vertidos a rios, lagos, terrenos,
balsas, subsuelo, etc. Especialmente, el alpechin se caracteriza por la presencia de mas de
30 tipos diferentes de biofenoles y compuestos relacionados que son fitotoxicos con
fuertes efectos antibacterianos (Dhaouadi y Marrot, 2008). Es un agua residual estacional

debido a que la campafia se desarrolla generalmente de noviembre a marzo.

Tabla 1.11. Principales caracteristicas fisicoquimicas del alpechin (Amor y col., 2019).

Parametro Rango de valores
pH 4,5-57
DQO, g O2/L 16,5-190,0
DBOs, g Oy/L 41,3-68,7
COT, g O./L 53,3-74,9
Conductividad, mS/cm 5-41

Fenoles totales, g/L 12,6-21,7
Solidos en suspensidn totales, g/L 1,25-8,74
NT, g/L 0,06-1,15
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El alpechin, como residuo agroindustrial, puede representar un valioso recurso de
sustancias potencialmente Utiles, tales como etanol, acidos organicos, enzimas, etc. Por
otro lado, y como ya se ha mencionado anteriormente, las sustancias humicas y mas
concretamente las quinonas, pueden facilitar la reduccién de Fe (111) a Fe (II). Sin
embargo, estas sustancias solo estan presentes en aguas naturales en el rango de unos
mg/L y, por lo tanto, no seria posible utilizarlas en el tratamiento de grandes cantidades
de aguas residuales y tampoco es viable su extraccion por su elevado coste. Por ello,
parece mas conveniente el uso de otras fuentes de compuestos fenolicos/polifendlicos,
como por ejemplo el alpechin, que posee una concentracion que varia entre 5-15 g/L
(Bertin y col., 2011). Estos pueden ser fenoles simples y flavonoides, o polifenoles
resultantes de la polimerizacion de los fenoles simples, procedentes de los glucésidos
fendlicos de la pulpa y de la semilla de la aceituna. Aunque los compuestos polifenolicos
se han asociado principalmente con la actividad antioxidante, varios informes también
han descrito el comportamiento prooxidante. Esto parece surgir de su capacidad para
unirse y reducir Fe** a Fe?*, lo que le permite participar en las reacciones de tipo Fenton.
Por lo tanto, el retso del alpechin muy diluido como un aditivo para el tratamiento de
otras aguas residuales complejas con objeto de mantener el hierro en disolucién bajo
condiciones de pH neutro o cercano a la neutralidad durante el proceso de foto-Fenton,
seria una opcion interesante que se debe explorar. Esto también conduciria a una
alternativa al uso de ligandos comerciales formadores de complejos de hierro (EDDS,
acido oxalico, etc.), con la consiguiente reduccion de los costes de operacion y la

consiguiente valorizacion de un residuo como es el alpechin.

1.7.2. Sustancias tipo humicas (STH)
El alpeorujo es otro de los residuos que se obtienen en la produccion de aceite de oliva.
Al igual que el alpechin, las caracteristicas o0 composicion del alpeorujo varian en funcion
de la variedad de la aceituna, caracteristicas del suelo, etc. (Karapmar y Worgan, 1983).
La produccion de alpeorujo se estima entre 3.500.000 y 4.000.000 de toneladas por afio
(Benitez y col., 2000).

Este residuo esta constituido por la piel, la pulpa y el hueso de la aceituna, ademas del
agua de vegetacion. Se caracteriza por poseer una elevada humedad (60%), pH

ligeramente 4acido (cercano a 5), contenido de materia organica elevado
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(aproximadamente 90%), contenido graso (10%), contenido en fdsforo, potasio,
micronutrientes y metales pesados relativamente bajos, ademas de un notable contenido
en nitrogeno total y carbono orgénico total. Los mayores constituyentes de esta materia
orgénica son lignina, hemicelulosa y celulosa. Debido al elevado grado de humedad y a
que es un residuo poco poroso, plastico y con tendencia a compactarse, el alpeorujo
presenta graves dificultades para su almacenamiento, transporte, secado por evaporacion
y extraccion. Debido al caracter polar del aceite, el 98% de los compuestos fendlicos
quedan en residuos acuosos formando parte del alpeorujo (Obied y col., 2005), lo que
hace que éste posea efectos fitotdxicos y no pueda aplicarse directamente al suelo (Martin
y col., 2002). Por tanto, este residuo podra actuar también como agente quelante de
metales (Ryan y Robards, 1998).

En consecuencia, son muchos los estudios que se han venido llevando a cabo
encaminados al aprovechamiento del alpeorujo. En primer lugar, y mediante
centrifugacion de este residuo, es posible generar un aceite homologado como de primera
extraccion. Sin embargo, es necesario aplicarle un procesado y un estricto refinado para

su consumo, con el consiguiente incremento en los costes de produccion.

Resulta evidente, pues, la necesidad de encontrar otros usos y aprovechamientos
alternativos para este residuo. Por ejemplo:

- Aprovechamiento energético: el orujillo y el hueso de la aceituna se puede usar
como combustible para la generacién de energia térmica, la generacién de energia
eléctrica, quemando el residuo y conduciendo el vapor generado a la turbina para
transformarlo en electricidad, y la produccion de metano, mediante la digestion
anaerobia del residuo. Esto es debido al elevado poder calorifico que presenta:
400 kcal/kg (Caputo y col., 2003).

- Aprovechamiento en la preparacion de alimento para animales.

- Remediacién de la erosion, mediante aplicacion directa al suelo y como sustrato
para la produccién de hongos comestibles.

- Abono orgénico, debido a su alto contenido en materia organica y presencia de
micronutrientes (Sainz y col., 2000; Caravaca y col., 2006).

- Productos de valor afiadido para la industria farmacéutica, cosmética y
alimentaria, tales como hidroxitirosol, tirosol, oleuropeina (antioxidantes),

pectina (gelificante, estabilizante y emulsionante) (Cardoso y col., 2003), etc.
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- Adsorbente de metales pesados, con el objetivo de depurar efluentes

contaminados (Pagnanelli y col., 2002).

Los tratamientos que se han ido desarrollando para el aprovechamiento del alpeorujo son
pre-tratamientos fisicos, quimicos y biologicos. Dentro de los fisicos se pueden encontrar
los mecéanicos de molienda y de extrusion y la irradiacién con luz ultravioleta o con
microondas. Dentro de los pre-tratamientos quimicos, hay que destacar los que emplean
amoniaco, hidroxido sodico u ozono para eliminar lignina y/o hemicelulosas, o los
tratamientos con acido sulfurico, acido clorhidrico, acido fosforico o incluso peréxido de
hidrdgeno para solubilizar la celulosa. Y, por Gltimo, con respecto a los pre-tratamientos
bioldgicos, determinados microorganismos acttan sobre los componentes del alpeorujo
Ilegando a metabolizar compuestos recalcitrantes de forma que el sustrato resultante

pueda emplearse para diversos fines.

Por otro lado, resulta de gran interés como la valorizacion de estos residuos solidos
procedentes de la produccion del aceite de oliva se estd considerando como una posible
fuente de sustancias similares a las hiimicas (sustancias tipo humicas, STH) que, como se
ha descrito en el apartado 1.7, son sustancias auxiliares complejantes del hierro que
favorecen que el proceso de foto-Fenton solar se pueda llevar a cabo a pH cerca de la

neutralidad.

Estas STH son macromoléculas que comparten caracteristicas importantes con las
sustancias hdmicas, de gran peso molecular y con una resistencia significativa a la
degradacion microbiologica o quimica (Engebretson y Wandruszka, 1994). Las unidades
fundamentales de estas sustancias son compuestos aromaticos de caracter fenélico, los
cuales constan de un 50% de carbono, 35-45% de oxigeno, 5% de hidrégeno y 3% de

nitrégeno y azufre (MacCarthy, 2001).

Estas sustancias pueden clasificarse dependiendo de su solubilidad en &cidos humicos
(AH), acidos fulvicos (AF) y huminas. Los primeros son de color marron, solubles en
medio alcalino y precipitan en medio &cido. Los &cidos falvicos son de color marrén
amarillento, de menor peso molecular y solubles en todo el rango de pH. Y los Gltimos,
son de color negro e insolubles en todo el rango de pH. Estas sustancias humicas se
forman gracias a la reaccion de los compuestos nitrogenados con las quinonas que
provienen de la oxidacion de los polifenoles sintetizados a partir de la celulosa y ligninas
por microorganismos (Stevenson, 1994).
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Las posibles aplicaciones de estas STH son muy diversas: agricultura, industria,
biomedicina y medioambiente. Por ejemplo, se han utilizado como fertilizante (Fascella
y col., 2015; Sortino y col., 2013), en la preparacion del cuero, para la produccion de
tintes en carpinteria, para la producciéon de plasticos, en la industria papelera, para
colorear tejidos (Savarino y col., 2009), en biomedicina por el caracter medicinal de los
compuestos que las forman (Pefia-Mendez y col., 2005) y en medioambiente para la
eliminacién de contaminantes de las aguas, por su capacidad de complejar el hierro en el

proceso de foto-Fenton a pH neutro.

Ademas del potencial quelante de estas STH, varios estudios han demostrado que son
fotoquimicamente activas, lo cual resulta especialmente interesante para determinadas

aplicaciones (Tipping, 2005; Montoneri y col., 2013).

1.7.3. Aprovechamiento de aguas residuales industriales para la eliminacion
de microcontaminantes organicos
Otro de los objetivos especificos de esta Tesis Doctoral, es el uso del alpechin y de las
STH, como agentes complejantes del hierro durante el proceso de foto-Fenton solar a pH
cercano a la neutralidad con objeto de lograr la degradacion o eliminacion de los MC

seleccionados y presentes en efluentes de salida de EDAR.

1.7.3.1. Efectos adversos sobre la salud humana y el medio ambiente de la
presencia de microcontaminantes
Debido a la evolucion del estilo de vida y al creciente desarrollo, cada vez se generan mas
residuos que contienen sustancias potencilamente peligrosas para el medio ambiente,

teniendo un efecto devastador sobre, por ejemplo, la calidad del agua.

Los MC organicos se encuentran presentes en las aguas en concentraciones de pg/L o
menores. Durante los Gltimos 30 afios, la quimica analitica y ambiental ha avanzado de
tal manera que se ha comenzado a prestar mucha atencion a estos compuestos, cuyo efecto
sobre el medio ambiente y la salud humana ain no se conoce y para los cuales ain no
existe legislacion ni regulacion a nivel europeo. Suiza, es el Unico pais que regula la
eliminacién de estos MC de las aguas residuales urbanas hasta la fecha (Salimi y col.,
2017).
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Compuestos como detergentes, productos farmacéuticos y sus metabolitos, productos
para el cuidado personal, retardantes de llama, antisépticos, fragancias, aditivos
industriales, esteroides y hormonas se consideran CEC. La principal caracteristica de
estos contaminantes es que no tienen que ser persistentes en el ambiente para causar
efectos negativos en las formas de vida, ya que su posible alta degradacion y/o
eliminacion se compensan con la liberacion constante en el ambiente y su acumulacion
(Lapwortha y col., 2012).

Tal y como se ha comentado anteriormente, para la mayoria de MC no hay datos
disponibles sobre el impacto ecolégico, la evaluacion de riesgos y el comportamiento
ecotoxicoldgico. Los riesgos potenciales para la salud humana y el medio ambiente en
general ain no se conocen totalmente, pero ya se han demostrado claramente algunos
efectos perjudiciales (Sodré y col., 2010; Maruya y col., 2014). Asi, pueden afectar a los
patrones de crecimiento y reproduccién de peces y anfibios, dafiar los sistemas nerviosos
de los organismos acuaticos e inhibir la fotosintesis de la flora acuatica. También estan
reportados efectos sobre los mamiferos marinos y aves (Hario y col., 2004; Sgrmo y col.,
2005). Pueden ocasionar alteracion sexual en los peces de agua dulce que se localicen
cerca de la descarga de la EDAR (Jobling y col., 2006) y también alteracion endocrina
(Fossi y col., 2002). Ademas, el efecto sinérgico potenciador que se puede dar por la
presencia de varios MC debe de tenerse también en cuenta.

Tabla 1.12. Principales categorias y fuentes de microcontaminantes (Luo y col., 2014).

Categoria Subclase Ejemplos Fuentes principales
Antibioticos, Trimetoprim, Aguas residuales
anticonvulsivos, Sulfametoxazol, | domeésticas (excrecion),

Productos . . . ) .
- antidepresivos, Carbamazepina, | efluentes hospitalarios,
farmacéuticos - .
agentes de contraste | Diazepan, escorrentias de desechos
de rayos X lopamidol animales y acuicultura
Fragancias, . .
" Nitro almizcle, .
Productos de cosméticos, Aguas residuales
. . Benzofenona, .
higiene personal | filtros solares, : domeésticas
. Triclosan
desinfectantes
Aguas residuales
Estrona, - .
. , . domeésticas, escorrentia de

Esteroides Estrogenos Estradiol, .

. desechos animales y
Estriol ;
acuicultura
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Categoria Subclase Ejemplos Fuentes principales
Aguas residuales
domésticas (bafio, lavadora,

Detergentes, ..
A . lavavajillas),

Surfactantes tensioactivos no Alquilfenoles .

o Aguas residuales
i6nicos . .
industriales (descargas de
limpieza industrial)
Prqdu_ctos Plastificantes, B'.Sfer?OI, A, Aguas residuales
guimicos Difenil éteres L
. . retardantes de llama . domesticas
industriales polibromados
Metolacloro,
N Insecticidas, al_aclor_o, Agua}s (e5|duales o

Plaguicidas herbicidas. funaicidas Simazina, domésticas (de los jardines),

» 1ung Atrazina, escorrentia agricola
Isoproturon

La Tabla .12 muestra los MC mas relevantes que se encuentran en el medio ambiente en
bajas concentraciones. Como se observa en dicha Tabla, los MC entran al medio ambiente
a través de diferentes rutas. Las dos principales son las aguas residuales urbanas no
tratadas y los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales municipales, ya
que la mayoria de estas no estan disefiadas para eliminarlos. La concentracion habitual de
estos MC en los efluentes de una EDAR esta en el rango de 50-150 ug/L (Pal y col., 2010;
Luo y col., 2014; Bui y col., 2016). Otra importante fuente de contaminacion es el sector
agropecuario, con el uso de medicamentos veterinarios y pesticidas. Estas sustancias se
liberan directamente a las aguas superficiales, e incluso pueden filtrarse a través del suelo
para contaminar las aguas subterraneas. Otra forma de dispersion de estos MC es a través
de la utilizacién de lodos procedentes de EDAR en campos, como mejoradores de suelo,
y la subsecuente lixiviacion de estos a las aguas superficiales y subterraneas, asi como la

penetracion de los lixiviados de vertederos en el acuifero.

Esta preocupacion por la presencia y efecto de los MC en el medio ambiente esta en el
punto de mira de la comunidad cientifica. Asi, paralelamente al desarrollo de nuevas y
eficientes tecnologias de tratamiento para mejorar la calidad de los efluentes de aguas
residuales urbanas e industriales, también se han desarrollado técnicas analiticas
mejoradas capaces de garantizar el logro de los niveles de calidad requeridos. Las mejoras
en los métodos analiticos se han centrado en resolver las principales limitaciones
asociadas con este tipo de analisis, que requiere: i) una alta sensibilidad para detectar MC,
presentes a bajas concentraciones, ii) una alta selectividad, que minimiza las

interferencias de matrices complejas y iii) un gran alcance para determinar el mayor
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numero de compuestos en un solo analisis. Hoy en dia, la espectrometria de masas (MS)
de baja y alta resolucion es la Unica técnica capaz de superar parcialmente estas
limitaciones, proporcionando al mismo tiempo una alta capacidad de identificacion y
cuantificacién para analitos objetivo (target analysis) y potencial para detectar
contaminantes no objetivo (suspect screening) o desconocidos, como los productos de
transformacion (non-target analysis) (Bletsou y col., 2015). Su acoplamiento con técnicas
cromatogréficas, cromatografia de gases (GC-MS) y cromatografia liquida (LC-MS), es
sin duda la mejor opcion y los desarrollos en estrategias y herramientas analiticas han
contribuido a expandir el numero de MC que se pueden determinar actualmente. A pesar
del alto potencial de ambas técnicas, la LC-MS con ionizacion por electrospray (ESI) es
la mas utilizada, debido a su campo de aplicacién mas amplio, que incluye compuestos
de polaridad media/alta. Por lo tanto, la mayoria de los métodos multirresiduos se basan
en LC-MS, mientras que GC-MS se centra en compuestos menos polares y altamente

volatiles.

Antes de la determinacion instrumental, los métodos analiticos generalmente incluyen
pasos de preconcentracidn, con el objetivo de proporcionar extractos enriquecidos y mas
limpios. La seleccidn de un procedimiento de extraccion adecuado depende del objetivo
del analisis (anlisis multi- o de un solo residuo) y las propiedades fisico-quimicas de los
analitos objetivo (compuestos i6nicos polares, no polares). Un anélisis exhaustivo de los
MC en aguas residuales es un desafio debido a la gran cantidad de contaminantes
potenciales y la gran diversidad en estructuras y propiedades y, desafortunadamente, no
existen métodos multirresiduos capaces de extraerlos de manera eficiente. EIl enfoque mas
utilizado es la extraccion liquido-liquido (LLE, siglas en inglés) o la extraccion en fase
solida (SPE, siglas en inglés), debido a su capacidad de extraer compuestos en una amplia
gama de polaridades cuando se utilizan sorbentes poliméricos, como Oasis HLB

(equilibrio hidrofilico-lipofilico) o Strata-X (Agliera 'y Lambropoulou, 2015).

El analisis dirigido de MC se realiza principalmente mediante el empleo de técnicas de
espectrometria de masas avanzadas, como la espectrometria de masas en tandem
(MS/MS), que permiten mejorar la identificacion, confirmacion y cuantificacién de estos
compuestos. Para ello se emplean analizadores del tipo triple cuadrupolo (QqQ-MS/MS)
0 cuadrupolo-trampa de iones lineal (QqLIT-MS/MS) que operan en el modo MRM
(Multiple reaction Monitoring) (Hermes y col., 2018). Sin embargo, perse a las excelentes

prestaciones desde el punto de vista cuantitativo, estas técnicas presentan como principal
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limitacion su capacidad limitada de analisis, restringida a un nimero determinado de
compuestos previamente conocidos y de los que es necesario disponer de patrones
analiticos. Sin embargo, las necesidades actuales en el analisis de MC en aguas residuales
van més alla del analisis objetivo, que a menudo es insuficiente para evaluar la calidad
del agua. Una alternativa analitica que se esta implementando con creciente interés para
superar estas limitaciones es el uso de la espectrometria de masas de alta resolucion
(HRMS). Los instrumentos HRMS modernos utilizados en el anélisis ambiental incluyen
principalmente analizadores de masa de tiempo de vuelo (TOF) u Orbitrap. Estos equipos
permiten el analisis simultaneo de un namero ilimitado de compuestos, incluso si los
patrones analiticos no estan disponibles en el laboratorio, ampliando asi las capacidades
del analisis a compuestos no esperados (suspect screening) o desconocidos (non-target
analysis) (Nurenberg y col., 2015). Estos equipos se han aplicado menos al analisis
ambiental, sin embargo, la preocupacion por la determinacién de compuestos
desconocidos en muestras complejas, asi como la determinacion de metabolitos y
productos de transformacidn que se generan en los tratamientos de aguas, han promovido
un crecimiento exponencial de la aplicacidn de esta tecnologia analitica en estos campos

de investigacion (Schymanski y col., 2014).

En conclusion, la amplia y frecuente aparicion de contaminantes emergentes en el medio
ambiente y la ineficiencia de las estaciones depuradoras convencionales para su
eliminacion, hacen que exista una necesidad persistente de investigacion cientifica en este
campo para que asi, la Comision Europea pueda regular los limites de vertido y sean
apoyados por las autoridades nacionales de los paises.

1.7.3.2. Estrategias para la eliminacion de microcontaminantes
Como ya se ha comentado anteriormente, la mayoria de las estaciones depuradoras en
operacion hoy en dia no han sido disefiadas con el proposito de eliminar MC. Si bien
algunas EDAR de altima generacion pueden eliminarlos parcialmente, la mayoria de los
MC se descargan sin tratar al medio ambiente. Esto presenta un desafio que requiere
modificaciones en las infraestructuras actuales. Por lo tanto, la identificacion y desarrollo
de combinaciones de tecnologias novedosas y econdmicamente viables que permitan la
eliminacién de este tipo de contaminantes se ha convertido en un foco importante de

investigacion desde el punto de vista ambiental.
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Los tratamientos que se puede llevar a cabo para la eliminacion de este tipo de
contaminantes pueden dividirse en tecnologias de cambio de fase (adsorcién con carbén
activo, tecnologias de membrana etc), tratamiento biolégico y procesos avanzados de
oxidacion (ozonizacion, fotocatalisis heterogénea y homogénea etc) y técnicas mas
recientes como la oxidacion electroquimica, oxidacion por via humeda catalitica, etc.

(Rodriguez-Narvaez y col., 2017; Rizzo y col., 2019).

Entre las tecnologias de membrana, las m&s comunmente implementadas a gran escala
son los llamados procesos impulsados por presion, que engloban la nanofiltracion (NF)
(Acero y col., 2010) y la 6smosis inversa (RO, siglas en inglés). Ademas de los
compuestos organicos disueltos, se eliminan los solidos disueltos totales (TDS) y los
iones inorganicos, con un mayor porcentaje de rechazo en el caso de la RO. Los procesos
de NF y RO también eliminan fisicamente muchos microorganismos patégenos que
proporcionan una barrera de desinfeccion, lo que los hace especialmente atractivos para
los procesos de recuperacion de aguas. Ademas, la aplicacion previa de la filtracién por
membrana aumenta sinérgicamente la eficiencia y la eficacia de los procesos de
desinfeccion y oxidacion quimica posteriores (por ejemplo, ozono, cloro, y su

combinacion con carbon activo).

La formacion de productos de transformacion (derivados de MC) y los subproductos de
oxidacion (derivados de la matriz de aguas residuales) son un tema importante a tener en
cuenta en la aplicacion de la ozonizacion, ya que las dosis suministradas no producen
mineralizacion, por lo que se requiere un tratamiento posterior con filtros de arena o
carbon activo con el consiguiente aumento de coste que esto supone. Ademas, la
adsorcion de los MC en CA esta limitada por el contenido de materia organica presente
en las aguas residuales urbanas, ya que compite por los sitios activos del carbén activo
(Snyder y col., 2007). Estos procesos son mas eficientes en aguas con bajas

concentraciones de contenido organico (bajo DOC) (Pramanik y col., 2015).

Sin embargo, se observa que la combinacion entre membranas de 6smosis inversa y
carbén activado no han logrado eliminar el contenido de MC de determinadas aguas
residuales urbanas (Casas y Bester, 2015; Yang y col., 2016 a, b). Como alternativa, en
los ultimos afios se ha llevado a cabo una intensa investigacion en la aplicacion de
diferentes procesos avanzados de oxidacion (PAO) (basados o no en el empleo de energia

solar) para la eliminacion de MC contenidos en efluentes de EDAR (Rizzo y col., 2019;
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Salimi y col., 2017; Miklos y col., 2018; Ribeiro y col., 2019; Bernabeu y col., 2011;
Prieto-Rodriguez y col., 2013; Loaiza-Ambuludi y col., 2014; Miranda-Garcia y col.,
2010). La Tabla 1.13 muestra estudios de investigacion en los que se hace uso de PAO
para la eliminacion de MC en efluentes secundarios.

Tabla 1.13. PAO utilizados en la eliminacion de microcontaminantes.

Referencia Proceso Microcontaminante
Rahmani y col., 2014 H20./UV Tinidazol
Suny col., 2014 uv Antibioticos veterinarios
Mendes Sgggidforo y col, Fotocatalisis Bisfenol A
03, UV, UV/H;0;, UV/Os3,

Sarkar y col., 2014 O5/H:05, O5/UV/H,0, Estrona

UV, UV/H,0,, Fenton, foto- Carbamacepina, diclofenaco,
metropolol, claritromicin,
Fenton solar

benzotriazol y mecoprop

Giannakis y col., 2015

Carray col., 2015 UV/Fe**/H,0, Acetamiprid y tiabendazol
Carbajo y col., 2015 O3 Ofloxacino
Moreiray col., 2015 05 fotocatalitico Diclofenaco y amoxicilina

Cédat y col., 2016 UV, UV/H,0, Estrogenos

Hey col., 2016 Fotocatélisis Diclofenaco, carbamacepina,

ibuprofeno y propranolol

Fotocatalisis, foto-Fenton,

Tokumuray col., 2016 Carbamacepina y diclofenaco
03/H,02
Fengy col., 2016 Os Flumequina
Arzate y col., 2017 Foto-Fenton solar (Raceway) Sulfametaxazol, carbamacepina

y eritromicina
Carbamacepina,

De la Obray col., 2017 Foto-Fenton solar (Raceway) Flumequina, ibuprofeno,
ofloxacino y sulfametaxazol
Castro y col., 2017 UV O-fenilfenol, triclosan, bisfenol
A'y parabenos
Gomes y col., 2017 O3, 03/H20, Sulfametaxazol y diclofenaco
Nadais y col., 2018 Bio-electro-Fenton Kptoprofeno, diclofenaco,
ibuprofeno y naproxeno
. Fenton, foto-Fenton, UV, .
Diez y col., 2018 UV/H,0, Prednisolona
Sornalingam y col., 2018 Fotocatalisis Estrona
Plantard y col., 2018 Fotocatalisis Acetaminofen, cgrbgmacepma,
atenolol y diatrizoato
Javadi y col., 2018 Ozonizacién catalitica Benzotriazol
Soriano-Molina v col Dipirona, O-desmetiltramadol,
2019 y col. Foto-Fenton solar (Raceway) O-desmetilvenlafaxina,

gabapentina y otros

Foto-Fenton solar, fotoelectro- Clorfenvinfos. diclofenaco
Roccamante y col., 2019 Fenton solar, Os/Fe?*/H,0, ’ ’

O4/Fe3*/H,0,, Fe3*/0s/H;0,/UV terbutrina y pentaclorofenol
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Los procesos electroquimicos, de ultrasonidos y microondas no se consideran
actualmente energéticamente eficientes para la eliminacion de estos MC. Ademas, los
principales inconvenientes de los procesos basados en 0zono y UV para la eliminacion de
MC son los costes operativos relacionados con los equipos y el consumo de energia
(Salimi et al., 2017). En este sentido, el proceo foto-Fenton y UV/catalizador, por
ejemplo, UV/TIO», podrian ser competitivos, ya que pueden ser alimentados como ya se

ha venido comentando, por la luz solar reduciéndose, por tanto, los costes de operacion.

-99-






OBJETIVOS Y PLAN EXPERIMENTAL







OBJETIVOS Y PLAN EXPERIMENTAL

1. OBJETIVOS Y PLAN EXPERIMENTAL

I1.1. Objetivos generales

El trabajo de investigacion que se recoge en esta Memoria ha sido desarrollado en el
marco de dos proyectos de investigacion titulados: “Caracterizacion y tratamiento de
aguas residuales de distinto origen (Lixiviados de vertedero y efluentes de la industria del
corcho)” (ref. RNM-1739, del programa de Incentivos a Proyectos de Investigacion de
Excelencia, Convocatoria 2012, Junta de Andalucia) y “Tecnologias eficientes para la
eliminacion de contaminantes de preocupacion emergente, contenidos en Directiva
2013/39/CE o riesgo significativo segin Directiva 2008/105/CE (TRICERATOPS)”
(referencia CTQ2015-69832-C4-1-R).

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es el tratamiento de aguas residuales
industriales y/o no biodegradables para su regeneracion, reutilizacion y revalorizacion
mediante recuperacion de nutrientes para riego de cultivos, estudiando nuevas estrategias
y haciendo uso de la energia solar. Ademas, se abordara la valorizacién de residuos
procedentes de la industrial agro-alimentaria en su eficiencia para promover tecnologias
avanzadas de oxidacion para la eliminacion de MC recogidos en las Directivas Europeas
2013/39/CE y 2008/105/CE como sustancias peligrosas prioritarias y presentes en

diferentes tipos de aguas residuales.
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11.2. Objetivos especificos

Para lograr los objetivos generales definidos en esta Tesis Doctoral, se han abordado dos

objetivos especificos bien diferenciados:

1. Propuesta y desarrollo de una estrategia de tratamiento para aguas residuales

industriales y valorizacion de las mismas.

Para la consecucion del presente objetivo se han seleccionado lixiviados de vertedero
como caso de estudio, con la intencién final de lograr su reutilizacion en riego de cultivos.

Los objetivos especificos definidos dentro de esta linea son los siguientes:

- Caracterizacion fisico-quimica, toxicoldgica y analitica de los lixiviados de

vertedero.

- Optimizacién de un pre-tratamiento fisico-quimico basado en técnicas de
coagulacién/floculacién (C/F) para la reduccion de color, turbidez y parte de la

materia organica presente en los lixiviados de vertedero.

- Analisis comparativo de diversos PAO (foto-Fenton solar y ozonizacion), tras la
etapa de pre-tratamiento fisico-quimico, con el objetivo de disminuir la toxicidad
y mejorar la biodegradabilidad de los lixiviados de vertedero parcialmente

oxidados.

- Evaluacion de la efectividad de un sistema biologico aerobio especificamente
adaptado a los lixiviados de vertedero parcialmente tratados (C/F combinado con
PAOQ). Determinacién de la maxima capacidad de tratamiento (eliminacion de

carbono organico y nitrogeno) en modo de operacion discontinuo y continuo.

- Identificacion de nuevas poblaciones bacterianas generadas en el sistema
bioldgico aerobio tras la adaptacion del fango activo a los lixiviados de vertedero

parcialmente tratados.

- Valorizacién de los lixiviados de vertedero mediante la recuperacién de amonio
residual procedente de los procesos de nitrificacion tras el tratamiento bioldgico
aerobio.
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- ldentificacién de microcontaminantes organicos presentes en los lixiviados de
vertedero y estudio de su eliminacion a lo largo de las diferentes etapas del
tratamiento propuesto.

2. Valorizacion de aguas residuales complejas para su uso en la eliminacion de
microcontaminantes organicos mediante foto-Fenton solar a escala planta

piloto:

Los objetivos especificos que han marcado el trabajo experimental desarrollado dentro de

esta linea han sido:

- Evaluacion de nuevas alternativas para la aplicacion del proceso de foto-Fenton
solar a pH neutro para la eliminacion de MC en aguas residuales. Valorizacion del
alpechin como agente complejante del hierro (111) y analisis de los pardmetros de

operacion del proceso foto-Fenton.

- Comparacion de la eficiencia en la eliminacion de MC mediante foto-Fenton solar

a pH neutro con EDDS o alpechin como agentes complejantes del hierro (l11).

- Evaluacion de nuevas alternativas para la aplicacion del proceso de foto-Fenton
solar a pH neutro para la eliminacién de MC. Valorizacion de residuos
procedentes de la extraccion de sustancias tipo himicas (STH) del alperujo como
agente complejante del hierro (I11) y analisis de los parametros de operacion del
proceso foto-Fenton solar a pH neutro.

- Comparacion de la eficiencia en la eliminacion de MC mediante foto-Fenton solar

a pH neutro con alpechin o STH como agentes complejantes del hierro (I11).

11.3. Plan experimental

El plan experimental desarrollado en esta Tesis Doctoral para lograr la consecucion de

los objetivos especificos anteriormente expuestos se detalla a continuacion:
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Propuesta y desarrollo de una estrategia de tratamiento para aguas residuales

industriales y valorizacion de las mismas:

Caracterizacion fisico-quimica y analisis de toxicidad aguda y briodegradabilidad
de los lixiviados de vertedero. Propuesta de la linea de tratamiento a seguir en

funcién de la caracterizacion realizada.

Optimizacion del pre-tratamiento fisico-quimico mediante C/F a escala de
laboratorio, para la reduccién de color, turbidez y parte de la materia orgénica de
los lixiviados de vertedero. Se probaran varios coagulantes y floculantes
disponibles en el mercado a diferentes concentraciones y aplicando cambios de
pH.

Anaélisis comparativo de diferentes PAO (foto-Fenton solar y Oz/"OH) a escala
planta piloto para el tratamiento y mejora de la biodegradabilidad de los lixiviados
de vertedero tras la etapa de C/F. Anélisis de toxicidad y biodegradabilidad
evaluando el efecto inhibitorio de las muestras parcialmente oxidadas sobre

fangos activos procedentes de una EDAR.

Puesta en marcha y analisis de viabilidad de un reactor biologico aerobio de lecho
fluidizado (RLF), operado en modo discontinuo y continuo, para el tratamiento de
lixiviados de vertedero parcialmente tratados mediante C/F y foto-Fenton solar.
Inoculacién del reactor con fangos activos procedentes de una EDAR vy
adaptacion del sistema a las aguas pre-tratadas. Seguimiento de las etapas de

nitrificacion y conversion de los compuestos nitrogenados en amonio.

Aplicacion de técnicas microbiolégicas convencionales (como el recuento en
placa) y avanzadas basadas en extraccion de ADN, gPCR y secuenciacion masiva
para la identificacion de las nuevas poblaciones microbianas generadas tras la
adaptacion de los fangos activos a los lixiviados de vertedero parcialmente

tratados.

Recuperacion de nutrientes presentes en las aguas residuales complejas para su

uso en riego de cultivos. Estudio de la recuperacion del amonio residual obtenido
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2.

tras el tratamiento biologico de lixiviados de vertedero pre-tratados mediante C/F
y foto-Fenton solar, mediante un sistema de destilacion por membranas. Se
determinaréan los parametros éptimos de operacién para maximizar el porcentaje

de recuperacion.

Aplicacion de métodos analiticos avanzados, basados en técnicas cromatograficas
acopladas a espectrometria de masas (LC-MS, GC-MS), para la identificacion y
seguimiento de microcontaminantes organicos a lo largo de las diferentes etapas
de la linea de tratamiento propuesta para los lixiviados de vertedero bajo estudio.
Seleccidn de protocolos de extraccion y estrategias de analisis de amplio espectro.

Valorizacion de aguas residuales complejas para su uso en la eliminacién de
microcontaminantes organicos mediante foto-Fenton solar a escala planta

piloto:

Estudio del proceso foto-Fenton solar bajo condiciones de operacion dptimas
(segun bibliografia: 5,5 mg/L de hierro (111) y 50 mg/L de H20,) a escala de
laboratorio y planta piloto para la eliminacibn de MC seleccionados
(clorfenvinfos, diclofenaco, pentaclorofenol y terbutrina, a 200 ug/L cada uno) en
agua desmineralizada y natural y con el uso de EDDS como complejante de hierro

(111) (en larelacion 1:2) para llevar a cabo el proceso a pH cercano a la neutralidad.

Caracterizacion fisico-quimica de alpechin seleccionado como agua residual rica
en polifenoles para su uso como agente complejante del hierro (I11) en el proceso

de foto-Fenton solar en condiciones de pH cercanas a la neutralidad.

Estudio de la disponibilidad y estabilidad del hierro (111) para diferentes dosis de
alpechin a diferentes valores de pH (3-9). Seleccion de la dosis de alpechin mas
conveniente para que la concentracion disponible de polifenoles asociada permita
mantener el hierro (I11) en disolucién el mayor tiempo posible durante el proceso

de foto-Fenton solar.

Eliminacion de MC (200 ug/L y 40 ug/L cada uno) en agua desmineralizada,

natural, natural simulada con y sin carbonatos, y simulada de salida de EDAR,
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mediante foto-Fenton solar en presencia de la dosis de alpechin seleccionada a pH

préximo a la neutralidad y a escala planta piloto.

Evaluacidn de las mejores condiciones de pH, concentracion de STH y H2O, para
mantener el hierro (111) en disolucion durante el proceso de foto-Fenton solar a
pH préximo a la neutralidad y a escala de laboratorio para la eliminacion de los
MC bajo estudio. Los ensayos se llevaran a cabo con agua natural enriquecida con

200 pg/L de cada MC seleccionado.

Comparacién entre el uso de STH como agente complejante del hierro (I11) y la
adicion de pequefias dosis de alpechin (con alto contenido en polifenoles), para la
eliminacion de los MC seleccionados mediante foto-Fenton solar a pH cercano a

la neutralidad en agua natural y a escala planta piloto.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

I11.1. Materiales

I11.1.1. Reactivos
Los reactivos utilizados durante la experimentacion recogida en esta Tesis Doctoral se
muestran en la Tabla I11.1. Todos los utilizados para el desarrollo de las técnicas analiticas
cromatograficas son de alta pureza. El agua desionizada empleada para la preparacion de
estandares analiticos y otras disoluciones procede de un equipo Millipore Milli-Q®
disponible en el laboratorio de Tecnologias del Agua de la Unidad de Tratamientos

Solares de Agua en la Plataforma Solar de Almeria (PSA).

Tabla I11.1. Reactivos utilizados durante la realizacién de la tesis, formula, uso y

proveedor.
. Formula
Reactivo Uso Proveedor
molecular
Reactivo para la
Acetato aménico C,HNO, determlr_1§10|on de hlerr_q. Rledelll-de-
Preparacion de la solucion Haén
buffer ISO 6332
Acetato de etilo C4HgO2 Extraccion liquido-liquido Panreac
Acetato sodico C2H3NaO; Referencia £n ensayos de J. T. Baker
toxicidad
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. Formula
Reactivo Uso Proveedor
molecular
Acetonitrilo Preparacion de muestras,
CH3CN fase mévil, limpieza de Sigma-Aldrich
(ACN) !
equipos, etc.
) Reactivo para la medida del
Acido acético CH;COOH hierro. Preparacion de la J. T. Baker
solucion buffer 1SO 6332
Acido arabigo - Reactivo procedente de la Sigma-Aldrich
receta de agua simulada
Acido
etilendiamino Agente complejante del N .
disuccinico C10H13N2NasOg hierro Sigma-Aldrich
(EDDS)
) Reactivo usado para
Acido formico HCOOH acidificar la fase mavil en Merck
LC
Acido hiimico - Reactivo procede_nte de la Sigma-Aldrich
receta de agua simulada
Patron analitico para
< . oo confirmacion de . .
Acido niflumico C13HgF3N202 sospechoso en LC-ESI- Sigma-Aldrich
QTOF-MS
Acido sulfarico H,SO04 Ajuste de pH J. T. Baker
S Reactivo procedente de la
Acido tanico Cr6Hs52046 receta de agua simulada Panreac
- Patrén analitico para
Ang?t';:'c‘lo CisHsOs confirmacion de Sigma-Aldrich
sospechoso en GC-Q-MS
Reactivo procedente de la
receta de agua simulada y
para para promover el
Bicarbonato de crecimiento de bacterias
sodio NaHCO, autétrofas para la Panreac
eliminacion de amonio en
el reactor biol6gico
Patron analitico para
. confirmacion de .
Bisfenol A Ci5H1602 sospechoso en GC-Q-MS Aldrich
Patrén analitico (MIX) para
Butil benzil ftalato CiobhnO confirmacion de DR
1971204 sospechoso en GC-Q-MS Ehrenstorfer
Carbonato sodico Na,COs Cuantificacion de Fluka

anhidro

polifenoles totales
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monohidrato

hierro

Reactivo Formula Uso Proveedor
molecular
Contaminante modelo,
preparacion de estandar,
Clorfenvinfos C12H14Cl304P paégonr}iartgqa:ctilgr? g:ra Sigma-Aldrich
sospechoso en LC-ESI-
QTOF-MS
Optimizacion de la
Cloruro_ de NH.CI destilacion por mer_n,branas Panreac
amonio para la recuperacién de
amonio
Cloruro qle hierro FeCls Coagulacion/floculacion Panreac
anhidro
Cloruro de potasio KCI Reactivo procede_nte de la J.T. Baker
receta del agua simulada
Cloruro de sodio NaCl Extraccion liquido-liquido Merck
Patr6n analitico (MIX) para
Criseno CisH1z confirmacion de Supelco
sospechoso en GC-Q-MS
DEET Patron analitico para
(N,N-dimetil-m- Ci2H17No confirmacion de Sigma
toluamida) sospechoso en GC-Q-MS
: Contaminante modelo .
Diclofenaco C14H1:CILNO, preparacion de esténda>r/ Sigma
Patron analitico para
2,4-diclorofenol CsH4C120 confirmacion de Sigma
sospechoso en GC-Q-MS
Diclorometano CH.Cl, Dlsol\l/,ent(_a para extraccion Panreac
iquido-liquido
Patron analitico para
Difenilamina Ci2H11N confirmacion de Sigma-Aldrich
sospechoso en GC-Q-MS
Patron analitico para
Diisobutilftalato C16H204 confirmacion de Sigma-Aldrich
sospechoso en GC-Q-MS
Patron analitico (MIX) para DR
Di n-butilftalato Ci16H204 confirmacion de Ehrenstorfer
sospechoso en GC-Q-MS
Patrén analitico (MIX) para DR
Di n-nonilftalato Ca6H1204 confirmacion de Ehrenstorfer
sospechoso en GC-Q-MS
Extracto de carne - Reactivo procedente de la Biolife
receta de agua simulada
ECOTAN BIO C i Grupo
- oagulante comercial
Servyeco
Patrén analitico (MIX) para
Fenantreno CuaH1o confirmacion de Supelco
sospechoso en GC-Q-MS
1,10 Fenantrolina Reactivo para la medida del
cloruro - Merck
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Formula

Reactivo Uso Proveedor
molecular
Patron analitico para
o-Fenilfenol Ci12H100 confirmacion de Sigma-Aldrich
sospechoso en GC-Q-MS
Patron analitico (MIX) para
Fluoreno CizHio confirmacion de Supelco
sospechoso en GC-Q-MS
Folin-Ciocalteu B Reactivc_) para la medida de Merck
polifenoles totales
. Reactivo procedente de la . )
Fosfato de potasio KoHPO4 receta de agua simulada Riedel-de-Haén
- Reactivo procedente de la
Goma arabiga -- . Panreac
receta de agua simulada
Patron analitico para
Hexaclorobenceno CsCls confirmacion de Sigma-Aldrich
sospechoso en GC-Q-MS
Hidrogeno ftalato Reactivo para la calibracién
de potasio CoHsKOs del COD Fluka
H'd(r:gi(égoo de Ca(OH) Coagulacion/floculacion Panreac
Hidroxido de NaOH Ajuste de pH 3. T. Baker
sodio
Hexano CeH14 Disol\ll?ntg para e>_<traccic’)n Panreac
iquido-liquido
Laurilsulfato de Reactivo procedente de la . .
sodio C12HzsNa04S receta de agua simulada Sigma-Aldrich
Lignosulfonato B Reactivo procedente de la Sigma-Aldrich
sodico receta de agua simulada
Metanol (MeOH) CHs0OH Preparacién de patrones J. T. Baker
Patr6n analitico (MIX) para
Naftaleno CioHs confirmacion de Supelco
sospechoso en GC-Q-MS
Inhibidor nitrificacion en
N-Aliltiourea CH;=CHCH;NHCSNH; ensayo de Aldrich
biodegradabilidad
Estudio de la influencia de
un componente
Nitrato de potasio KNO3 represe_ntatlvo de aguas Aldrich
residuales en la
recuperacion de amonio por
destilacion por membranas
Nitrégeno técnico N Evaporacion de muestras y Carburos
industrial 2 eliminacion de ozono metalicos
Patron analitico para
Octaazufre Ss confirmacion de Sigma
sospechoso en GC-Q-MS
Pentaclorofenol CsHCIsO Contamlr_@nte mod,elo Y Sigma
preparacion de estandar
Reactivo procedente de la
Peptona - . Panreac
receta de agua simulada
Perdxido de Agente oxidante utilizado . .
hidrégeno H20; en Fenton y foto-Fenton. Sigma-Aldrich
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Reactivo Formula Uso Proveedor
molecular
Patron analitico para
Pirimetanil Ci2H13N3 confirmacion de Sigma
sospechoso en GC-Q-MS
MP
QUIFLOC 225-K - Coagulante comercial Medioambiente
S.L.
MP
QUIFLOC NT- - Coagulante comercial Medioambiente
520
S.L
MP
?A\ngégg -- Floculante comercial Mediosanljbiente
MP
QUIFLOC -- Floculante comercial Medioambiente
2030/W SL
MP
QUIFLOC AC- - Floculante comercial Medioambiente
6010
S.L
Solucion de Reactivo para la medida del
titanio (1V) TiOSO, H.0 Fluka
oxisulfato 22
Sulfato de amonio (NH4)2SO4 Reactivo procedgnte de la Panreac
receta de agua simulada
Sulfato de calcio Reactivo procedente de la
dihidratado CaS0s - 2H:0 receta de agua simulada Panreac
Sulfato de hierro Reactivo empleado en
Il Fe2(S04)3-H20 . Panreac
: reacciones de foto-Fenton
monohidratado
Sulfato de Extrac_cién quuido-ll’qui_d,o
magnesio MgSO, y reactivo para preparacion Panreac
de agua simulada
Extraccién liquido-liquido
Sulfato de sodio Na2SO4 y reactivo para preparacion Panreac
de agua simulada
Terbutrina CioH1sNsS Contaminante modeloy | ;0 Ajgrich
preparacion de estandar
Patrén analitico para
Tonalida Ci1sH260 confirmacion de Sigma
sospechoso en GC-Q-MS
Patrén analitico para
Tramadol CasHzNO; " Ss::ff(')ggaecr:ofc‘j%l Sigma-Aldrich
QTOF-MS
Patrén analitico para
Trifenilfosfato CigH1504P confirmacion de Supelco
sospechoso en GC-Q-MS
Patrén analitico para
Valsartan C24H29N505 confirmacion de Sigma-Aldrich

sospechoso en LC-ESI-
QTOF-MS

-114 -




MATERIALES Y METODOS

I11.1.2. Aguas residuales
La experimentacion de esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo con diferentes aguas

residuales industriales y municipales reales y/o simuladas.

Por un lado, el agua desmineralizada empleada en diversas medidas analiticas y ensayos
de eliminacion de microcontaminantes (MC) se obtuvo del sistema de desmineralizacion
de la PSA: conductividad inferior a 10 uS/cm, CI" = 0,7-0,8 mg/L, NO3 = 0,5 mg/L y
cantidad de carbono orgénico inferior a 0,5 mg/L.

Con objeto de ir complicando la matriz acuosa de cara a la evaluacion de la eficiencia en
la eliminacion de los MC, se utilizé Agua natural de la PSA procedente de mezclar 50%
de agua del grifo de la PSA (especialmente dura y con contenido elevado de sulfatos y
cloruros, alrededor de 200 mg/L y 300 mg/L, respectivamente) y 50% de agua

desmineralizada. Sus caracteristicas se presentan en la siguiente Tabla:

Tabla I11.2. Caracterizacion del agua natural de la PSA.

Aqguas Simuladas

Parametros Valores
pH 7,7
Conductividad, mS/cm 11
DOC, mg C/L 14
Ca%", mg/L 29,7
Mg?*, mg/L 28,8
K*, mg/L 3,6
Na*, mg/L 235,1
NOs, mg/L 3,8
SO4*, mg/L 99,6
CI', mg/L 149 4

- Agua natural simulada: Este tipo de agua se prepar¢ fresca para cada tanda de
ensayos segun la receta publicada en American Standard Methods (1998): 96 mg/L
de NaHCO3, 60 m/L de CaS04.2H-0, 60 mg/L de MgSO4 y 4 mg/L de KCI. Para
aquellos casos en los que se decidi6 eliminar el contenido de carbonatos vy
bicarbonatos, por su capacidad de reaccionar y atrapar a los radicales hidroxilo vy,
por tanto, de reducir la eficiencia en la eliminacion de contaminantes mediante la
aplicacién de PAO, se afiadieron 81 mg/L de Na2SOs en lugar de NaHCO3 a la
receta.
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- Agua simulada de salida del tratamiento secundario de una EDAR: Se siguid la
receta de Zhang y col. (2007), cuyos componentes se muestran en la siguiente Tabla
(aportando 10 mg/L de COD):

Tabla I11. 3. Composicion del agua simulada de salida del tratamiento secundario

de una EDAR.
Componentes Concentracién (mg/L)
Compuestos orgénicos
Extracto de carne 1,8
Peptona 2,7
Acido htimico 42
Acido tanico 4,2
Lignosulfonato s6dico 2,4
Laurilsulfato de sodio 0,9
Goma arabiga 4,7
Acido arabigo 5,0
Sales
NaHCO3 96,0
CaS04-2H20 60,0
MgSO4 60,0
KCI 40
(NH4)2S04 23,6
K2HPO4 7,0

Todas las aguas simuladas se prepararon el dia previo a los experimentos y se dejaron
mezclar durante la noche para asegurar la solubilidad completa de todas las especies.

Aquas residuales reales

Los lixiviados de vertedero estudiados se recogieron de un vertedero municipal del
municipio de Vila Real, al norte de Portugal, el cual recibe 75,000 toneladas de desechos
domeésticos por afio, aproximadamente, y lleva en funcionamiento desde el afio 2000. La
caracterizacion de estos lixiviados se muestra en la Tabla 111.4. Como se puede observar,
se trata de un lixiviado de vertedero antiguo que presenta una alta toxicidad y una carga
organica no muy elevada pero no biodegradable y, por tanto, recalcitrante a un tratamiento

biolégico convencional.
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Tabla 111.4. Caracterizacion de los lixiviados de vertedero.

PARAMETROS VALORES
pH 8,5
Turbidez, NTU 96
Conductividad, mS/cm 31,4
COD, mg C/L 1860
DQO, mg O,/L 9387
NT, mg N/L 4854
Hierro total, mg Fe/L 7,2
Cl', mg/L 2603
NO,", mg/L 44,8
NOs, mg/L 83,8
PO*, mg/L 116,5
SO+, mg/L 210,8
Na*, mg/L 1921
NH.*, mg/L 3048
K*, mg/L 1833
Mg?*, mg/L 473
Ca%", mg/L 33,0
Glicolato, mg/L 95,5
Acetato, mg/L 48,5
Formiato, mg/L 138,5
Toxicidad aguda, % 85
Biodegradabilidad* 0,06

*Biodegradabilidad (medida por respirometria) = (DQO/DQO)

Para llevar a cabo el tratamiento biol6gico de estos lixiviados, se utilizé agua residual de
entrada al tratamiento secundario de la EDAR de “El Toyo” en Almeria (Espana). Dicha
agua presenta la siguiente caracterizacion: pH, 7,45, valores de COD, DQO y TN medios
de 106,0 mg C/L, 513,5 mg O2/L y 124,1 mg N/L, respectivamente. Las concentraciones
medias de los cationes y aniones fueron: 109,9 mg N-NH4*/L, 203,1 mg Na*/L, 35,3 mg
K*/L, 42,2 mg Mg?*/L, 73,5 mg Ca?*/L, 373,0 mg CI/L, 2,3 mg NO/L, 2,7 mg Bri/L,
3,4 mg NO37/L, 73,4 mg POs*/L y, por Gltimo, 64,6 mg SO+*>/L.

Se recogieron aguas residuales de salida del tratamiento secundario de una EDAR de
Maia (Oporto, Portugal), para evaluar el porcentaje de recuperacion de amonio de un agua
de salida de un bioldgico bajo condiciones de operacion Optimas. Las principales

caracteristicas de esta agua se presentan en la Tabla I11.5.
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Tabla I11.5. Caracterizacion del agua de salida de la EDAR de Maia (Oporto, Portugal).

PARAMETROS VALORES
pH 7,2
Conductividad, mS/cm 0,7
COD, mg C/L 34,4
Na*, mg/L 39,2
K*, mg/L 8,1
NH.4*, mg/L 21,7
Mg?", mg/L 7,7
Ca%", mg/L 19,4

Para la evaluacion del aprovechamiento y aplicacion de residuos procedentes del
procesado de aceituna en procesos de foto-Fenton solar, se empled alpechin recogido
directamente de una planta de procesado de aceitunas ubicada en Tabernas (Almeria,
Espafia). La Tabla 111.6 presenta las principales caracteristicas de los dos lotes de alpechin

que se han usado en esta Tesis Doctoral.

Tabla I11.6. Caracterizacién de los dos lotes de alpechin utilizados.

PARAMETROS 1 2
pH 4.4 45
Conductividad, mS/cm 20,1 27,1
COD, gC/L 28,7 45,7
DQO, g O./L 93,3 136,9
Polifenoles, g/L 6,3 9,5

111.1.3. Sustancias humicas
Sustancias humicas aisladas y cedidas por el grupo de la Prof. Ana M. Amat de la
Universidad Politécnica de Valencia, Campus de Alcoy, fueron utilizadas en el proceso
de foto-Fenton solar a pH neutro y comparadas con el empleo de alpechin como agente
complejante del hierro. La obtencion de las sustancias humicas se llevé a cabo a partir de
alperujo procedente de la extraccion del aceite de oliva en dos fases de una almazara del
municipio de Millena (Alicante, Espafia), como residuo de partida. En primer lugar, se
Ilevé a cabo una digestion basica. Para ello, a 125 g (peso seco) del material de partida se
le afadieron 0,5 L de una disolucion de KOH de concentracion variable segun el pH
deseado (entre 7 y 13). La mezcla se calenté a 65 °C, manteniéndose en agitacion
(aproximadamente 400 rpm) durante diferentes tiempos (4 y 24 horas). Transcurrido este

tiempo se pard la agitacion y el calentamiento y se dejé la mezcla en reposo durante toda
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la noche. La mezcla procedente de la digestion se sometid a un primer filtrado de gruesos
con la finalidad de eliminar la fraccion insoluble que ain permanecia en la mezcla. A
continuacion, los 5 L de solucion se sometieron a ultrafiltracion a través de tres
membranas ceramicas con tamafos de poro de 300 kg/mol, 150 kg/mol y 50 kg/mol. Por
ultimo, la materia humeda procedente de la ultrafiltracion (retentato) se secé en una estufa
a 65°C durante 48 horas. En las sustancias obtenidas se observd cierto contenido
inorganico, probablemente debido a la presencia de sales procedentes del KOH. Por ello,
se decidi6 someterlas a un proceso de didlisis empleando membranas de celulosa de
12000 Da de tamafio de poro (Sigma-Aldrich). La solucion en el interior de la membrana
se secO en estufa a 65°C hasta eliminar todo el contenido acuoso. Se obtuvieron,

aproximadamente, 0,8 g de sustancia tras la dialisis.

I11.1.4. Microcontaminantes organicos seleccionados
Se seleccionaron cuatro MC modelo (Tabla 111.7) listados en las Directivas 2013/39/CE
y 2008/105/CE. Estos MC son de especial relevancia y han sido identificados por dicha
normativa como especialmente preocupantes o bien como responsables de riesgos
especificos y cuantificados en el medio acuatico. Se seleccionaron teniendo en cuenta su
diferente estructura y aplicacion, su solubilidad en agua y su estabilidad en el medio
ambiente. El seguimiento de la degradacion de estos compuestos se llevé a cabo mediante
cromatografia de liquidos de ultra-alta resolucién con detector UV de matriz de diodos
(UHPLC-UV/DAD). La degradacion de estos MC mediante foto-Fenton solar se estudid
a dos niveles de concentracion, 200 pg/L (800 pg/L como suma de todos) y 40 pg/L (160

pg/L como suma).

Tabla I11.7. Principales caracteristicas de los MC organicos seleccionados.

Pentaclorofenol (PCP)
Nombre sistematico (IUPAC) | 2,3,4,5,6 — pentaclorofenol
N° CAS 87-86-5 C |
Férmula C5C|50H / CsHC|5O
Peso molecular, g/mol 266,34 Cl Cl
Solubilidad (20°C), mg/L 10
Tipo Plaguicida Cl OH
Maxima absorcién, nm 220

-119 -



MATERIALES Y METODOS

Terbutrina (TBT)

Nombre sistemético (IUPAC) | N2-tert-butil-N4-etil-6-

(metilsulfanil)-1,3,5-triazina-

2,4-diamina
N° CAS 886-50-0 H3C’S N\ N'H<‘;H3
Férmula CioH1oNsS F H;
Peso molecular, g/mol 241,36 \g/ CH,
Solubilidad (20°C), mg/L 25
Tipo Herbicida/triazina A
Maxima absorcion, nm 230

Diclofenaco (DCF)

Nombre sistemético (IUPAC) | 2-[2-(2,6-

dicloroanilino)fenil]acido

acético
N° CAS 15307-79-6 cl
Férmula Cl4H11C|2N02
Peso molecular, g/mol 296,15 HO OHN
Solubilidad (25°C), mg/L 2,37
Tipo Antiinflamatorio cl
Maxima absorcién, nm 285

Clorfenvinfos (CVP)

Nombre sistematico (IUPAC) | (EZ)-2-cloro-1-(2,4-

diclorofenil)vinil dietil fosfato cl CH,
N° CAS 470-90-6 0)
Férmula C12H14C|304P |
Peso molecular, g/mol 359,56 /ﬁ\o/\CHs
Solubilidad (20°C), mg/L 124
Tipo Insecticida/acaricida cl :
Maxima absorcion, nm 240

Fuente: Pesticide Properties DataBase (PPDB). The PubChem Project.

111.2. Técnicas analiticas convencionales

111.2.1. Cromatografia iénica (CI)

Fundamento tedrico vy descripcion del equipo

La cromatografia ionica o cromatografia de intercambio ionico es una modalidad de
cromatografia liquida que permite la separacion de iones y moléculas polares basada en
sus propiedades de carga eléctrica. Se puede aplicar al estudio de proteinas grandes,
nucledtidos o aminoacidos pequefios, pero en general, puede ser usada para la
determinacion de casi cualquier tipo de molécula cargada. Se compone de dos fases, la
fase estacionaria o intercambiador iénico y la fase mdvil o disolvente. Como fase

estacionaria se emplea una resina de intercambio iénico, de elevada masa molecular y

-120 -



MATERIALES Y METODOS

esencialmente insoluble. EI fundamento de la separacion esta basado en el equilibrio de
intercambio i6nico entre los iones de una disolucion y los iones del mismo signo que se
encuentran en la superficie de la resina. Las columnas cromatograficas poseen grupos de
anclaje cargados como sitios activos que retienen en mayor o menor grado a los analitos
en funcion de sus interacciones ionicas (polaridades). Dependiendo de la naturaleza del
ion retenido, las resinas de intercambio catidnico presentan grupos de acido sulfonico
(H*SOg", &cido fuerte) o grupos de acido carboxilico (H*COO", acido débil). Las resinas
de intercambio anidnico contienen grupos amino terciarios (N(CH3)**OH-, muy basicos)
0 grupos amino primarios (NH3*OH", bases débiles). Por otro lado, las fases mdviles
empleadas suelen ser soluciones acuosas con cierta cantidad de algun disolvente organico
miscible (como el metanol). Los iones del analito compiten con los iones de la fase movil
por lo puntos activos del relleno del intercambiador idnico (resina). Las fases moviles
mas utilizadas para la medida de aniones normalmente contienen bicarbonato/carbonato,
hidroxido o una mezcla de acido bdrico y tetraborato, mientras que las fases méviles
utilizadas para la medida de cationes contienen normalmente &cido sulfurico, acido
metanosulfonico o &cido clorhidrico. En este trabajo, se utilizd como fase movil
bicarbonato sddico (0,53 g/L) para la medida de aniones y acidos carboxilicos y una
mezcla de acetona (9%), piridina (0,75%) y acido nitrico 2M (0,085%) disueltos en agua
Milli-Q para la determinacion de cationes y aminas. Para la regeneracion de la columna
de aniones se utiliz6 una disolucion de &cido sulfurico (1%) en agua Milli-Q.

En CI se pueden emplear una amplia gama de detectores donde se registra la sefal
obtenida respecto al tiempo. El resultado es un cromatograma donde la posicion de los
maximos indica el ion presente (analisis cualitativo) y el area corresponde a la
concentracion de cada ion en la disolucién (andlisis cuantitativo). El detector puede ser
de UV, amperométrico, etc., y, en ciertos casos, de fluorescencia, pero sin duda, el
detector de conductividad eléctrica es el mas popular debido a su selectividad, amplio
margen de aplicabilidad, bajo coste y simplicidad de operacion. Este registra cualquier
aumento en la conductividad eléctrica de la fase movil cuando el analito atraviesa el
detector una vez separado en la columna de intercambio idnico. Otra ventaja de estos
detectores es que son universales para especies cargadas, respondiendo de una forma
predecible a los cambios de concentracion, por lo que poseen una elevada sensibilidad.
Sin embargo, existe una limitacion procedente de la alta concentracion de electrolito

requerida para eluir la mayoria de los iones o0 analitos en un tiempo razonable. Por esta
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razon la conductividad de la fase mévil puede enmascarar a los analitos reduciendo asi la
sensibilidad del detector. Este problema se resolvié en 1975 mediante el uso de una
supresora de membrana en la que el eluyente y la disolucion supresora fluyen en
direcciones opuestas a ambos lados de unas membranas permeables de intercambio
ionico, convirtiendo el eluyente en una forma no ionica, de tal forma que los analitos

pueden detectarse por su conductividad con mayor sensibilidad.

La deteccion y cuantificacion de aniones, cationes, aminas y &cidos carboxilicos en esta
Tesis Doctoral, se llevd a cabo en un cromatografo idnico Metrohm 1C850 provisto de un
muestreador automatico Metrohm 858 (6.2041.440) (Figura I11.1). EI tiempo total de
andlisis fue de 47 minutos. La cuantificacion de los analitos se realiz6 mediante
calibracién interna. Para ello se prepararon rectas de calibrado en un rango de
concentracion de 0.1-20 mg/L, para aniones, cationes y aminas, y de 0,1-5 mg/L, para

acidos carboxilicos.

Figura 111.1. Cromatografo iénico Metrohm 1C850 y Metrohm 858 utilizados en este

trabajo.

Procedimiento

El buen funcionamiento y calibracién del equipo se comprobé diariamente mediante el
andlisis de disoluciones patron de cada uno de los iones estudiados. Las muestras se

filtraron a través de un filtro de Nylon con un tamafio de poro de 0,22 pm
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(MilliporeMillex® GN) antes del andlisis. Las muestras se diluyeron, cuando fue
necesario, considerando los valores de calibracion interna del equipo y el elevado

contenido en ciertas sales. La Tabla 111.8 muestra las condiciones operativas del sistema.

Tabla 111.8. Condiciones de operacion y fase mavil para la medida de aniones, cationes,

aminas y acidos carboxilicos.

Aniones
Cationes (F, Cl, NO2, Br, NOgz, PO4*,
(Na*, NH4*, K*, Mg?, Ca?") S04?%)
lones Aminas Acidos carboxilicos
(Metilamina, etilamina, (Glicolato, acetato, propionato,
dimetilamina + propilamina, formiato, piruvato,
trimetilamina) dicloroacético, maleato,
oxalato)
METROSEP A
Columna '\gSTORffgfni‘;'zf’SO/ I‘L'O Trap 1-100/4.0
' Yol (100 x 4 mm) y 570 um
Caudal, ml/min 0,9 0,7
Temperatura, °C Temperatura no controlada 45

Solucién compuesta por:
90 mL acetona
Eluyentes 850 pL acido nitrico 2M Solucion Na,COs 5mM
7,5 mL/L &cido piridina-
2.6 dicarboxilico

H2S04 26,7 ml/L

Supresion quimica - C2H,04- 2 H,0 12,6 g/L

111.2.2. Andlisis del Carbono Organico Disuelto (COD) y Nitrégeno Total
(NT)
Fundamento tedrico y descripcidn del equipo

La eficiencia de los tratamientos estudiados se evalu0, entre otros parametros, mediante
la medida del Carbono Organico Disuelto (COD). Este parametro se determina mediante
la diferencia entre el Carbono Total (CT) y el Carbono Inorganico Total (CIT). Para ello
se emple6 un analizador de Carbono Organico Total (Shimadzu, modelo TOC-VCSN)
provisto de un muestreador automatico ASI-V acompafiado de un detector infrarrojo no
dispersivo (NDIR) (Figura I11.2). Ademas, el equipo estad provisto de un modulo de
Nitrogeno Total (Shimazdu TNM-1) para la determinacion de nitrogeno total (NT)

presente en las aguas residuales de forma simultanea con la medida del COD.
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Figura I11.2. Fotografia del analizador de carbono orgénico total Shimadzu TOC-

VCSN con el sistema analizador de nitrégeno total TNM-1.

El andlisis de CT se llevo a cabo en un tubo relleno de un catalizador de platino soportado
sobre bolas de alimina, donde se realiza la combustion de las muestras a una temperatura
de 720°C. La oxidacion del CT presente en la muestra genera una cantidad equivalente
de CO., que es arrastrado por aire de alta pureza (flujo de 150 mL/min), enfriado y secado
mediante un deshumidificador. Finalmente, es analizado en el NDIR. La cantidad de

carbono presente en la muestra es proporcional al area del pico registrada.

La medida de CIT se lleva a cabo en la jeringuilla de inyeccion. Se burbujea aire en
presencia de acido clorhidrico (25% p/V) y se produce la descomposicion de los
carbonatos y bicarbonatos (CIT) presentes en la muestra, generando CO2, que es
procesado en el NDIR de la misma forma que el CT. La relacion lineal existente entre el
area calculada por el procesador de datos y la concentracion correspondiente de CTy CIT
permite una cuantificacion basada en rectas de calibracion internas. Estas rectas se
elaboran utilizando disoluciones estandar preparadas en agua desmineralizada (sistema
Milli-Q), de hidrégeno ftalato de potasio para el CT (conteniendo unas gotas de acido
sulflrico para evitar contaminacién atmosférica de CO2) y una disolucién de carbonatos
en la que la mitad de los carbonos proceden de carbonato sédico y la otra mitad de
bicarbonato sddico para el CIT. Los rangos correspondientes a las rectas de calibracion
realizadas para el CT y el CIT son los siguientes: 1-10, 10-50, 50-250, 250-1000 y 1000-
2500 mg/L, y 0,5-5, 5-20, 20-80, 80-200 y 200-500 mg/L, respectivamente.

La medicién del NT se realizd6 mediante quimioluminiscencia de nitrégeno total al

reaccionar con 0zono (Os). Las muestras conteniendo nitrégeno se queman produciendo
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monoxido de nitrogeno y didxido de nitrégeno. Las especies de nitrdgeno reaccionan con
ozono para formar un estado excitado de dioxido de nitrogeno. Al regresar a un estado
relajado, la energia se emite en forma de luz, y de este modo, el NT se mide usando un
detector de quimioluminiscencia. Para la determinacion de NT se emplearon dos rectas
de calibrado preparadas a partir de una disolucion de nitrato potasico, en los rangos de 1
a10 mg/L y de 10 a 100 mg/L.

Para todas las rectas de calibracion, los coeficientes de regresion lineal obtenidos son

proximos a 1y la desviacién estandar del equipo es del 2%.
Procedimiento

El tratamiento previo de la muestra para la medida de COT y NT es muy sencillo,
consistiendo en la retirada de los solidos en suspensién presentes en la muestra. En este
sentido, a esta medida ya no se le denomina COT sino COD (Carbono Orgéanico Disuelto).
El andlisis consiste en la filtracion de unos 15-20 mL de muestra a través de un filtro de
Nylon con un tamafio de poro de 0,22 um (MilliporeMillex® GN). A continuacion, las
muestras se introducen en un vial especifico compatible con el muestreador y se produce
la inyeccion automatica de la muestra, realizdndose la medida de COD por diferencia
entre el CT y el CIT, tal y como se detalla arriba. Cada medida estuvo basada en dos
inyecciones con una variacion maxima del 2% entre ellas, de lo contrario se realiza una
tercera inyeccion. Esto lo realiza automaticamente el sistema en atencién a los limites de
variacion que se le programen. Teniendo en cuenta los valores de calibracion interna del

equipo, las muestras fueron diluidas cuando fue necesario.

Periddicamente se realizaron medidas de disoluciones patron para la comprobacién del
correcto funcionamiento y calibracion del equipo.

111.2.3. Medida de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Fundamento tedrico y descripcidn del equipo

Las medidas de DQO se realizaron para la caracterizacion de las aguas residuales y la
evaluacion de los tratamientos realizados. La DQO determina la cantidad de oxigeno
necesario para oxidar la materia organica en una muestra de agua residual bajo
condiciones especificas de agente oxidante, temperatura y tiempo. Para ello, las

sustancias oxidables presentes en la muestra se oxidan con una solucién caliente de
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dicromato potasico y sulfato de plata como catalizador. Después de dos horas de digestion
a 148°C, se determina fotométricamente la concentracion de los iones Cr3* (de color
verde) generados a partir del dicromato consumido (color amarillo-naranja). La norma

que regula el protocolo de esta metodologia es la ISO 15705, y es andlogo a EPA 410.4.

Para esta determinacion, existen kits comerciales asociados a sistemas de digestion que
permiten una rapida deteccion y cuantificacion de los valores de DQO en muestras reales.
En este trabajo se utilizaron tres kits comerciales (Spectroquant®, Merck) que difieren en
el rango de medida: 4-40 mg Oo/L (ref. 1.114560.0001), 25-1500 mg Oo/L (ref.
1.14541.0001) y 500-10000 mg Oo/L (ref. 1.14555.0001). Para la digestion se utilizd un
Termorreactor TR 300 de Merk y para la cuantificacion se utiliz6 un espectrofotometro
Spectroquant® NOVA 30 de Merk (Figura I11.3).

g 3 i
4/.3-’«/ | mesl
== w,—/.

4 e L/M
Y T

Figura I11.3. Termorreactor TR 300 de Merk y espectrofotometro NOVA 30 de Merk
para la medida de la DQO.

Procedimiento

En primer lugar, se homogeniza la muestra y, en los casos que corresponda, se filtra
(filtros de jeringa Nylon MilliporeMillex® de 0,22 um) y se diluye, si es preciso, para
que el valor esperado se encuentre comprendido entre los limites de cuantificacion de
cada kit. A continuacion, se toma el tubo de reaccidn que contiene dicromato potésico y
sulfato de plata y se agita por balanceo hasta que los sélidos depositados en el fondo
(sulfato de plata) se disuelven completamente. Seguidamente, se afiaden 3 mL (rango bajo
de medida) o 1 mL (rango alto de medida) de muestra, dependiendo del kit utilizado, se

agita vigorosamente y se introduce en el termorreactor a 148°C durante 2 horas.
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Finalizada la digestion, se saca la cubeta caliente y se coloca en un soporte estable para
su enfriado. Pasados 10 min, se agita la cubeta por balanceo y se deja enfriar a temperatura
ambiente (30 min). Por ultimo, se mide la absorbancia en el espectrofotdmetro a una

longitud de onda de 445 nm.

El buen funcionamiento y la calidad de las medidas de DQO se evalué mediante el uso
de una recta de calibrado para cada uno de los kits de medida. Para ello, se prepararon
disoluciones de concentracion conocida de hidrégeno ftalato potasico, que se corresponde
con una DQO tedrica conocida (todas las medidas se hicieron por triplicado). Las rectas

de calibrado obtenidas a partir de dichos datos son las siguientes (Ecuaciones I11.1, 111.2
y 11.3):

Rango 4-40 mg O2/L

DQO (mg/L) = -45,15 x Absorbancia + 47,249 (Ec. 111.1)
R?=0,9909

Rango 25-1500 mg O2/L

DQO (mg/L) = 1674,6 x Absorbancia -39,024 (Ec. 111.2)
R?=0.9989

Rango 500-10000 mg O-/L

DQO (mg/L) = 4498,5 x Absorbancia -157,98 (Ec. 111.3)

R?=0,999

111.2.4. Determinacion de hierro mediante espectrofotometria (1SO 6332)

Fundamento tedrico y descripcidn del equipo

La determinacion de hierro en disolucién es imprescindible para asegurar el correcto
funcionamiento del tratamiento mediante foto-Fenton. Tal determinacion esta basada en
la formacion de un complejo quelato de Fe?* con fenantrolina (1,10-fenantrolina)
siguiendo el método espectrofotomeétrico reflejado en la norma 1SO 6332:1988. El
complejo formado adquiere un color naranja-rojizo y presenta un maximo de absorbancia
a 510 nm. La formacion del complejo se da en un intervalo de pH comprendido entre 2 y
9. Aunque el rango de pH es amplio, para asegurar la formacion del complejo Fe?*-
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fenantrolina es necesario mantener un pH entre 3y 3,5, con lo que la medida se lleva a
cabo en una solucion tampon (4cido acético/acetato). La absorbancia del complejo Fe?*-

fenantrolina es proporcional a la concentracion de ion ferroso.

Durante los experimentos de foto-Fenton solar, debido a la presencia del agente oxidante
H202, la mayor parte del hierro disuelto se encuentra como ion férrico. Una estrategia
para medir el hierro total es agregar un agente reductor, como el acido ascérbico, para
reducir el hierro férrico a hierro ferroso. La medida del hierro antes y después de afiadir

el agente reductor permite determinar la concentracion de hierro ferroso y férrico.

Existen publicados diferentes procedimientos que se aplican para la eliminacion de
interferencias de este método (APHA, 1998), tales como presencia de otros agentes
oxidantes (como el peroxido de hidrdégeno) que oxidan al ion ferroso a férrico y no forma
complejo con la fenantrolina, metales pesados que forman complejos con la fenantrolina
(como Zn?*, Co?*, Cu?*, Ni** 0 Cr®") o que precipitan con ella (como Ag?*, Bi**, Cd?",
MoOs%). No obstante, en este trabajo de investigacion, la principal interferencia

observada en la medida espectrofotométrica fue debida al color de las muestras.
Procedimiento

Para la medida de hierro total en disolucion se tomaron 4 mL de muestra previamente
filtrada por un filtro de Nylon de 0,22 um de tamafo de poro y se afiadieron: 1 mL de una
disolucion de 1g/L de 1,10-fenantrolina, 1 mL de una disolucién tamp6n (250 g/L de
acetato amonico y 700 ml/L de &cido acético en agua destilada) y una espéatula de acido
ascorbico, para favorecer que el ion férrico se reduzca a ion ferroso y forme el complejo
Fe?*-fenantrolina. La absorbancia de la disolucion se midi6 en un espectrofotometro
(T60U, PG Instruments Ltd.) a 510 nm y empleando una cubeta de un 1 cm de paso de
luz (Figura I11.4). Para las muestras no coloreadas, el ajuste del cero del equipo se realizd
con agua desmineralizada, mientras que si las muestras presentaban color, la medida del
cero se realizé utilizando la misma muestra, pero reemplazando la fenantrolina por agua

desmineralizada, compensando asi las interferencias de color.
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Figura I11.4. Espectrofotometro T60U, PG Instruments Ltd.

La concentracion de hierro total en disolucién se calculé a partir de los datos de
absorbancia obtenidos en el espectrofotdmetro mediante una recta de calibrado externa
(Ec. I111.4). El rango de concentraciones de dicha recta fue de 0,25 a 10 mg/L de hierro.
Si la concentracion esperada era superior a 10 mg/L se efectu6 la correspondiente dilucion

de la muestra.
Fetota (Mg/L) = (7,7447 x Absorbancia — 0,0781) - factor de dilucion (Ec. 111.4)

R?=0,9999

111.2.5. Determinacion de perdxido de hidrégeno

Fundamento tedrico y descripcién del equipo

El peroxido de hidrégeno (H202) es un reactivo consumido en el tratamiento mediante
foto-Fenton, por lo que su determinacion a lo largo del proceso es fundamental para la

evaluacion de la eficiencia de la oxidacion quimica.

En este trabajo se ha empleado un método espectrofotométrico basado en la utilizacion
de oxisulfato de titanio (IV), de acuerdo con la norma DIN38402H15. El método esta
basado en la reaccion entre el H202 y el TiOSO4 (reacciones 111.1y 111.2) y la consiguiente
formacion de un complejo estable de color amarillo. Este complejo se mide
espectrofotométricamente, teniendo una absorcion maxima a 410 nm (Mufoz y col.,
1990).

Ti0S04(s) + 5Hy0 = [Ti(OH)3(H20)3]{ae) + HSOyacy (Reac. 111.1)
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[Ti(0H)3(H20)3](ac) + H20, = [Ti(02)(OH)(H20)3] {50y + 2H,0  (Reac. 111.2)
Procedimiento

El procedimiento consiste en tomar 5 mL de muestra filtrada (filtro de jeringa Nylon
MilliporeMillex® de 0,22um) y afiadir 0,5 mL de solucion de oxisulfato de titanio (IV).
Esta solucidn se utiliza tal cual se recibe de Riedel de Haén, Alemania (pureza: 1,9-2,1%).
La reaccidn es inmediata y el complejo que se forma es de color amarillo, siendo estable
hasta un maximo de 10 horas. La absorbancia se mide a 410 nm en un espectrofotdmetro
(T60U, PG Instruments Ltd) (Figura 111.4). La concentracién de H20- en las muestras se
calcul6 mediante una recta de calibrado obtenida a partir de los datos de absorbancia
medidos mediante diferentes disoluciones patron de concentracidn conocida. El rango de
concentracion de la recta fue de 0,5 a 60 mg/L de H20- (Ec. Ill. 5). Si la concentracién

esperada era superior a 60 mg/L se efectuaba la correspondiente dilucion de la muestra.
H20, (mg/L) = (43,367 x Absorbancia + 0,16) - factor de dilucion (Ec. 111.5)

R?=0,9998

111.2.6. Medida de turbidez

Fundamento tedrico y descripcion del equipo

La turbidez es una medida del grado en el cual el agua pierde su transparencia debido a
la presencia de particulas en suspensién. Se mide en Unidades Nefelométricas de
Turbidez (Nephelometric Turbidity Units; NTU).

La mayoria de los turbidimetros aplican la deteccion nefelométrica a 90°, una técnica
considerada extremadamente sensible a particulas dispersas, de una amplia diversidad de
tamarios de particula. En concreto, los turbidimetros nefelométricos miden la intensidad
de luz dispersada a 90° cuando un rayo de luz pasa a través de una muestra acuosa. Existen
algunas interferencias a considerar en las mediciones de turbidez, como la presencia de

residuos flotantes o sedimentos, la coloracion de las muestras y las burbujas de aire.

El equipo utilizado, Turbidimetro Hach modelo 2100N (Figura I11.5), cumple con el
método 180.1 de la EPA. Dispone de una lampara LED como fuente emisora de luz a 525

nm y dos sensores dispuestos con angulos a 90° y 180° para la luz dispersa y luz
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transmitida. La medida de la turbidez se calcula teniendo en cuenta las dos sefiales que

Ilegan al detector, mediante un célculo algoritmico.
V a

Figura I11.5. Turbidimetro Hach modelo 2100N.

Procedimiento

La evaluacion y optimizacion de los procesos de coagulacion/floculacion (C/F) llevados
a cabo en este trabajo se estudié en parte midiendo la eficiencia en la eliminacion de la

turbidez de las muestras.

Para tal medida, la muestra es introducida en un vial compatible con el turbidimetro,
recogiéndose los valores de NTU correspondientes inmediatamente después de la
introduccién del vial en el equipo, para asi evitar la sedimentacion de particulas en

suspension.

Previo a las medidas, la calibracién del equipo se realizé utilizando un Kit de calibracion
(StablCalTM), que contiene estandares de formazina (0,1, 20, 200, 1000 y 4000 NTU).
Estos estandares se mantienen estables durante un afio. La calibracion se realizo al menos

cada tres meses o en funcion del uso.

111.2.7. Medida de pH
Las medidas se realizaron utilizando un pH-metro modelo GLP 22 de Crison con un
electrodo 50 10 T (Hach®) integrado y un pH-metro portatil LAQUAact D-72 (Horiba
Scientific) con un electrodo 9615S (Horiba Scientific) integrado (Figura 111.6). Para la
calibracion semanal del pH-metro se utilizaron disoluciones tamponadas de pH 9,21, 7 y
4,01 (Crison). Las medidas de pH se realizaron de forma directa hasta conseguir la

estabilizacion de las mismas.
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Figura I11.6. a) pH-metro GLP 22 de Crison y b) pH- metro portatil LAQUAact D-72
de Horiba.

111.2.8. Medida de conductividad
Las medidas se realizaron utilizando un conductimetro modelo GLP 31 de Crison (Figura
I11.7) con un electrodo 52 92 (Crison) integrado con un sensor C.A.T. de temperatura Pt
1000 55 31 (Crison). Para la calibracion semanal del conductimetro se utilizaron
disoluciones de 1413 uS/cm y 12,88 mS/cm de conductividad (Crison). Las medidas de
conductividad se realizaron de forma directa hasta conseguir la estabilizacion de las

mismas.

Figura I11.7. Conductimetro GLP 31 de Crison.
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111.2.9. Método de Folin-Ciocalteu para la determinacién del contenido
fenolico total
Fundamento tedrico y descripcién del equipo

El ensayo Folin-Ciocalteu se utiliza como medida del contenido en compuestos fenolicos
totales. Se basa en que los compuestos fendlicos reaccionan con el reactivo de Folin-
Ciocalteu, a pH basico, dando lugar a una coloracién azul susceptible de ser determinada
espectrofotométricamente a 765 nm. Este reactivo contiene una mezcla de wolframato
sodico y molibdato sodico en acido fosforico y reacciona con los compuestos fenolicos
presentes en la muestra. El &cido fosfomolibdotungstico (formado por las dos sales en el
medio acido), de color amarillo, al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un
complejo de color azul intenso, cuya intensidad es la que medimos para evaluar el
contenido en polifenoles (Figura 111.8). La oxidacién de los polifenoles presentes en la
muestra causa la aparicion de una coloracion azulada que presenta un maximo de
absorcion a 765 nm, y que se cuantifica por espectrofotometria en base a una recta patrén

de acido gélico, tanico o cafeico.

OF OH

- Reactivo de Folin
(W*, Mo™) color
amarillo

p [ - \\ Reactivo de Folin
|| " / \) reducido (W™,

Mo®™) color azul

Figura 111.8. Mecanismo de accion del reactivo de Folin-Ciocalteu

Procedimiento

La medida de polifenoles totales se realizo para llevar a cabo la caracterizacion de las

aguas residuales estudiadas en esta Tesis Doctoral.

Para la obtencion de un pH bésico durante el proceso de medida de polifenoles totales, se
utilizo una disolucion de carbonato sédico, que se preparé disolviendo 200 g de carbonato
sodico anhidro en 1 L de agua en ebullicion. La disolucion se dejo enfriar a temperatura

ambiente y se filtré antes de su uso.
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El procedimiento de medida del contenido polifendlico total de las muestras consiste en
verter 1 mL de muestra (diluida o no dependiendo del contenido esperado y del rango de
la recta de calibracion) en un matraz de 100 mL. A continuacion, se adicionan 60 mL de
agua desmineralizada y se agita la solucion. Se afiaden 5 mL del reactivo de Folin-
Ciocalteu, se agita de nuevo la solucion y se deja en reposo durante 2-3 min. Por ultimo,
se afiaden 15 mL de la disolucion de carbonato sodico preparada previamente, se
completa el volumen del matraz con agua desmineralizada y se deja en reposo durante 2
horas a 20 °C. El contenido de polifenoles totales se determina por interpolacién de las
absorbancias obtenidas en una curva de calibrado utilizando un material de referencia y
medidas en un espectrofotometro (T60U, PG Instruments Ltd) (Figura I11.4). El aumento
del color azul es directamente proporcional a la concentracién de polifenoles presentes

en la muestra.

En este trabajo se utilizd el acido galico (patrén recomendado) como material de
referencia para la preparacion de la recta de calibrado (Ec. 111.6). Para ello, en matraces
de 100 mL se vertieron 0, 1, 2, 3, 4,5y 10 mL de una disolucion patrén de acido galico
de 5 g/L en agua desmineralizada. La concentracién de fenoles en estos matraces,
expresada como equivalentes de acido galico, fue de 0, 50, 100, 150, 200, 250 y 500
mg/L. A continuacion, se realizé el procedimiento de medida de polifenoles descrito
anteriormente. Para comprobar la fiabilidad del método, se utiliz6 un estandar de
referencia de concentracion conocida (fenol), dando un porcentaje de error en la medida

de menos del 7 %.
Absorbancia = (0,1241 x Concentracion (mg/L) + 0,01) - factor de dilucién  (Ec. 111.6)

R?=0,9997

111.2.10. Medida de sélidos totales en suspension (STS) y sélidos volatiles (SV)
Fundamento tedrico y descripcion del equipo

“Soélidos totales” (ST) es el término usado para describir la materia residual que
permanece en un recipiente después de la evaporacion de la muestra en un horno a una
temperatura determinada. Los sélidos totales engloban a los solidos totales en suspension
(STS), que es la porcion de solidos totales retenidos en un filtro de tamafio de poro

especifico, y los sélidos volatiles (SV), que son los solidos que se volatilizan después de
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un proceso de calcinacion a una temperatura de 500+£50%C. La concentracién de sélidos
volatiles se suele considerar como una medida aproximada del contenido de materia

orgénica en la muestra (Metcalf y Eddy, 2003).
Procedimiento

En primer lugar, se lavan los filtros de microfibra de vidrio (150 mm, Grado GF / A-1,6
um, Whatman®) con agua desmineralizada y se secan en una estufa Digitronic (J.P.
Selecta S.A.) (Figura 111.9) a una temperatura de 106 °C durante una hora, hasta que el
peso sea constante. Una vez secos se almacenan en un desecador y se pesan justo antes
de ser utilizados, para evitar interferencias de humedad. Se filtran 15 mL de muestra de
fango homogeneizada mediante un sistema de vacio con un matraz kitasatos y la muestra
retenida sobre el filtro se seca en la estufa a la misma temperatura que los filtros, pero
durante 2 horas. A continuacidn, el filtro se deja enfriar en un desecador y se pesa. Este
proceso de secado, enfriado y pesado se repitio hasta que el peso obtenido era constante
0 se obtenia una variacion inferior al 4%. El aumento en el peso del filtro con respecto a
Su peso una vez secado, representa los sélidos totales en suspensién. La ecuacién 111.7

permite realizar el calculo de dichos STS a partir del peso del filtro vacio y con el residuo:

_ (A-B)-1000

Solidos suspendidos totales (%) 15 miL

(Ec. 111.7)

A = peso del filtro + residuo seco (mg)
B = peso del filtro seco (mg)

Para la medida de SV, el filtro procedente de la medida anterior se introduce en una mufla
Optic Ivymen System SNOL 8,2/1100-1LZ (Figura 111.9) a 550 °C durante 30 minutos,
se deja enfriar nuevamente en el desecador y se registra el peso hasta llevarlo a peso

constante. El calculo de SV se realiza mediante la ecuacién 111.8.

__ (A-0)-1000
- 15mL

Solidos suspendidos volatiles (%) (Ec. 111.8)

C: Peso del filtro + el residuo calcinado (mg)
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Figura 111.9. Estufa (izquierda) y mufla (derecha) de la marca SELECTA usadas en

esta Tesis Doctoral.

111.2.11. Seguimiento de los contaminantes modelo mediante UHPLC-
UVI/DAD

Fundamento tedrico y descripcidn del equipo

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) es una técnica analitica que permite
separar, identificar y cuantificar los componentes de una mezcla compleja. La separacion
se basa en la diferente distribucion de los componentes de la muestra entre dos fases
inmiscibles, una movil y una estacionaria, retenida dentro de una columna. La
distribucion del soluto o analito entre las dos fases depende la hidrofobicidad del analito
y la composicion de la fase mavil y estacionaria. En cromatografia de fase reversa, la fase
estacionaria es apolar, mientras que la fase mévil es moderadamente polar. La fase movil
estd compuesta por una mezcla de agua ultra pura y uno o varios disolventes organicos,
generalmente MeOH o ACN, que fluye a través de una columna que contiene la fase
estacionaria. En su mayoria, se emplean columnas con fases estacionarias ligadas
guimicamente, constituidas generalmente por un soporte de silice tratada con Me;SiCl al
que se unen grupos alquilo de cadena lateral, como CigHs7 (C18) o CgHi7 (C8). La
cromatografia de fase reversa se basa en los principios de fuerzas e interacciones
hidrofébicas de unién entre el analito que es portado por la fase mdvil y el ligando
hidr6fobo inmovilizado de la fase estacionaria. Las moléculas menos polares presentan
tiempos de retenciébn mas largos, mientras que las moléculas polares eluyen mas
rapidamente. Mediante un cambio en la fase mévil (mayor porcentaje acuoso u organico),
la afinidad del analito por la fase estacionaria cambia, y asi su tiempo de retencion (tr),
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modificandose la separacién a lo largo del cromatograma. Dependiendo de la dificultad
del problema, puede emplearse una elucion isocrética, en la que la proporcion de fase
movil no cambia durante el analisis, o en gradiente, en la que dicha proporcién cambia a
lo largo del andlisis. Esta Gltima se utiliza en casos mas complejos, cuando varios
contaminantes deben de ser analizados simultdneamente. Después de atravesar la
columna cromatogréfica, los analitos son registrados mediante el empleo de un detector,
o dispositivo que permite medir una propiedad fisica del eluyente que esta relacionada
con la composicion de este. Los detectores de ultravioleta/visible (UV/Vis) son los méas
frecuentemente empleados. Su funcionamiento se basa en la absorcion de radiacion que
experimentan los componentes de una muestra cuando atraviesan la célula de flujo, y que
se traduce en una disminucidn de la intensidad del haz luminoso que se hace pasar a traves
de la misma. En los detectores UV/Vis, la linea de base representa la maxima transmisién
de luz. La sefial obtenida se digitaliza y registra con el software. Existe una relacion lineal
entre el area/altura de pico registrada y la concentracion del analito, que se obtiene

mediante la calibracién con soluciones patrén a partir del estdndar puro de cada analito.

El equipo empleado en este trabajo para el seguimiento de la concentracion de los MC
estudiados a lo largo de los procesos de oxidacién evaluados fue un sistema UHPLC-
UV/DAD (Series1200, Agilent Technologies, Palo Alto, CA) (Figura 111.10). La UHPLC
(siglas en inglés de Ultra High Performance Liquid Comatography) es una modalidad de
HPLC basada en el empleo de columnas con tamafio de particula muy pequefio (< 2.5
um), que permite alcanzar mayores velocidades de flujo sin pérdida de eficiencia. Se
consiguen asi analisis mas rapidos, a la vez que se obtiene mejora en la resolucion y
sensibilidad. Asi, se empled una columna analitica ZORBAX Eclipse XDB-C18 (4,6 x
50 mm, 1,8 um). Para la deteccion de los MC, se seleccion6 la longitud de onda
correspondiente al maximo de absorcion en cada caso (Tabla 111.9). Es importante tener
en cuenta las posibles interferencias por la absorcion de otras sustancias presentes en el
agua, por eso, siempre que fue posible, se evitaron longitudes de onda cercanas a los 200
nm, ya que es muy alta la probabilidad de que existan compuestos que absorban a esas
longitudes de onda. El control y adquisicion de datos se llevé a cabo mediante el software
Agilent Chemstation®. La respuesta obtenida en el equipo permitié la inyeccion directa

de las muestras, sin necesidad de llevar a cabo un proceso previo de extraccion.
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a) — b)

Figura 111.10. UHPLC Agilent serie 1200 a) Detalle de los médulos b)
automuestreador, columna, y detector UV-DAD (de arriba abajo).

Procedimiento

Tras la toma de muestra, 9 mL de la misma se filtraron a traves de un filtro de PTFE (0,22
um; Millipore Millex® GN). Seguidamente, se hacia pasar por el mismo filtro 1 mL de
acetonitrilo (ACN). La adicién del disolvente organico tiene como objetivo detener las
reacciones de oxidacion, lo que se conoce como “quenching”, y obtener la proporcion

ACN:H-0 (1:9) necesaria para el posterior analisis cromatogréfico.

Las fases moviles empleadas en la separacién cromatografica fueron ACN y agua
ultrapura acidificada con 25 mM de &cido formico. Se seleccion6 un gradiente lineal
progresivo del 10% al 100% de ACN en 14 minutos, con un tiempo de equilibrado de 3
minutos. El flujo se fijo en 1 mL/min y el volumen de inyeccion en 100 pL. La Tabla I11.9
muestra los parametros de operacion del UHPLC-UV/DAD para la correcta deteccién de

cada MC seleccionado en esta Tesis Doctoral.
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Tabla I11.9. Tiempo de retencion, longitud de medida y limites de deteccion (LOD) y
cuantificacion (LOQ), obtenidos en el andlisis por UHPLC-UV/DAD para los MC

seleccionados.

Microcontaminante tr, Min A, Nm LOD, pg/L LOQ, pg/L
Clorfenvinfos 10,43 240 0,3 3,2
Diclofenaco 9,68 285 0,3 3,4
Pentaclorofenol 10,85 220 0,1 4.4
Terbutrina 7,81 230 0,1 3,8

Para la cuantificacion de los MC se prepararon rectas de calibrado a partir de disoluciones
patron a 7 niveles de concentracion: 5, 10, 25, 50, 100, 150 y 200 pg/L (Figura 111.11).
Los patrones se prepararon en ACN:H-0 (10:90) a partir de una solucion concentrada de
los MC de 2,5 g/L en MeOH. Las rectas de calibrado se rehicieron cada tres meses. Las
curvas de calibracion presentaron coeficientes de regresion muy buenos (R? > 0,999) en

todos los casos.
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Figura 111.11 Rectas de calibrado de los cuatro MC seleccionados como modelo.

Diariamente se verificd el correcto funcionamiento del equipo inyectando una disolucién

patrén con la concentracion de contaminante inicial empleada en los experimentos.
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111.3. Técnicas analiticas avanzadas

111.3.1. Pretratamiento de las muestras

El andlisis de una muestra engloba desde la etapa preanalitica donde se incluye el
muestreo, la preparacion de la muestra y la separacion de los analitos, hasta la etapa
analitica, donde se realiza la medicion y transduccion de la sefial y la etapa post-analitica
donde se realiza la adquisicion de sefiales y el procesado de los resultados. La mayoria de
las muestras a tratar o estan demasiado diluidas o son incompatibles con el sistema
cromatogréfico, lo que impide su introduccion directa. Por lo tanto, la preparacién de la
muestra antes de la cromatografia suele ser una etapa critica del analisis, ademas de la
gue mas tiempo requiere. El objetivo de esta etapa es la extraccion de los compuestos de
interés, la eliminacion de los componentes de la muestra que puedan causar interferencia
en el sistema de andlisis y el enriquecimiento selectivo de analitos (preconcentracion).
Para la extraccion en muestras acuosas, existen diversos métodos, como la extraccion
liquido-liquido (liquid-liquid extraction, LLE), extraccion en fase sélida (solid phase
extraction, SPE), microextraccion en fase solida (solid phase micro-extraction, SPME),
etc.

En nuestro caso, se ha aplicado una extraccién liquido-liquido convencional para el
estudio por cromatografia de gases (GC) de las muestras de lixiviados de vertedero
obtenidas durante la linea de tratamiento propuesta. La extraccion liquido-liquido se basa
en la distinta distribucién de los componentes de la muestra entre dos disolventes
inmiscibles, donde matriz y analito tienen diferente solubilidad en cada uno de ellos. Es
una metodologia muy versatil debido al amplio rango de disolventes distintos y mezclas
de ellos que se pueden emplear y, ademas, no requiere el uso de instrumentacion compleja

ni de consumibles costosos, por lo que es un método muy simple.
Procedimiento

El material utilizado en la extraccion de las muestras se lavd previamente con acetona y
se secO en estufa a 60°C. Seguidamente, 500 mL de muestra se introdujeron en un embudo
de decantacion de 1L y se extrajeron mediante agitacion (5 minutos) con 3 porciones de
50 mL de n-hexano. Cuando fue necesario, se adicionaron de 1 a5 g de NaCl para mejorar
la separacion de las fases. Una vez decantada la mezcla de extraccion se recogieron las
fracciones organicas y se combinaron. A fin de cubrir un mayor rango de polaridad y
extraer tantos MC organicos como sea posible, las muestras se extrajeron nuevamente
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con 3 porciones de 50 mL de diclorometano. EI mismo procedimiento se aplico,
invirtiendo el orden de los disolventes (Figura 111.12).

| 500 mL de efluente | | 500 mL de efluente ‘

v 3 x 50 mL v 3 x50 mL
I I n-hexano l I diclorometano

| 500 mL de efluente | 500 mL de efluente
extraido extraido
V 3x50 mL v 3 x 50 mL
l | diclorometano I I n-hexano
| FIN EXTRACCION | | FIN EXTRACCION ‘

L J

4 MUESTRAS ANALIZADAS POR EFLUENTE

Figura 111.12. Esquema de extraccidn seguido en el analisis sospechoso por GC-Q-MS.

Las fracciones de diclorometano y n-hexano recogidas se filtraron a través de Na;SO4 o
MgSOs anhidro, respectivamente. Luego, los extractos recolectados se evaporaron en un
evaporador rotatorio B-485 (Bichi, Flawil, Suiza) (Figura 111.13) hasta un pequefio
volumen (< 1mL), seguido de una corriente suave de nitrogeno. Finalmente, el residuo
obtenido se redisolvié con 1 mL de acetato de etilo. Las muestras obtenidas se analizaron

por GC-Q-MS.

Figura 111.13. a) Extraccion liquido- liquido con n-hexano y b) extraccion liquido-
liquido con diclorometano del lixiviado pretratado mediante coagulacion/floculacion. c)

Rotavapor usado en este trabajo.
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111.3.2. Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas
La cromatografia liquida acoplada a la espectrometria de masas (LC-MS) es una poderosa
técnica analitica que combina el poder de separacién de la LC con la gran selectividad,
sensibilidad y versatilidad de la espectrometria de masas, lo que la convierte en una
excelente técnica analitica para la determinacion cualitativa y cuantitativa de compuestos
traza en muestras complejas. La expansion de la técnica ha estado ligada al desarrollo de
las interfases de acoplamiento entre el LC y el MS, y en concreto a la introduccion de las
fuentes de ionizacion a presion atmosferica, API (siglas en inglés, Atmospheric Pressure
lonization). Dentro de técnicas de API se diferencian dos modalidades bésicas de
interfase: APCI (Atmospheric Pressure Chemical lonization) y ESI (Electrospray
ionization). En ESI, los iones preformados en fase liquida son a continuacion
desolvatados y evaporados. En cambio, en APCI la ionizacion se produce en fase gas
debido a reacciones ion-molécula entre el plasma generado a partir de la fase mévil y los

analitos.

Ademas de los desarrollos en los sistemas de ionizacion, la posibilidad de emplear
configuraciones hibridas mediante acoplamiento de varios analizadores en linea, ha
permitido mejorar las capacidades, tanto cualitativas como cuantitativas, de esta técnica.
A continuacion, se describen los sistemas empleados en esta Tesis Doctoral para la
caracterizacion analitica de los lixiviados de vertedero en las diferentes etapas de la linea

de tratamiento aplicada.

[11.3.2.1. Analizador de masas hibrido cuadrupolo-trampa de iones lineal

(QqLIT)
Fundamento tedrico

Los analizadores hibridos QqLIT combinan la especificidad y capacidad para el analisis
cuantitativo del triple cuadrupolo (QgQ) con la sensibilidad en “full scan” de la trampa
de iones. Mantienen la misma conFiguracion que un QqQ, en el que el tercer cuadrupolo
se ha sustituido por una trampa lineal. Una vez generados los iones en la fuente de
ionizacidn, éstos son guiados y enfocados hacia el primer cuadrupolo (Q1), en el que tiene
lugar la seleccion de los iones precursores de relacion masa/carga seleccionada. Estos
iones, son fragmentados en el segundo cuadrupolo (Q2) o celda de colision, mediante

colisién inducida con un gas neutro (N2). Los iones fragmento son entonces enviados
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hasta el tercer cuadrupolo, que opera como una trampa de iones lineal (LIT) mediante la
aplicacion de voltajes que permiten a confinacion de los iones generados Q2, y en el que
se produce el posterior analisis de las masas de los iones fragmento producidos. Al igual
que en los QgQ convencionales, los QqLIT también permiten diferentes modos de
operacion. En el presente trabajo se utilizo el modo de adquisicion SRM (siglas en ingleés,
Selected Reaction Monitoring), que consiste en fragmentar en Q2 el ion precursor
seleccionado en Q1 y aislar en LIT un ion producto seleccionado. Este modo de trabajo
es altamente selectivo, minimizando al m&ximo la presencia de interferencias de matriz,
y proporciona excelentes prestaciones para el andlisis cuantitativo en cuanto a

sensibilidad, linealidad y precision.

Procedimiento vy descripcion del equipo

En este trabajo se realiz6 el andlisis dirigido (target andlisis) de MC orgéanicos
seleccionados en muestras tomadas al final de cada etapa de la linea de tratamiento
propuesta para los lixiviados de vertedero. Para ello, se utiliz6 un HPLC series 1200
(Agilent Technologies, Wilmington, DE, USA) (Figura 111.14), equipado con una
columna analitica Zorbax Eclipse XDB C18 (50 mm x 4,6 mm, 1,8 um; Agilent
Technologies, Foster City, CA, EEUU). La fase movil seleccionada estuvo compuesta
por agua Milli-Q acidificada con un 0,1% de acido formico (eluyente A) y ACN (eluyente
B). Se emplearon dos gradientes de elucion, el primero de ellos para la identificacion de
productos farmacéuticos y sus metabolitos y el segundo, para plaguicidas. En el Método
1, se parti6 de un 10% B que se mantuvo constante durante 1 minuto; durante 4 minutos
se alcanzd el 50% B; desde el minuto 5 al 10 el gradiente alcanz6 el 99% B para
mantenerse durante 4 minutos y regresar finalmente a las condiciones iniciales (10% B)
en el minuto 14,1 hasta el minuto 18 de analisis. En el Método 2, el eluyente B se mantuvo
constante al 10% B durante 0,5 minutos; desde el minuto 0,5 al 6, el gradiente aumento
hasta el 100% B y se mantuvo constante durante 3 minutos, volviendo al 10% B en el
minuto 9,1 donde se mantiene constante hasta el minuto 12. El caudal se mantuvo
constante a 0,4 mL/min en el método 1 y 0,5 mL/min en el método 2. El volumen de

inyeccion fue de 10 pL.

El sistema cromatografico se acopld a un espectrémetro de masas cuadrupolo-trampa de
iones lineal 5500 Q-TRAP® (AB Sciex, Foster City, CA) mediante una interfase de

electrospray (ESI) (Turbolon™ Spray) operada en modo de ionizacion positiva y
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negativa. Los analisis se realizaron en el modo SRM, empleando el algoritmo Schedule
MRM™ para la adquisicion de datos. Estos datos fueron analizados mediante el software
Analyst 1.5.1 y reprocesados utilizando MultiQuant 3.0.1 (Applied Biosystems, Concord,

Ontario, Canada).

Figura I11.14. Fotografia del sistema 5500 Q-TRAP® LC-MS-MS.

Para el andlisis de las muestras se utiliz6 un método basado en la técnica de inyeccién
directa (DI, siglas en inglés), que habia sido previamente validado por el grupo de
investigacion (Campos-Manas y col., 2017). Este método permitié el seguimiento de 115
MC orgéanicos, que incluian productos farmacéuticos de diferentes clases terapéuticas y
pesticidas a nivel de ng/L. Se seleccionaron dos transiciones SRM para cada analito. Las
transiciones seleccionadas, asi como las condiciones de operacién del espectrometro de
masas (DP, siglas en inglés), potencial de entrada (EP, siglas en inglés), energia de
colision (CE, siglas en inglés) y el potencial de salida de la celda de colision (CXP, siglas
en inglés) estan recogidas en Campos-Mafias y col., 2017. Las muestras se filtraron (0,22
um, PTFE, Millipore, Cork, Irlanda) y se inyectaron directamente en el sistema LC. Se
utilizd 13C-cafeina como estandar de inyeccion. Se aplicé una dilucién apropiada (1:10

0 1:100) cuando se observd la saturacion de la sefial.

111.3.2.2. Analizador de masas hibrido cuadrupolo-tiempo de vuelo (QqTOF)

Fundamento tedrico
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Este equipo presenta una configuracion similar al anteriormente descrito, si bien la LIT
se ha sustituido por un analizador de tiempo de vuelo (TOF, del inglés Time of Flight).
Se trata de un analizador de masas de alta resolucion cuyo funcionamiento se basa en el
hecho de que los iones acelerados por un campo eléctrico adquieren diferentes
velocidades segun su relacion m/z, por tanto, tardan distinto tiempo en recorrer una
determinada distancia (tubo de vuelo). Las velocidades dentro del tubo varian de forma
inversamente proporcional a sus masas, asi, los iones de masas méas pequefias llegan antes
que los més pesados. Una vez producida la ionizacién de la muestra en la fuente idnica,
se evita que los iones salgan de la misma dispersos en el tiempo, reteniéndolos mediante
un potencial de retardo de igual signo al de la carga de los iones. Posteriormente se aplica
un voltaje de extraccion, consiguiendo que todos los iones salgan de la fuente
simultaneamente. Asi, estos analizadores operan en modo discontinuo, ya que es
necesario esperar a que los iones lleguen al detector antes de volver a lanzar otro pulso

de iones.

Los analizadores TOF proporcionan una elevada resolucion de masa (>10.000 FWHM).
Asimismo, la exactitud en la medida de las masas proporcionada por un TOF-MS, inferior
a 5 ppm, permite la verificacién de la composicién elemental de un compuesto y es de
gran ayuda en la elucidacién de compuestos desconocidos. Estos sistemas alcanzan altos
niveles de selectividad y sensibilidad operando en modo full-scan. Ello posibilita el
analisis simultaneo de un nimero ilimitado de compuestos sin necesidad de optimizacién
previa, expandiendo las capacidades del analisis a compuestos “sospechosos” (suspect
analysis), es decir, compuestos conocidos que pueden encontrarse en las muestras pero
que no estan incluidos en los métodos de anélisis dirigido y para los cuales no se dispone
de estandares en el laboratorio, 0 a compuestos completamente desconocidos (non-target
analysis), como productos de transformacion. El analisis de “sospechosos” se ha
convertido en una estrategia analitica cada vez mas popular y se basa en el empleo de
listas de candidatos (“sospechosos”) que contienen la férmula y la masa exacta de los
iones moleculares ([M+H]" para ESI+, [M—H]™ para ESI-) o de sus aductos ([M+Na]",
[M+NH4]%). Una vez realizado el analisis, las masas incluidas en las listas son
investigadas en los cromatogramas de las muestras. Los positivos encontrados deben
cumplir una serie de requisitos para su identificacion (Martinez-Piernas y col., 2018) y

son solo confirmados tras la adquisicion y andlisis del correspondiente patron analitico.
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Esta estrategia, se ha empleado en este trabajo para la identificacion de MC no incluidos

en las muestras de lixiviados de vertedero.

Procedimiento vy descripcion del equipo

Se empled un sistema LC-ESI-QTOF-MS consistente en un HPLC, Agilent 1260 Infinity
(Agilent Technologies, EEUU), acoplado a un espectrometro de masas de tiempo de
vuelo, Triple TOF 5600+ System (AB Sciex, Concord, ON, Canada (Figura I11.15),
equipado con una fuente ESI. Las muestras de lixiviados, previamente filtradas (0,22 pm,
PTFE), se analizaron mediante DI utilizando una estrategia desarrollada previamente
(Martinez-Piernas y col., 2018). Para la identificacién de contaminantes potencialmente
presentes en las muestras, se usé una lista de mas de 1300 MC organicos, cuya presencia

en aguas residuales habia sido reportada.

Figura I11.15. Sistema LC-ESI-QTOF-MS empleado en el anélisis de MC

“sospechosos”.

La separacion cromatografica se llevo a cabo en una columna analitica Poroshell 120 EC-
C18 (2.7 um, 4.6 x 50 mm). Las fases moviles fueron agua Milli-Q con &cido férmico al
0.1% (A) y ACN (B). El gradiente de fase movil vari6 del 10% B (1 minuto) al 100% B
en 10 minutos, y se mantuvo constante durante 4 minutos antes de volver a las
condiciones iniciales. El tiempo de equilibrado fue de 8 minutos. El volumen de inyeccién

se fij6 en 20 pL y el caudal de fase movil fue de 0.5 mL/min. Para el procesado de datos
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se utilizaron tres softwares AB SCIEX (PeakView TM 2.2, MasterView 1.1y Analyst TF
1.5).

111.3.3. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas

Fundamento tedrico

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) es una técnica
analitica aplicada a la separacion, identificacion y cuantificacion de mezclas de sustancias
volatiles y semivolatiles. Presenta multiples ventajas, como su elevada sensibilidad y
eficiencia de separacion y la posibilidad de utilizar bibliotecas comerciales de espectros,
para la identificacion/confirmacion de analitos. Para que un compuesto sea analizado por
GC/MS debe ser suficientemente volatil y térmicamente estable. La técnica también esta
indicada para compuestos de polaridad media o baja, ya que compuestos de elevada
polaridad son escasamente retenidos por las fases estacionarias mas comunes. Las
muestras generalmente se analizan como soluciones organicas, por lo que, en muestras
acuosas, los compuestos de interés deben transferirse a un disolvente organico previo a
su analisis. Seguidamente, la muestra se vaporiza en un inyector y es transferida con
ayuda del gas portador (Ar, He, N) a la columna analitica, en donde se produce la
separacion de los analitos y otros componentes de la muestra en virtud de su interaccién
relativa con la fase estacionaria. Una vez que lo componentes salen de la columna, son
introducidos en el espectrometro de masas a través de la fuente de ionizacién, en donde
son ionizados y, en su caso, fragmentados. Existen dos técnicas de ionizacién: impacto
electronico (EI, siglas en inglés) e ionizacion quimica (IC). La ionizacion por El es la més
utilizada y se basa en la interaccién de las moléculas de la muestra con un haz de
electrones generado en la fuente, que produce la pérdida de un electrén, dando lugar a un
ion molecular protonado [M]* y a una serie de iones fragmento que constituyen el
espectro de masas caracteristico de la molécula. Por convenio, se ha adoptado el valor de
70 eV como energia electronica estandar, que proporciona espectros de masas ricos en
fragmentacion y reproducibles, lo que permite comparar los espectros obtenidos en

diferentes laboratorios y en bases de datos de espectros comerciales (Wiley275, NIST).

El siguiente componente es el analizador de masas, donde los iones se separan en funcion
de sus diferentes relaciones masa/carga (m/z). En este trabajo se emple6 un analizador

tipo cuadrupolo que consiste basicamente en cuatro barras cilindricas colocadas
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paralelamente en formacidn radial. Una combinacién apropiada de corriente eléctrica y
campo eléctrico de radiofrecuencia aplicada a las cuatro barras induce un movimiento
oscilatorio en el flujo de iones introducido en el sistema. Las trayectorias oscilatorias de
los mismos son dependientes de sus masas Y asi, los iones con una particular relacion m/z
se van moviendo consecutivamente por el cuadrupolo hacia el detector cuya salida se

amplifica para aumentar la sefal.

El andlisis mediante GC-Q-MS se aplicd en este trabajo para la identificacion de MC
volatiles en muestras recogidas en cada etapa de la linea de tratamiento propuesta para

lixiviados de vertedero.

Procedimiento y descripcién del equipo

Una vez realizadas las extracciones liquido-liquido mencionadas en el apartado 111.3.1.,
se obtuvieron cuatro extractos diferentes con un factor de concentracién de 500 para cada
muestra. Las muestras se sometieron a analisis en un sistema GC-Q-MS en el que se
investigd la presencia de 926 posibles MC, incluidos pesticidas, disruptores endocrinos,
productos de transformacion, compuestos de almizcle y contaminantes organicos
persistentes, entre otros (Wylie, P.L.). El sistema analitico empleado consistié en un
cromatografo de gases 7890B conectado a un analizador de cuadrupolo 5977A (Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, EE. UU) (Figura I11.16). Se inyectaron 5 puL de muestra en
modo sin division de flujo (splitless) y con eliminacién de disolvente. La temperatura
inicial del inyector se fijo en 70 °C durante la inyeccion (0,25 minutos) y luego se
aumento a una velocidad de 900 °C/min hasta 280 °C (10 minutos). Después de la
eliminacién del disolvente, se aplico un flujo de purga de 60 mL/min durante 2 minutos.
La separacion se llevo a cabo en una columna capilar HP-5MS Ul (30 m x 0,25 mm x
0,25 um). La temperatura de la columna se establecio inicialmente a 70 °C, durante 2
minutos. Luego se aumentd a 25 °C/min hasta 150 °C, a 3°C/min hasta 200 °C, a 8 °C/min
hasta 280 °C (10 minutos) y a 30 °C/min hasta 310 °C (3 minutos) y, por ultimo,
disminuy6 a 300 °C a 5 °C/min, manteniéndose durante 10 minutos.

El espectrometro de masas se oper6 en El a 70 eV y en modo Full Scan (rango m/z: 40-
500, tiempo de ciclo: 317 ms; factor de ganancia: 5). Se uso un retraso de disolvente de
3,4 minutos. Las temperaturas de la linea de transferencia, el cuadrupolo y la fuente de
ionizacion se fijaron en 280, 150, y 230 °C, respectivamente. El tiempo total de ejecucion
fue de 45,8 minutos. El control del sistema y la adquisicion de los datos se realiz6
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mediante el software Mass Hunter GC/MS. Para el procesado de los datos (identificacion
y cuantificacion), se utilizaron una biblioteca comercial (Agilent Technologies), la
biblioteca NIST 2.2 (Ed. 2014) y el software Mass Hunter. Los tiempos de retencion
fueron bloqueados utilizando metil clorpirifos como referencia. Para ello, se aplicé una
presion constante y se verificd antes de ejecutar cada secuencia (normalmente alrededor
de 19 psi). Esto se hizo porque la biblioteca comercial utilizada para la identificacion de
los compuestos contenia informacién relativa al tiempo de retencion de los mismos, que
podian reproducirse mediante esta estrategia si se emplea la misma columna. Los

espectros obtenidos y deconvolucionados eran comparados con la biblioteca de espectros.

1

Figura 111.16. Fotografia del cromatografo 7890B conectado al analizador de
cuadrupolo 5977A (GC-Q-MS) (Agilent Technologies).

111.4. Bioensayos mediante técnicas de respirometria

El tratamiento de las aguas residuales domesticas e industriales es crucial para la
proteccion de las aguas receptoras. Las aguas residuales industriales son, en muchos
casos, tratadas en estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) basadas en
sistemas bioldgicos de depuracién. Los contaminantes contenidos en las aguas residuales
industriales pueden ejercer un efecto inhibitorio sobre el funcionamiento de los reactores
bioldgicos mostrando una baja biodegradabilidad. Uno de los principales inconvenientes

a la hora de tomar decisiones cuando surgen problemas en las estaciones depuradoras es
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la dinamica lenta del proceso de fangos activos, es decir, los efectos sobre el proceso a
tratar después de tomar una medida no se observaran claramente hasta que no pasan unos
dias. El vertido de efluentes, en concreto los industriales, puede ocasionar graves
problemas en los ecosistemas acuéticos. Para ver el efecto que tiene sobre la biomasa el
agua residual a tratar se necesita informacion directa sobre el comportamiento de la
biomasa y no es posible evaluarlo con medidas fisicas o quimicas. La técnica de
respirometria permite valorar, controlar y proteger el proceso de fangos activos al aportar
informacion relacionada con el estado o actividad de la biomasa (formada por diferentes

poblaciones microbianas).

La respirometria se basa en la medida de la velocidad del consumo de oxigeno de las
bacterias cuando degradan un sustrato organico, nitrogeno amoniacal o bien a ellas
mismas (respiracion enddgena). La tasa de respiracién (OUR) consiste en la cantidad de
oxigeno consumido por las bacterias vivas que se encuentran formando parte de un
sistema biologico de fangos activos por unidad de tiempo. EI consumo de oxigeno puede
verse rapidamente afectado en presencia de ciertos inhibidores o contaminantes con la
consiguiente inhibicién de la actividad del lodo activado. Esto se debe principalmente a
que ciertos compuestos afectan a los procesos de respiracion bacteriana, generando, en

ocasiones, la muerte de la célula.

Ademas, con esta técnica, aparte de conocer la salud y capacidad de depuracion real del
proceso basado en fangos activos y el caracter toxico del agua residual, también permite:

- Determinar las necesidades reales de oxigeno para la depuracién de un agua
residual especifica con una biomasa determinada optimizando la aireacion y
fomentando el ahorro energético de la planta.

- Caracterizar la biodegradabilidad del agua a tratar mediante el fraccionamiento de
la DQO asociada.

- Determinar el caracter biodegradable del agua a tratar.

- Determinar las tasas de nitrificacion y desnitrificacion reales del sistema
bioldgico.

- Detectar si la relacion de nutrientes en el agua reduce la actividad biologica.
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Por lo tanto, la respirometria nos aporta informacién directa de la biomasa, toxicidad y
biodegradabilidad entre otros, permitiendo la anticipacion a la mayoria de problemas que

pueden afectar al proceso de fangos activos y siendo una técnica sencilla y practica.

En esta Tesis Doctoral se han utilizado técnicas respirométricas para la caracterizacion
de las aguas residuales estudiadas, diferenciando la fraccion biodegradable de la no
biodegradable, para medir la toxicidad aguda, ver los efectos reales que podria provocar
el vertido de lixiviados de vertedero sin tratar o parcialmente oxidados, asi como para la
determinacion de la toxicidad y biodegradabilidad a lo largo de los procesos avanzados

de oxidacion aplicados.

111.4.1. Bioensayos de toxicidad aguda

Fundamento tedrico y descripcion del equipo

Los ensayos de toxicidad aguda (efectos inmediatos y a corto plazo) miden el efecto

toxico que un agua residual puede ejercer sobre el fango activo procedente de una EDAR.

En este trabajo los ensayos de respirometria se llevaron a cabo en un respirometro BMT-
Advance (Surcis S.L), (Figura 111.17). Este sistema estd compuesto por un reactor de 1 L
de capacidad, que se subdivide en dos espacios separados por una pequefia membrana
que proporciona un espacio en fase anoxica y otro en fase de aireacion, existiendo un
sistema de recirculacion entre ambos espacios mediante una bomba peristaltica. El
sistema ademas esta equipado con una sonda de temperatura, un sistema de control de pH
y un difusor cerdmico para proporcionar la aireacién necesaria en el sistema. El sistema
de medida de la actividad del fango en funcién de la tasa de respiracion es controlado
mediante una sonda de oxigeno (Protos 3400, Knick Elektronische Messgerate GmbH &
Co. KG).
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Figura 111.17. Respirdbmetro BMT-Advance (Surcis S.L.).

El respirometro dispone de una herramienta informatica para el registro de datos y calculo
de los parametros correspondientes a cada ensayo. Una de las ventajas mas importantes
de este sistema es la facilidad de configurar los ensayos mediante el cambio de
condiciones (temperatura, pH, oxigeno disuelto) para que sean lo mas parecidas posibles

a las de un proceso real.
Procedimiento

Para tales ensayos se recogen fangos activos del tratamiento bioldgico secundario de una
EDAR. Estos fangos se mantienen en aireacion y sin aporte de alimento durante un dia
para eliminar los posibles restos de sustrato organico que pudieran tener y pasarlos a una
fase de respiracion enddgena. En todo momento se mantiene un aporte continuo de
oxigeno, de forma que los fangos se encuentren en condiciones saturadas del mismo. La
temperatura del sistema se fija en 20 °C y el fango se mantiene en aireacién y agitacion
hasta alcanzar un valor de oxigeno disuelto constante y en saturacidn. Trabajando en
modo dinamico, es decir, manteniendo la aireacion y recirculacion activas durante todo
el ensayo y, siguiendo la ecuacion 111.9, se evaluo la toxicidad comparando la tasa maxima
de respiracion de una referencia o control (OURmax-ref) con la obtenida mediante el

contacto del agua residual con el fango activo (OURmax-muestra).

respuesta del control—-respuesta de la muestra

% Inhibicion = | |- 100 (Ec. 111.9)

respuesta del control
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El ensayo consistio en la adicién de 1 L de fango activo procedente de una EDAR
convencional (sin adaptacion previa a los efluentes que iban a recibir) al reactor biologico
del sistema respirométrico. A continuacién, el fango se mantuvo en continua aireacion
hasta alcanzar el estado de saturacién en oxigeno disuelto. Previamente, se calcularon
también los valores de STS y SVT del fango activo, ya que se necesita la concentracion

de biomasa del fango activo para las medidas.

La preparacion de la referencia consistio en la adicion de 30 mL de agua destilada,
conteniendo 0,5 g de acetato sodico (sustancia altamente biodegradable) por cada gramo
de solidos volatiles, a un litro de fango activo. La preparacion de la muestra consistié en
la adicion de 30 mL de agua residual (muestra) a un pH 6,5-7,5 a 1L de fango activo con

condiciones idénticas a las de la referencia.

En todos los casos, los tiempos de respuesta fueron inferiores a 30 minutos debido a que
el interés fue medir la toxicidad aguda sobre fangos activos de EDAR. Es importante que
éstos no pierdan actividad durante el andlisis de las diferentes muestras, para lo que se
repitieron varios ensayos de referencia (que dieron la misma respuesta), asegurando asi
que cualquier efecto de inhibicion era debido a la toxicidad de las muestras estudiadas y

no a un mal estado de los fangos activos.

111.4.2. Analisis de la biodegradabilidad

Fundamento tedrico

Las aguas residuales contienen una serie de sustancias que pueden ser utilizadas como
alimento para los microorganismos presentes, siendo eliminadas de esta forma de las

aguas residuales, denominandose, por esta razon, biodegradables.

La respirometria es una técnica eficaz a la hora de caracterizar un agua residual, ya que
la carga organica de un agua residual es proporcional tanto a la tasa de respiracion como
a la DQOy, (fraccién biodegradable de la DQO). Cuanto mayor sea la DQOy, mayor sera
la tasa de respiracion maxima. Ademas, para una misma carga organica, el aumento
progresivo de la tasa de respiracion es indicativo de un aumento de la actividad del fango
activo. La relacion de la DQOy con la DQO total (Ecuacion 111.10) nos indica el caracter

biodegradable de una muestra a tratar.

- 153 -



MATERIALES Y METODOS

Biodegradabilidad = % (Ec. 111.10)
b

La respirometria es una técnica complementaria a las medidas de DBOs 0 DQO. En este
caso, se analiza el comportamiento del fango cuando una muestra pasa a mezclarse con
el mismo. Por tanto, la demanda de oxigeno se mide a partir del comportamiento del fango

y no por una medida quimica en la muestra.
Procedimiento

Como ya se ha descrito en el apartado 4.1., para los ensayos de biodegradabilidad en
respirometria se ha utilizado un respirémetro BM- Advance (Surcis S.L) (Figura 111.17)
trabajando en modo dindmico. Al igual que para el ensayo de toxicidad, se recogen fangos
activos del tratamiento bioldgico secundario de una EDAR, se mantienen en aireacion y
sin aporte de alimento durante un dia para pasarlos a una fase de respiracién endogena,
manteniendo un aporte continuo de oxigeno para llegar a condiciones de saturacion. El
procedimiento para llevar a cabo tal ensayo consta de la adicién de 900 mL de fango
activo procedente de una EDAR convencional (sin adaptacion previa a los efluentes que
iban a recibir) al reactor bioldgico del sistema respirométrico. A continuacién, el fango
se mantuvo en continua aireacion hasta su saturacion en oxigeno disuelto. Finalmente, se
introdujeron 100 mL de muestra (pH 6,5-7,5) en el reactor y comenzd el andlisis. Para la
determinacion de la DQOy fue necesaria, ademas, la adicién previa al sistema de un
inhibidor de la nitrificacion (Allil Tiourea) en la proporcion de 2-3 mg por cada gramo de

SSV, dejandolo actuar durante media hora.

Segun las instrucciones del sistema comercial utilizado, una muestra es considerada
altamente biodegradable cuando la relacion DQO/DQOs es mayor de 0,8; biodegradable
si el valor estd comprendido entre 0,7 y 0,8; lentamente biodegradable cuando la ratio es
de 0,3-0,7; ligeramente biodegradable cuando la proporcion esta entre 0,1-0,3 y no

biodegradable cuando es menor de 0,1.

I11.5. Técnicas de cuantificacion microbiana

111.5.1. Recuento en placa del cultivo microbiano

Fundamento tedrico
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La técnica de recuento en placa es una de las mas empleadas para la cuantificacion de
poblaciones microbianas debido al facil manejo y la fiabilidad de resultados. Actualmente
este método se utiliza de forma rutinaria en diferentes industrias como la alimentaria o en
la hospitalaria para el control de procesos patolégicos infecciosos. Se basa en la premisa
de que cada céelula microbiana crece y se divide de forma aislada para generar una sola
colonia. Esta premisa no siempre se cumple en el caso de bacterias, ya que pueden crecer
formando cadenas o grupos. Por tanto, una colonia no se forma a partir de una sola
bacteria, sino de segmentos cortos de una cadena o de un agregado bacteriano. Se asume
que el recuento final de colonias depende de la interaccion de los microorganismos
presentes en la muestra a analizar y las colonias obtenidas mediante esta técnica pueden
surgir de pares, cadenas, clusteres o células individuales, estando todo incluido en el
término Unidades Formadoras de Colonias (UFC).

Esta técnica se basa en la adicion de un volumen conocido a una placa Petri conteniendo
un medio de cultivo adecuado para el tipo de microorganismo que se desea contabilizar.
El crecimiento de un ndmero limitado de colonias en cada placa nos da informacién
acerca de la poblacion que contiene la muestra. El recuento del nimero de colonias se
expresa en UFC por mililitro o CFU (siglas en inglés), y el calculo se efectia mediante la

siguiente ecuacién:

diluciéon utilizada

N de colonias x = UFC/mL (Ec. 111.112)

volumen de muestreo (mL)

El nimero apropiado de colonias que pueden ser contadas en una sola placa normalmente
debe de oscilar entre 15 y 300 UFC. Cuando la concentracion microbiana es superior a
esa cifra, la muestra debe de ser diluida mediante un proceso de dilucion seriada, es decir,
disoluciones sucesivas de la muestra manteniendo constante el volumen y permitiendo la

reduccion progresiva de la concentracion.

En este trabajo experimental se ha utilizado el recuento en placa heterotrofico,
anteriormente conocido como recuento en placa estandar (Apha Method 9215: Standard
Methods for the Examination of Water and Wastewater). Esta técnica permite estimar el
numero de bacterias heterdtrofas vivas en agua y determinar posibles cambios en la
estructura de la poblacion microbiana producidos durante los diferentes tratamientos
bioldgicos. EI medio de cultivo utilizado para el recuento en placa de dichos fangos fue
TGYE (Triptone Glucose Yeast Extract Agar). La triptona y el extracto de levadura
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suministran las fuentes de nitrégeno y vitaminas que se requieren para el crecimiento de
una gran variedad de microorganismos y la glucosa actia como fuente de energia. La
transparencia del medio y el buen tamario de las colonias al crecer facilitan el recuento

bacteriano.

El recuento en placa se ha utilizado en esta Tesis Doctoral para evaluar el correcto
funcionamiento o adaptacion del proceso bioldgico a los lixiviados de vertedero

previamente coagulados/floculados y tratados mediante foto-Fenton solar.

Procedimiento vy descripcion del equipo

En primer lugar, se prepara el medio de cultivo TGYE, el cual constade 5 g/L de Triptona,
2,5 g/L de extracto de levadura, 1 g/L de glucosay 15 g/L de Agar a pH 7£2. Se esteriliza
en autoclave durante 15 minutos a 121°C. Esta disolucion se deja enfriar hasta una
temperatura de 45-50°C y se vierte el contenido en placas Petri esterilizadas hasta su
completa solidificacion. Posteriormente, el medio de cultivo en placa se almacena a 5-
8°C hasta su uso, que no excede de un mes desde la fecha de preparacién del medio de
cultivo. Para facilitar el recuento posterior de colonias, se realizan diluciones seriadas de
las muestras obtenidas con PBS (desde 107! hasta 10°%). Seguidamente, se adiciona 500
uL de muestra o de muestra diluida sobre la superficie de una placa conteniendo el medio
de cultivo sélido y se extendid suavemente empleando un asa de siembra esterilizada y
desechable con una forma tipica de “L”. Todo esto se realiza en cabina de flujo laminar
(Figura 111.18) para asegurar condiciones de esterilidad y asi evitar contaminaciones. El
recuento de colonias se realizo tras 7 dias de incubacion a una temperatura de 25°C en
una incubadora modelo BD 53 de la marca Binder GmbH (véase Figura 111.18), de
acuerdo con el método 9215, dando lugar a los recuentos mas altos de esta técnica (Apha,
1995). Transcurrido este periodo de incubacién se seleccionaron las diluciones mas
apropiadas para el recuento de colonias y se procedio a cuantificar el nimero que

aparecieron en cada dilucion.
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Telstar

BIO 1 A/P

Figura 111.18. Cabina de flujo laminar modelo Telstar BIO 11 A/P e incubadora
SINDER.

I11.6. Técnicas de biologia molecular. Analisis genético

111.6.1. Extraccion y cuantificacion de ADN

Fundamento teérico

El &cido desoxirribonucleico (ADN) es un acido nucleico que contiene las instrucciones
genéticas usadas en el desarrollo y funcionamiento de todos los organismos vivos y
algunos virus. Se compone de dos cadenas, cada una formada por nucleétidos. Cada
nucleétido, a su vez, estd compuesto por un azlcar (desoxirribosa), un grupo fosfato y
una base nitrogenada. Las bases nitrogenadas son cuatro: adenina (A), timina (T), citosina
(C), y guanina (G). En la doble cadena, una A se enfrenta a una T y una C se enfrenta a
una G por lo que se dice que son complementarias. Por tanto, el ADN est& constituido
por dos cadenas de nucle6tidos unidas entre si formando una doble hélice. La union de
los nucleotidos ocurre entre el grupo fosfato y el azlcar, mediante enlaces fosfodiéster,
dando lugar al esqueleto de la molécula. Las bases de cadenas opuestas se unen mediante
puentes de hidrégeno y mantienen estable la estructura helicoidal.

La aplicacion de técnicas de biologia molecular se inicia con la extraccion de ADN en
una forma relativamente purificada. El aislamiento del ADN es un proceso de purificacion
del ADN de la muestra mediante una combinacion de metodos fisicos y quimicos. El
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primer aislamiento de ADN se realiz6 en 1869 por Friedrich Miescher (Dahm, 2008).
Con la extraccion del ADN se consigue separar el ADN de las proteinas, las membranas
y otros materiales moleculares celulares contenidos en la célula de la cual se extrae. La

extraccion de ADN generalmente consta de tres pasos:

1. Lisis o ruptura de las células, permitiendo que los acidos nucleicos se liberen.
2. Separacion del ADN de otros componentes celulares que pueden interferir.
3. Aislamiento del ADN.

El proceso de extraccion de ADN requiere un manejo cuidadoso del material bioldgico

para evitar la contaminacion de la muestra y el cruce.

A partir de los afios 90 se introdujeron en el mercado kits de extraccion para el método
quimico. Existen muchos Kits diferentes ya que la extraccién de ADN depende del tipo
de muestra a analizar, por lo que seleccionar el kit correcto ahorrard tiempo en dicha

extraccion.

Para futuros trabajos con el ADN extraido, es importante conocer la concentracion y la
calidad del ADN. Existen varias técnicas de cuantificacion de ADN como fluorimetria,
electroforesis capilar utilizando gel de agarosa, hibridacion con sonda o
espectrofotometria. Estas técnicas permiten determinar el rendimiento de la extraccion y
la optimizacion del proceso. La espectrofotometria es una técnica sencilla basada en la
medida de la cantidad de luz ultravioleta que absorben las bases nitrogenadas (A=254 nm)

del ADN.

Este procedimiento experimental se ha utilizado para la extraccion y cuantificacion del
ADN de las muestras obtenidas del reactor biolégico en fase de adaptacion a lixiviados

de vertedero pretratados, para su posterior analisis genético.
Procedimiento

Ya que no existe un kit especifico para la extraccion de ADN en fango, se utiliz6 un kit
comercial FastDNA™ SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals) y el preparador de muestras
FastPrep® (MP Biomedicals) (Figura 111.19). Este Kit es especifico para suelos, pero se
utilizo para la extraccion de fangos por similitud entre matrices. Se ha demostrado en
literatura su adecuacion para este tipo de muestras (Harms y col., 2003). Con el preparado
de muestras se favorece la lisis y homogeneizacion de las muestras de ADN mediante el

impacto multidireccional con particulas esféricas de cerdmica de un tamafio de ¥ de
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pulgada, favoreciendo, por tanto, el rendimiento de la extraccion de ADN en este tipo de

muestras heterogéneas.

Fastona SPIN
Kit for Soll

Figura 111.19. a) Kit comercial utilizado para la extraccion de ADN (FastDNA™ SPIN
Kit for Soil) b) FastPrep® utilizado para favorecer la extraccion del ADN.

Previamente a la utilizacién de este kit especifico, se produce una etapa de preparacion
de la muestra. Para llevar a cabo la extraccion de ADN del fango formando parte de la
bio-pelicula sobre los soportes de plastico contenidos en el reactor bioldgico, 50 soportes
fueron sonicados con agua Milli-Q durante 30 minutos y posteriormente se centrifugo
durante 5 minutos a 2000 rpm. Se realiz6 la extraccion de ADN a 50 mL de sobrenadante.
Tanto para el caso del sobrenadante como para la extraccion de ADN de las muestras
liquidas del tratamiento bioldgico, se tomd 1 mL de muestra y se centrifugé a 12000 r.p.m
durante 2 minutos. A continuacion, se elimino el sobrenadante, dejando 250 pL, que son

los que se utilizaron en la extraccion.

La extraccion de ADN se llevo a cabo siguiendo rigurosamente las instrucciones y el
material contenido en el kit de extraccion. Cada muestra se analizo por duplicado. A 250
uL de muestra se le afiadieron 978 uL del buffer fosfato de sodio y 122 uL de MT-Buffer
dentro de los tubos para la lisis. Se introdujeron durante 40 s a 6 m/s en el preparador de
muestras Fastprep®. Seguidamente, se centrifugo a 14000 rpm durante 10 minutos. El
sobrenadante obtenido se traspaso a un tubo nuevo y se le afiadio 250 uL de PPS, se agito
con la mano y después se centrifugo durante 5 minutos a 14000 rpm. De nuevo, se paso
el sobrenadante a un tubo de 15 mL, se le afiadié 1 mL de Blinding Matrix y se agitd con
la mano durante 2 minutos. Se dejo reposar durante 3 minutos, se elimind el sobrenadante,

y lo que quedo se re-suspendid y se puso en un tubo de Spin. Se centrifugd durante 1
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minuto a 14000 rpm. Se elimino el liquido obtenido y se volvio a centrifugar en las
mismas condiciones. Se elimind el liquido y se afiadié 500 uL de SEWS-M concentrado,
se re-suspendio y se volvio a centrifugar en las mismas condiciones. Se elimind el liquido
y se centrifugd durante 2 minutos a 14000 rpm. Se dej6 secar el filtro durante 5 minutos
a temperatura ambiente, al cual se le afiadi6 75 pL de DES para re-suspender. Por Gltimo,
se incubd durante 5 minutos a 55 °C y se centrifugd a 14000 rpm durante 1 minuto.

Finalmente, se obtuvieron de cada muestra extraida, 75 puL conteniendo el ADN.

La concentracion de ADN extraido se determind utilizando un espectrofotometro
NanoDrop™ Lite (ThermoFisher Scientific) (Figura II1.20) en el cual se mide la
concentracion de acidos nucleicos a 260 nm depositando 1 pL. de muestra sobre el
pedestal del equipo. El equipo proporciona directamente la concentracion de interés en
ng/uL. Las medidas se realizaron por duplicado. EI ADN obtenido mediante este
procedimiento se conservo a -4 °C para su posterior utilizacion en otras técnicas, como

PCR, secuenciacién masiva y cualquier otra aplicacion deseada.

Figura 111.20. NanoDrop™ Lite para la determinacion de la cantidad de ADN extraido.

111.6.2. Cuantificacion de ADN mediante reaccion en Cadena de la
Polimerasa en tiempo real (QPCR)

Fundamento tedrico

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una de las tecnologias mas poderosas
en biologia molecular. Es una técnica que consiste en la amplificacion in vitro de un
fragmento de ADN especifico generandose miles o millones de copias de tal fragmento
en un proceso llamado amplificacion. Es una técnica muy potente, facil de utilizar,

extremadamente sensible y altamente eficiente que fue inventada por Kary Mullis en
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1983. Esta técnica se basa en ciclos térmicos donde los reactivos se exponen a ciclos
repetitivos de calentamiento y enfriamiento para permitir diferentes reacciones
dependientes de la temperatura, especificamente la fusion del ADN vy la replicacion del
ADN impulsada por enzimas. Los equipos en los que se realiza la reaccion de PCR se
conocen con el nombre de termocicladores. La PCR emplea dos reactivos principales:
cebadores o primers (que son fragmentos cortos de ADN de una sola hebra conocidos
como oligonucledtidos, que son una secuencia complementaria de la region del ADN
objetivo) y una ADN polimerasa. En el primer paso de la PCR, las dos cadenas de la
doble helice del ADN se separan fisicamente a una temperatura alta en un proceso
Ilamado fusion del ADN. Seguidamente, la temperatura se reduce y los cebadores se unen
a las secuencias complementarias del ADN. Las dos cadenas de ADN se convierten en
plantillas para que la ADN polimerasa ensamble enziméaticamente una nueva cadena de
ADN a partir de nucleotidos libres, los componentes basicos del ADN. A medida que
avanza la PCR, el ADN generado se utiliza como molde para la replicacion, poniendo en
marcha una reaccion en cadena en la que el molde de ADN original se amplifica
exponencialmente. Se duplica el nimero de moléculas con cada ciclo de amplificacion,
realizandose, en la practica, de 30 a 40 ciclos y con una duracion de 2 a 4 horas. La técnica
original de PCR utilizaba una ADN polimerasa que se desnaturalizaba debido a las altas
temperaturas necesarias para desnaturalizar las copias de doble cadena de ADN, por lo
que tenia que ser sustituida tras cada ciclo, lo que era un proceso tedioso y costoso. Este
problema se solucion6 utilizando una ADN polimerasa estable al calor, como la ADN

polimerasa Taq, la cual fue aislada de la bacteria termdfila Thermus aquaticus.

Los métodos basados en PCR pueden verse comprometidos debido al agotamiento de los
reactivos, la competencia de los amplicones con los cebadores y la pérdida de la actividad
de la polimerasa a medida que aumenta el nimero de ciclos de amplificacion. Ademas, la
deteccion y la cuantificacion de la secuencia amplificada se realizan al final de la reaccion
después del altimo ciclo de la PCR, e involucran el analisis posterior a la PCR, como la
electroforesis en gel y el analisis de imagenes. Para superar dicha deficiencia, se
desarroll6 una nueva técnica conocida como PCR en tiempo real (QPCR, quantitative
Polymerase Chain Reaction). Aqui, el producto de la PCR se mide en cada ciclo a través
de tintes fluorescentes que producen una sefial fluorescente creciente en proporcion
directa al nimero de moléculas de producto de PCR (amplicones) generadas sin el
procesamiento de muestras posterior a la PCR. Si una secuencia particular es abundante
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en la muestra, la amplificacion se observa en ciclos anteriores. Si la secuencia es escasa,

se observa amplificacion en ciclos posteriores.

Se pueden usar varias sondas fluorescentes diferentes en la PCR a tiempo real, aunque la
mas utilizada es TagMan. Es un oligonucledtido lineal complementario a una secuencia
de acido nucleico diana, con un fluoréforo unido al extremo 5" y un desactivador
(quencher) de fluorescencia en el extremo 3. La gran ventaja de esta sonda es que
aumenta significativamente la especificidad de la deteccion. Cada sonda TagMan esta
disefiada de manera que hibride con una region especifica de ADN que va a ser
amplificada por un par de oligonucleétidos especificos. A medida que la Taq polimerasa
sintetiza la cadena en sentido 3'-5', la actividad exonucleasa 5'-3' de esta misma enzima
degrada la sonda TagMan ya hibridada al ADN. La degradacién de la sonda separa el
fluoréforo, rompiendo asi la proximidad entre éste y el quencher, permitiendo asi la
emisién de fluorescencia. La fluorescencia detectada es directamente proporcional a la
cantidad de fluordforo liberado y, por lo tanto, a la cantidad de ADN de interés presente

en el producto de PCR.
Con todo esto, las ventajas de la PCR en tiempo real incluyen:

- Capacidad para controlar el progreso de la reaccion de PCR a medida que se
produce.

- Capacidad para medir con precision la cantidad de amplicén en cada ciclo, lo que
permite una cuantificacion muy precisa de la cantidad de material de partida.

- Mayor rango dinamico de deteccién.

- Laamplificacion y deteccidn se producen en un solo tubo, con lo que se eliminan

las manipulaciones posteriores a la PCR y se evitan contaminaciones.

Se ha aplicado ampliamente en investigacion médica y en investigacion ambiental su
aplicacion ha sido mas lenta, aunque en auge. En los Gltimos afios, esta técnica ha tenido
un desarrollo exponencial en analisis de comunidades bacterianas especificas en sistemas
de depuracion bioldgicos. La abundancia de estas comunidades es critica en el disefio y
operacion de los sistemas de tratamiento de aguas, en especial en comunidades
bacterianas que forman parte del proceso de nitrificacion. Un ejemplo son las AOB
(Ammonium Oxidazing Bacteria), que contienen sistemas enzimaticos del tipo AMO
(Amonio monooxigenasa) y HAO (Hidroxilamina oxidoreductasa) capaces de oxidar el

amonio para convertirlo en nitrito segun la reaccion:
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AMO HAO
+ t +
NH +0,+ 2ZH" 2 NH,0H + H,0 jeNOz + 5H (Reac. 111.3)

N e oo

2e

Esta técnica se ha utilizado en esta Tesis Doctoral para la amplificacion y cuantificacion
de dos tipos de genes: ADN 16S bacteriano y AOB 16S ARNr en muestras de fango y
liquidas procedentes de diferentes etapas del tratamiento bioldgico en continuo de

lixiviados de vertedero pretratados.

Procedimiento y descripcién del equipo

Las muestras de ADN extraidas mediante el procedimiento descrito en el apartado 111.6.1
se analizaron por qPCR mediante un equipo 7500/7500 Fast Real-time PCR System
(Applied Biosystem) (Figura 111.21). Utiliza una placa de 96 pocillos y una plataforma de
cinco colores basados en fluorescencia para proporcionar la deteccion cuantitativa de
secuencias de &cidos nucleicos diana (objetivos) usando analisis en tiempo real. Este
equipo recopila datos de fluorescencia en los diferentes ciclos de la PCR en tiempo real
y esta acoplado a un software 7500 para el procesado de datos. Este utiliza una region de
interés y calibraciones internas para determinar la ubicacion y la intensidad de la

fluorescencia de cada lectura. El procedimiento sigue los siguientes pasos:

- Excitacion: El instrumento ilumina todos los pocillos de la placa de reaccién
dentro del instrumento, excitando los fluor6foros en cada reaccion.

- Emision: El instrumento recoge la fluorescencia residual emitida desde los
pocillos de la placa de reaccion. La imagen resultante recopilada por el dispositivo
consiste en un haz de luz que corresponde al rango de longitudes de onda de
emision.

- Recoleccion: El instrumento realiza una representacion digital del residuo de
fluorescencia recogido durante el intervalo de tiempo analizado, y almacena la

imagen para el anélisis.
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Figura 111.21. Equipo 7500/7500 Fast Real-time PCR System (Applied Biosystem).

Los dos tipos de genes que se han analizado y comparado en este trabajo han sido los
genes ADNTr 16S bacteriano y AOB 16S ARNr para cada una de las muestras de ADN
anteriormente descritas. Se analiz6 cada muestra, diluida 1:10 para evitar la saturacion
del equipo, por duplicado. Para verificar la ausencia de contaminacion en los resultados
obtenidos, se incluy6 el correspondiente control negativo, el cual consta de l1os mismos
componentes que la reaccion de PCR seleccionada, pero sin ADN muestra. Los
componentes y requisitos para llevar a cabo la amplificacion de cada uno de los genes
seleccionados se obtuvieron de la literatura (Harms y col., 2003). Para la deteccion del
ADNr 16S bacteriano (numero total de bacterias) se utilizaron 25 uL de volumen total
conteniendo 12,5 pL de Platinum® Quantitative PCR SuperMix-UDG (Invitrogen,
Carlsbad, California, Estados Unidos) con MgCl, 5 mM (2,5 uL) como tampon, 15 pmol
primers 1055f (5'-ATGGCTGTCGTCAGCT-3") y 1392r (5'-ACGGGCGGTGTGTAC-
3) (0,4 pL de cada uno), 6,25 pmol TagMan sonda 16STaqlll5 (5'-(6-FAM)-
CAACGAGCGCAACCC-(TAMRA)-3 "), 8.14 pL de agua y 1 pL de muestra de ADN
diluida 1:10. Por otro lado, para la determinacion del AOB 16S ARNr (bacterias amino-
oxidantes), se utilizaron alicuotas de 1 pL de ADN diluido 1:10 con 12,5 pL de Universal
PCR Master Mix (PE Applied Biosystems), 7,5 pmol de una proporcion 2:1 de los primers
CTO 189fA/B (5'-GGAGRAAAGCAGGGGATCG-3’, 0,05 uL) y CTO 189fC (5'-
GGAGGAAAGTAGGGGATCG-3,, 0,025 L), 7,5 pmol de RTIr (5-
CGTCCTCTCAGACCARCTACTG-3",0,075 uL), 0,03 uL de TagMan sonda TMP1 (5"-
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(6-FAM)-CAACTAGCTAATCAGRCATCRGCCGCTC-(TAMRA)-3', 3,15 pmol) y
11,32 uL de agua.

La Tabla 111.10 proporciona los programas de gPCR establecidos para la amplificacion
del ADNr 16S bacterianos y del gen AOB 16S ARNTr.

Tabla I11.10. Programa de gPCR para amplificacion de ADNr 16S bacteriano y gen AOB
16S ARNr (Harms y col., 2003).

ADNr 16S AOB
Estabilizacion y 3 minutos a 50°C 2 minutos a 50°C
desnaturalizacion 10 minutos a 95°C 10 minutos a 95°C
45 ciclos: 40 ciclos:
Ciclos 95°C durante 30 segundos y 72°C 95°C durante 30 segundos y
durante 20 segundos 60°C durante 60 segundos

La cuantificacion relativa de las muestras de ADN de fangos se estimo utilizando una
curva estandar de amplificacion de ADN de concentracion conocida reportada en trabajos
previos de nuestro grupo de investigacion (Polo-Lépez y col., 2017). Para ello, se
realizaron diluciones seriadas y se aplico el mismo procedimiento de amplificacion de
ADN. Los valores de fluorescencia obtenidos tanto en la curva estdndar como la

cuantificacién de resultados se expresaron como logaritmo.

111.6.3. Técnicas de secuenciacion masiva: metagenomica

Fundamento tedrico

La Metagendmica ha surgido como una herramienta con gran potencial para afrontar los
retos en el entendimiento de complejas comunidades microbianas y viricas. ES un campo
nuevo en el que se persigue obtener secuencias del genoma o ADN de los diferentes
microorganismos que componen una comunidad, extrayendo y analizando su ADN de
forma global para asi poder entender cual es el papel que desempefian en el medio donde
se encuentran. La posibilidad de secuenciar directamente los genomas microbianos sin

necesidad de cultivarlos abre nuevas posibilidades por su alto rendimiento y bajo coste.
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Permite acceder al genoma sin ver a los microorganismos ni cultivarlos. Ademas, se cree
que, con los métodos tradicionales, basados en el aislamiento y cultivo previo de los
microorganismos, se “pierde” hasta un 99% de diversidad bacteriana de una muestra. Por
tanto, consiste en obtener las secuencias de ADN y ARN de las muestras objeto de estudio
y compararlas con todas las secuencias conocidas, permitiendo buscar homologia entre

ambas.

En la actualidad, la metagendmica puede entenderse desde dos perspectivas diferentes:
desde el punto de vista filogenético o taxondmico (basado en el estudio del ADN 5S y del
ARNr 16S) y desde el punto de vista funcional (basado en la secuenciacion de todo el
genoma). Esta tecnologia ha tenido un gran desarrollo gracias al uso de nuevos sistemas
de anélisis y el desarrollo de herramientas bioinformaticas que facilitan el procesado de
datos, ofreciendo respuestas mas rapidas, econdémicas y de mayor precision sobre la

informacidn genética contenida en muestras ambientales.

En este desarrollo tecnoldgico, un gran avance ha sido el establecimiento de las técnicas
de secuenciacion masiva, (NGS por sus siglas en inglés “Next Generation Sequencing”),
permitiendo multiplicar por varios millones el nimero de bases nitrogenadas obtenidas
mediante otras metodologias anteriores (Sanger). Estas NGS se pueden dividir en
plataformas con tecnologias de secuenciacion de lectura corta o tecnologias de segunda
generacion (AB Solid, Illumina, 454 Roche y Oxford Nanopore). En este trabajo, se

utilizo la plataforma “Illumina” para los estudios de secuenciacion masiva.

Esta metodologia se caracteriza por el uso de nucleétidos marcados con fluor6foros que
bloquean de forma reversible la elongacién de la cadena. En esta plataforma las
reacciones de PCR se llevan a cabo uniendo fragmentos de ADN a cebadores
inmovilizados sobre una superficie solida. Los nucledtidos que se agregan mediante la
polimerizacion del ADN en la reaccion se modifican quimicamente quedando etiquetados
de manera fluorescente. Por tanto, al incorporarse a la amplificacion del ADN emiten una
sefial que se mide mediante fluorescencia de reflexién interna total (TIRF, siglas en
inglés). Tras la deteccion de la incorporacion del fluoroforo, y la eliminacion del mismo,
es posible continuar con un nuevo ciclo de adicion de un nuevo nucleotido. Es lo que se

conoce como secuenciacion por sintesis.

En general, el desarrollo exponencial en los ultimos afios de las técnicas NGS reside en

su alto rendimiento, permitiendo acceder al genoma de numerosos microorganismos
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eliminando la necesidad de realizar cultivos especificos y laboriosos. EI conocimiento del
metagenoma de un ambiente en particular permite conocer aspectos de la vida microbiana
que se esté generando en un sistema concreto, incluyendo la variabilidad de la poblacion

microbiana o interacciones ecoldgicas de cada sistema particular.

Esta técnica se ha utilizado para la identificacion y/o clasificacion de las especies
microbianas presentes en muestras de fangos adsorbidos a soportes, los cuales se
encuentran en un reactor bioldgico de lecho fijo trabajando con lixiviados de vertedero
pretratado en continuo y muestras liquidas del mismo, para determinar o describir los

posibles cambios que dicha poblacion sufre a lo largo del tratamiento.

Procedimiento y descripcién del equipo

Mediante esta técnica se abordo la identificacion de especies a través de la secuenciacion
de laregion 16S a partir del ADN extraido, en fases previas del proceso, (apartado I11.6.1.)
de muestras de fangos procedente del tratamiento bioldgico en continuo de los lixiviados

de vertedero pretratados.

Las muestras de ADN obtenidas en este trabajo experimental fueron enviadas para su
analisis por secuenciacion masiva a STAB VIDA (laboratorio de andlisis genético, en
Portugal), donde se utilizé un analizador MiseQ Illumina de Applied Biosystems (Figura

111.22) para su analisis metagenémico.

Figura 111.22. Analizador genético MiseQ Illumina.

El procedimiento llevado a cabo por el laboratorio STAB VIDA se describe brevemente

a continuacion:
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o Control de calidad de las muestras de ADN enviadas. El objetivo de este analisis
previo es garantizar la integridad y cantidad del ADN para obtener una optima
amplificacion. Este control consiste en una electroforesis en gel de Agarosa (al
1%) de las muestras de ADN, utilizando un campo magnético de 120V y una
duracion de 20 minutos. Tras ello, se realiza una cuantificacion del ADN presente
en la muestra mediante fluorimetria. La concentracion necesaria para una optima
amplificacion del ADN en cada muestra debe de ser igual o superior a 50 ng/uL.

o A continuacion, se lleva a cabo una amplificacion de las regiones variables del
gen 16S, V3 y V4, en funcion de cuya secuencia se clasifican las especies
presentes en la muestra. Este paso del procedimiento se realiza mediante el uso de
Kits comerciales y reaccién PCR en termociclador, para este caso en particular, el
16S Metagenomic Sequencing Library preparation.

o La amplificacion de estas regiones se secuencia utilizando otro kit comercial,
MiSeq Kit v2 empleando la plataforma Illumina MiSeq platform (Figura 111.22).

o Por ultimo, los resultados generados durante la secuenciacion se analizan
utilizando el software Illumina 16S Metagenomics workflow versiéon 1.0.1, lo que
proporciona informacién sobre la clasificacion taxondmica de las muestras
analizadas mediante comparacion con huellas genéticas conocidas, publicadas y
almacenadas en bases de datos especificas y contempladas en el software
empleado en este procedimiento analitico.

I11.7. Pretratamiento fisicoquimico

Las aguas residuales industriales presentan color y turbidez debido a que contienen
material suspendido, s6lidos que pueden sedimentar en reposo, o sélidos dispersados que
no sedimentan con facilidad. Una parte considerable de estos solidos que no sedimentan
pueden ser coloides. Las especies coloidales halladas en aguas superficiales y residuales
incluyen arcillas, silice, hierro, metales pesados, color o sélidos organicos. Son particulas
muy pequefias y con una carga eléctrica superficial que les hace repelerse continuamente,
impidiendo su aglomeracion y formacion de una particula mas pesada para poder asi
sedimentar. Por ello, una parte importante del tratamiento de aguas residuales esta
relacionada con la eliminacion de este tipo de particulas. Los tratamientos fisicoquimicos
basados en procesos de coagulacion/floculacion (C/F) permiten la disminucién o
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eliminacion de color y turbidez en aguas residuales, asi como una pequefia fraccion de

CT, debido a la desestabilizacion de los colides y su posterior sedimentacion.

El proceso consiste en la alteracion del estado fisico de determinadas particulas
coloidales, convirtiéndolas en particulas susceptibles de un proceso de separacion por
sedimentacion o filtracion. Esto se logra con la adicion de agentes quimicos y aplicando
energia de mezclado en unas determinadas condiciones. Mediante la coagulacién o la
adicion de coagulantes, se consigue la desestabilizacion de los coloides producida por la
eliminacion de las dobles capas eléctricas que los rodean y la formacién de nucleos
microscopicos. Y mediante la floculacién o adicion de floculantes, se produce la
aglomeracion de las particulas desestabilizadas primero en microfléculos y luego en

aglomerados voluminosos llamados fléculos capaces de sedimentar.
En general, el proceso de C/F consta de 3 etapas:

1. Mezcla rapida: Permite la interaccion del agua residual con el coagulante o floculante
mediante una agitacion fisica rapida, promoviendo el choque de particulas y

favoreciendo la desestabilizacion de particulas coloidales.

2. Mezcla lenta: Consiste en un proceso de agitacion fisica de la masa coagulada a una
velocidad baja, favoreciendo la agrupacion de particulas y la formacién de

aglomerados capaces de sedimentar con facilidad.

3. Sedimentacion: Consiste en dejar la mezcla en reposo durante un tiempo determinado
para la sedimentacion de aglomerados, favoreciendo la clarificacion del agua residual
para su posterior decantacion o filtrado.

El resultado es la reduccion de color, turbidez y generalmente de COD del agua residual
tratada.

Es necesaria la correcta optimizacion de los parametros que intervienen en el proceso de
C/F para cada tipo de agua residual. Dentro de las variables fundamentales que afectan a
este proceso se encuentran el tipo de coagulante o floculante, la dosis de estos, el pH del
medio y los tiempos y velocidad de agitacion de la mezcla resultante. Uno de los factores
mas importantes es la dosis de coagulante o floculante. Si se afiade demasiado, las
particulas se cargan con el signo contrario y pueden volver a dispersarse con el

consiguiente aumento de la turbidez.
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Generalmente, los tratamientos fisicoquimicos se utilizan como una etapa de depuracion
complementaria a otros tratamientos, siendo capaces de aumentar la eficiencia de
posteriores procesos de oxidacion quimica (Wang y col., 2011; Papaphilippou y col.,
2013).

En este trabajo, el pretratamiento fisicoquimico mediante C/F es la primera etapa de la
linea de tratamiento propuesta para los lixiviados de vertedero estudiados, y es la etapa
previa al proceso avanzado de oxidacion quimica. Para ello, en primer lugar, se optimizd
a escala de laboratorio en un sistema “Jar-test” mediante coagulantes y floculantes
comerciales. Y de ahi, se paso al uso de una planta piloto para tal propdsito con las
condiciones éptimas obtenidas. Los pardmetros para evaluar la eficacia de dicho proceso
fueron los porcentajes de eliminacion de turbidez y COD utilizando la Ecuacion 111.12:

COD o turbidez inicial—COD o turbidez final
COD o turbidez inicial

% Eliminacion = x 100 (Ec. 111.12)

111.7.1. Seleccién de coagulantes y floculantes
En este trabajo, ademas de dos coagulantes cominmente utilizados para el tratamiento de
C/F en aguas residuales, como FeCls anhidro y Ca(OH)2, se seleccionaron tres
coagulantes comerciales (QUIFLOC 225-K, ECOTAN BIO, QUIFLOC NT-520) y tres
floculantes comerciales (QUIFLOC AC/9800, QUIFLOC 2030/W y QUIFLOC AC-
6010). La Tabla I11.11 presenta algunas caracteristicas de los coagulantes y floculantes

comerciales seleccionados.

COAGULANTES

QUIFLOC 225-K: Se trata de una sustancia de aspecto liquido transparente incoloro,
efectiva en un amplio rango de pH. Es un producto muy utilizado en depuracion de aguas
y deshidratacion de fangos, siendo capaz de sustituir total o parcialmente a los
coagulantes inorganicos. Su uso esta recomendado en la decantacion secundaria de fangos
bioldgicos procedentes de digestiones, tanto aerobias como anaerobias, favoreciendo su
rapida sedimentacién y respetando la flora bacteriana presente en el sistema. Ademas, es

eficaz en la precipitacion de tensioactivos anionicos.

ECOTAN BIO: Es un coagulante natural de carécter cationico que se extrae de la corteza

de la Acacia Negra (Acacia mearnsii). Presenta una fuerte accion coagulante que actla
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en sistemas de particulas coloidales en aguas residuales neutralizando las cargas y
aglutinando (coagulando) las particulas en suspension. Debido a su caracter natural y a
que no presenta metales en su estructura, no consume alcalinidad del medio, ya que no
sufre hidrdlisis en solucion y su eficacia como coagulante es éptima. Tampoco altera el
pH del sistema ni aporta productos toxicos, favoreciendo los procesos bioldgicos y

posterior reutilizacion del fango.

QUIFLOC NT-520: Es un coagulante natural de bajo peso molecular y color marrén
oscuro que actua sustituyendo, total o parcialmente, a los coagulantes inorganicos. Se
puede utilizar como “emulsion breaker” y como agente quelatante de metales en
disolucion. Es muy efectivo en la industria papelera, metalUrgica, curtidos e industria
quimica, aunque se puede utilizar también en plantas convencionales de tratamiento de
aguas. En cuanto a los fangos, se utiliza para espesar lodos primarios y para incrementar

la carga de sélidos en procesos de desbaste mecanico.

FLOCULANTES

QUIFLOC AC/9800-P: Es un floculante cationico de alto peso molecular y efectivo en
un amplio rango de pH. Por su estructura altamente reticulada este producto esta
especialmente indicado para su aplicacién en centrifugas de alta velocidad ya que
combina la formacion de un floculo grande y resistente con un excelente desbaste. Puede
actuar s6lo o en combinacion con otros productos muy utilizados en tratamientos de aguas
como sulfato de alumina, policloruro de aluminio, cloruro férrico o poliamina. Si se
combina con un floculante anidnico se obtiene una floculacion méas completa y resistente
(tratamiento dual). Su alto contenido en centros activos lo hace especialmente interesante

para aquellas aplicaciones donde el consumo de floculante es elevado.

QUIFLOC 2030/W: Es un floculante cationico de alto peso molecular y eficaz en un
amplio rango de pH (6-14), que puede actuar s6lo o en combinacion con otros productos
habituales en tratamientos de aguas (sulfato de alimina, policloruro de aluminio, cloruro
férrico o poliamina). Tiene un aspecto de liquido opaco blanco lechoso. Se utiliza con
éxito en numerosas industrias como por ejemplo la industria quimica, textil, curtidos,
alimentaria, pinturas, petroleo, lavado de envases, mataderos, metallrgica y galvanica.
Esta sustancia es especialmente Util en tratamientos de efluentes donde la separacion debe

realizarse por flotacion.
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QUIFLOC AC-6010: Es un liquido blanquecino opaco de caracter cationico y peso

molecular muy alto. Resulta Gtil en un amplio abanico de aplicaciones proporcionando

buenos resultados en procesos de deshidratacion de fangos, especialmente en centrifugas.

Es efectivo en un amplio rango de pH y al igual que el QUIFLOC 2030/W puede actuar

solo o en combinacion con otros productos habituales en los tratamientos de aguas

(sulfato de alimina, policloruro de aluminio, cloruro férrico o poliamina).

Su alto

contenido en centros activos lo hace especialmente interesante para aquellas aplicaciones

donde el consumo de floculante es elevado.

Tabla I11.11. Caracteristicas fisicoquimicas de los coagulantes y floculantes comerciales

seleccionados.

Rango . . .
Nombre Descripcion pH | efectivo de De”S'd;?‘ : YEEEEIER
o (g/om’) (cp)
COAGULANTES
Homopolimero de
QUIFLOC cloruro de i Rango i
225-K dialildimetilamonio 4t amplio 1,05 500-2000
en solucién acuosa
Coagulante de base
ECOTAN natural vegetal 45-9 i i i
BIO derivado de la '
Acacia
QUIFLOC | Polimero cationico i ) ) i
NT-520 en solucién acuosa 2-3 1,02-1,10
FLOCULANTES
Copolimero
cationico de
QUIFLOC N i Rango
AC/9800P acrllamlda en amplio 1,05 <3000
emulsion base
hidrocarburos
Copolimeroani6nico
QUIFLOC I ) ]
2030/W dd_e acrl_lgmlda en 3-5 6-14 1,20 <3000
ispersion acuosa
Copolimero
catiénico de
QUIFLOC acrilamida en - Rango 1,03-1,05 300-1500
AC-6010 - amplio
emulsion base
hidrocarburos

II1.7.2. Sistema “jar-test” para ensayos de coagulacion/floculacion a escala

de laboratorio

Fundamento tedrico y descripcidn del equipo
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Para la optimizacion o disefio de la etapa de C/F, inicialmente es necesario llevar a cabo
el estudio del comportamiento de un coagulante o floculante en un agua residual a escala
de laboratorio mediante el ensayo “jar-test”. Con este ensayo se pretende reducir el
contenido en sélidos disueltos, solidos en suspension, materias coloidales y otras materias
sedimentables, con la consiguiente reduccion de color, turbidez y dureza del agua bruta
investigada. La finalidad de estos ensayos de C/F, esta encaminada a determinar el tipo
de coagulante 6ptimo, su dosis 6ptima, pH dptimo de tratamiento y el tiempo de retencion
y velocidad de agitacion éptimos para una buena mezcla (coagulacion) y un buen contacto
entre las particulas (floculacion). Son usuales y orientativas velocidades de mezcla rapida
de 100-150 rpm y tiempos de 30 s a 2 minutos. En cuanto a velocidades de mezcla lenta
oscilan entre 20 y 40 rpm y tiempos de 5 a 10 minutos, asi como tiempos de sedimentacién
final de 5 a 20 minutos. En cualquier caso, un sistema “jar-test” permite varias las

condiciones operativas para adaptarlas al agua residual que se vaya a tratar.

El “jar-test” se compone de una plataforma, la cual dispone de una serie de paletas
agitadas mecéanicamente adheridas. Estas se introducen en una serie de vasos de
precipitado de 1 a 1,5 L de capacidad. Las paletas deben tener la misma forma geométrica
y tamafio y deben tener regulacion de la velocidad de giro, la cual debe oscilar entre 20 y
150 rpm, operando todos a la misma velocidad y simultaneamente. Para que se perciba
mas nitidamente la dindmica de la formacion, evolucion y sedimentacién de los floculos

generados en el ensayo, la base del floculador debe hallarse bien iluminada.

En nuestro caso, los ensayos de C/F se realizaron en un sistema “jar-test” Modelo JT60E
(OVAN) disponible en el laboratorio de la PSA (Figura 111.23). Se trata de un equipo

digital con 6 posiciones disefiado para vasos de ensayo de 1 litro de capacidad.

Figura 111.23. Sistema “jar-test” JTS60E (OVAN).
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En esta Tesis Doctoral, se ha utilizado el ensayo “jar-test” para la optimizacion de la
primera etapa de pretratamiento fisicoquimico mediante C/F, en la linea de tratamiento

para lixiviados de vertedero.
Procedimiento

En este trabajo, los tiempos de contacto y la velocidad de agitacion se fijaron en los
siguientes valores, siguiendo un estudio realizado previamente en el grupo de
investigacion (Ponce-Robles y col., 2016): 3 minutos de mezcla rapida a 100 r.p.m., 30
minutos de mezcla lenta a 30 r.p.m. y 30 minutos de sedimentacién. Los pH estudiados
son pH 5y el natural del agua residual.

El procedimiento consistié en colocar cada uno de los vasos de ensayo conteniendo el
agua residual con el pH correspondiente debajo de cada una de las paletas de agitacion
del sistema “jar-test”. A continuacion, se afiadieron diferentes dosis de los coagulantes y

floculantes seleccionados para el estudio.

Después de un periodo de agitacion rapida (3 minutos) y lenta (30 minutos), las paletas
agitadoras se levantaron y se esper6 un tiempo de 30 minutos para la sedimentacion de
los fléculos. Finalmente se determinaron los porcentajes de eliminacion de turbidez y
COD del sobrenadante obtenido.

111.7.3. Ensayos de coagulacion/floculacion/filtracion a escala planta piloto

Fundamento tedrico y descripcion del equipo

Las condiciones Optimas obtenidas para el proceso de C/F mediante el ensayo “jar-test”
se escalaron a un sistema piloto. Para ello, se utilizo una planta piloto de

coagulacion/floculacion/filtracion disponible en la PSA (Figura 111.24).

La planta consiste en un mezclador conico de 200 L de capacidad acoplado a un sistema
de filtracion. El mezclador dispone de un sistema de control de velocidad, permitiendo la
reproducibilidad de los tiempos de contacto con las dosis adecuadas de C/F y
favoreciendo la sedimentacion de los floculos. Por otro lado, el sistema de filtracion esta
compuesto por dos tanques de almacenamiento de 500L de capacidad conectados a dos
bombas que operan en modo manual o automatico, un filtro silex modelo SETA 16x44
(PEVASA) de 75um y dos microfiltros de cartucho AMETEK de 25 ym y 5 um,

respectivamente. Este sistema permite trabajar a un caudal de agua maximo de 1 m3/hora.
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El filtro silex dispone de un dispositivo de operacion y lavado automaticos, asi como un

regulador de caudal y manometros para la lectura de la presion.

Figura 111.24. Fotografia del sistema de coagulacion/floculacion/filtracion disefiado e
instalado por S.E.T.A.

Procedimiento

Tras la recepcion del lixiviado de vertedero, éste se introdujo en un tangque conico de 200
L de capacidad y se procedié a realizar el tratamiento de C/F segun las condiciones
optimas de operacion obtenidas a escala de laboratorio en el sistema “jar-test”. A
continuacion, se fijaron las condiciones de mezcla requeridas (3 minutos de agitacién
rapida, 30 minutos de agitacion lenta y 30 minutos de sedimentacion). Transcurrido el
tiempo de sedimentacidn, el sobrenadante se introdujo en el sistema de filtracion. El
proceso de filtrado consistio en el paso del agua residual por tres filtros consecutivos (un

filtro de arena o filtro silex, un microfiltro de 25 pum y un microfiltro de 5 um).

111.8. Plantas piloto y a escala de laboratorio para la descontaminacion de aguas

mediante procesos avanzados de oxidacion

111.8.1. Simulador solar
Fundamento tedrico y descripcion del equipo
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El simulador solar ATLAS SUNTEST XLS+ (Atlas) (Figura 111.25), se ha empleado en
esta Tesis Doctoral para llevar a cabo los experimentos de optimizacion del proceso de
foto-Fenton solar para la degradacion de MC organicos mediante el uso de sustancias
hdmicas. Este simulador se encuentra equipado con una ld&mpara de arco de xen6n NXE
1700 (Atlas) de 422 mm de largo y 12 mm de diametro y un filtro especial de vidrio
(Dayligtht) que corta la radiacion UV en 290 nm, simulando la radiacion solar de un dia
normal soleado. El equipo también consta de un sistema de refrigeracién para poder
controlar la temperatura dentro de la cAmara de reaccion (a 35°C en los experimentos

desarrollados en este trabajo).

Figura 111.25. Simulador solar ATLAS XLS+.

Para la realizacion de estos experimentos, se utilizd un vaso de precipitado de vidrio
DURAN® (Schott), el cual se colocé encima de un agitador y se mantuvo en agitacion

continua. Este vaso de precipitado tiene una altura de 19 cm y un didmetro de 9 cm.

Procedimiento

Todos los experimentos llevados a cabo en el simulador solar se realizaron con 1 L de
agua residual. A continuacién, se afiadié la concentracion de sustancias tipo humicas
correspondiente a cada uno de los ensayos. Se evaluaron diferentes condiciones de
operacion debido a estudios previos realizados (Garcia-Ballesteros y col., 2018; Caram y
col., 2018; Garcia-Ballesteros y col., 2017) por el grupo de la Prof. Ana M. Amat de la
Universidad Politécnica de Valencia (Campus de Alcoy), ya que estas STH fueron
aisladas mediante hidrolisis, ultrafiltracion y secado (apartado 111.1.3) y cedidas por dicho

grupo. Tras 5 minutos de agitacion se adicionaron 200 pg/L de cada MC organico descrito
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en el apartado 111.1.4 en oscuridad. Tras otros 5 minutos de agitacion, la mezcla fue
considerada homogenea (tras comprobar la concentracion inicial requerida de cada MC
mediante cromatografia liquida). Seguidamente se afiadieron 5,5 mg/L de Fe (llI)
habiendo ajustado previamente el pH en caso necesario. El simulador solar era
programado a una radiacion constante de 30 W/m? y temperatura constante de 35°C.
Finalmente, después de otros 5 minutos, se afiadio la concentracion de H20; requerida
para cada ensayo y se encendio la lampara, dando comienzo el experimento. Para todos
los ensayos, se tomaron muestras cada 5 minutos durante la primera media hora, después
cada 15 minutos hasta llegar a una hora de experimento y luego cada 30 minutos hasta
Ilegar a las dos horas de experimento. Durante estos ensayos, se midieron las variables de
pH (apartado 111.2.7), COD (apartado 111.2.2), concentracion de hierro total (cuando fue
necesario, apartado 111.2.4), concentracion de H»O> (cuando fue necesario, apartado
111.2.5) y la concentracién de MC organicos (apartado 111.2.11).

111.8.2. Planta piloto de ozonizacion

Fundamento tedrico y descripcion del equipo

Para realizar los experimentos de ozonizacion, se us6 una planta piloto ANSEROS
(Anseros Klaus Nonnenmacher GmBH, Alemania), modificada por INVESQUIA 1QD,

S.L, disefiada para trabajar en modo discontinuo e instalada en la PSA (Figura 111.26).

Figura 111.26. Planta piloto de ozonizacion ubicada en la PSA.
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El ozono se produce a partir de aire ambiental mediante un generador de oxigeno
(ANSEROS SEP 100). El oxigeno es separado de otros componentes del aire mediante
tamices moleculares y entra al generador de 0zono (ANSEROS COM-ADO?2), en el cual,
al aplicar un elevado voltaje (genera un voltaje de 20 kV mediante una frecuencia de 600
Hz) se genera ozono. El enfriamiento del sistema se lleva a cabo por ventiladores
mediante un caudal de aire controlado. La entrada de aire al generador de ozono se regula
mediante un caudalimetro y el generador de ozono se conecta o desconecta con un

interruptor mientras que el porcentaje de generacion se regula a partir de un variador.

Se utilizaron dos analizadores UV no dispersivos (Ozomat GM-6000-OEM) capaces de
medir altas concentraciones de 0zono en fase gaseosa (rango de medida 0,0001-199,9 g
O3s/Nm?®) para medir la concentracion de ozono a la entrada y a la salida del sistema. La
produccion de ozono esta conectada a una columna de reaccion con un volumen total de
20 L, permitiendo trabajar con un volumen minimo de 8 L. En la parte inferior de esta, se
encuentra un difusor de entrada de Oz y un deshumidificador de gas en el punto de
muestreo. Las conexiones y valvulas del sistema estan fabricadas en polipropileno para
el flujo de agua y en PTFE para el circuito de ozono. Para evitar la liberacion de ozono a
la atmdsfera, el sistema ademas esta acoplado a un destructor térmico (300°C) y catalitico
de ozono. El equipo dispone de un detector de ozono ambiental (ANSEROS, SEN 6060-
S) conectado a una alarma para la vigilancia continua de concentraciones de gas en el

ambiente peligrosas para el operador.

El sistema cuenta adicionalmente con una sonda redox, una sonda para la medida de
ozono en fase liquida y un sistema regulador de pH compuesto por un sensor y dos
bombas capaces de introducir acido o base dependiendo del control de pH que se desee

ejercer en el sistema.

Se midio el gas ozono en la entrada del sistema (Cog.en'NLms) y a la salida

(CO3,Sn,g/Nm3). Teniendo en cuenta el flujo de aire de entrada de 0,1 Nm?3h
(Q,, Nm3/h), el volumen de reaccion (Vy), el tiempo de muestreo (t,) y la concentracion
de ozono consumido en la muestra anterior (Osconsn-1), €l consumo de ozono de cada

muestra (Osconsn, 9/L) se calculd con la siguiente ecuacion:

0 consn (2) = O3 consoy + 202 Cosmn) (otn) (Ec. 111.13)
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Procedimiento

Los experimentos de ozonizacion llevados a cabo en esta Tesis Doctoral se realizaron
para estudiar el tratamiento de lixiviados de vertedero después de la etapa de
pretratamiento mediante C/F descrita en el apartado 111.7.3.

En primer lugar, hay que asegurarse que el sistema estd completamente seco, para ello se
debe hacer circular una corriente de aire a 100 L/hora durante un periodo minimo de 1
hora. Transcurrido este tiempo, se procede al encendido del destructor de ozono. A
continuacion, se llena la columna con 10 L de lixiviados de vertedero pretratados a pH
12 (ajustado previamente con NaOH) y se enciende la recirculacion. Finalmente, se ponen
en marcha los analizadores de ozono y finalmente el generador. Dependiendo del
experimento que se lleve a cabo, el generador de ozono se ajustd al 20% o 50% de
potencia con una produccion constante de 1,4 g Oz/h y 3,6 g Os/h respectivamente. Las
muestras se tomaron cada 30 minutos durante los primeros 150 minutos y después cada
hora. Inmediatamente, después de tomar la muestra, se burbujea un pequefio flujo de gas
inerte (N2) dentro de la misma muestra para eliminar el ozono residual y detener la

reaccion, y asi proceder a la realizacion de las correspondientes medidas analiticas.

111.8.3. Planta piloto solar tipo CPC (Captador Parabdlico Compuesto) para
aplicaciones de foto-Fenton
Los experimentos de fotocatalisis solar mediante foto-Fenton se han llevado a cabo
utilizando dos prototipos de Captador Parabdlico Compuesto (CPC) (Prototipos
denominados CADOX y SOLEX) ubicados en la Plataforma Solar de Almeria (latitud
37°N, longitud 2.4 W).

PROTOTIPO CADOX

Descripcién de la planta

Este reactor a escala planta piloto ha sido especialmente disefiado para aplicaciones de
tratamiento de aguas mediante foto-Fenton solar (Figura 111.27). El circuito hidraulico
estd formado por un tanque de recirculacién esférico de vidrio borosilicato, una bomba
centrifuga, un médulo de captador tipo CPC con una superficie total irradiada de 4.16 m?,
tubos de vidrio borosilico, tuberias opacas de conexion de polietileno de alta densidad y
valvulas de polipropileno inerte de %4” de diametro interno. En la tuberia de conexion del

tanque con el captador se insertaron tres sensores en linea (pH, potencial redox y oxigeno
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disuelto), un sistema de calefaccion formado por cuatro grupos de resistencias y un
sistema de refrigeracion externo. El sistema global esta conectado a un ordenador que
adquiere los datos en linea generados por los sensores y transmite las decisiones de
control al cuadro de mando.

La planta piloto tiene un volumen total de 82 L y opera en modo discontinuo. EI modulo
de captador CPC esta montado sobre una estructura metalica inclinada 37° (latitud de la
PSA) y orientados hacia el sur. Cada tubo de vidrio borosilicato tiene de 1,5 m de
longitud, 46,4 mm de didmetro interno y 50 mm de didmetro externo. El sistema
completo, por tanto, consta de 20 tubos conectados en serie mediante conexiones de
polipropileno (protegidas de la radiacion UV con laminas de aluminio). El sistema CPC
presenta un factor de concentracion de 1. El reflector utilizado es de aluminio anodizado.

Figura 111.27. Fotografia del captador CPC CADOX utilizado para reacciones de foto-
Fenton solar.

El fluido de trabajo, en este caso aguas residuales industriales, circula en el sistema a
través de los tubos y finaliza en un tanque de recirculacion que tiene una capacidad
méaxima de 20 L. El sistema posee una bomba centrifuga que es la encargada de impulsar
el fluido a través del sistema a un caudal que puede ser regulado mediante un caudalimetro
insertado en la tuberia. En este trabajo, todos los experimentos se llevaron a cabo
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utilizando un caudal constante de 25 L/min, proporcionando un flujo turbulento dentro

del circuito.
Procedimiento

La planta piloto CADOX fue utilizada en esta Tesis Doctoral para llevar a cabo los
experimentos de foto-Fenton solar para el tratamiento de lixiviados de vertedero

pretratados mediante C/F como se describe en el apartado 111.7.3.

Para ello, los lixiviados, tras el pretratamiento, se introdujeron en el fotorreactor CPC y
se homogeneizaron en oscuridad. En el caso que fue necesario, se ajusto previamente el
pH a 2,8 con la adicion de &cido sulfurico. Se tomé una muestra para analizar los
parametros de partida (COD, DQO, turbidez, etc.) y a continuacion se adicionaron dosis
adecuadas de H20>. Se destapo el sistema y comenzo el proceso de foto-Fenton solar. Se
tomaron diversas muestras a medida que el perdxido afiadido iba consumiéndose. Asi, las
muestras tomadas no tenian, en ningun caso, una cantidad de peroxido de hidrogeno
residual que pudiera interferir negativamente en las medidas analiticas y bioldgicas
posteriores. En este trabajo, la adicion de hierro no fue necesaria en ningun caso, debido
a gque las muestras contenian una cantidad residual de Fe (I11) disuelto de 30 mg/L,

aproximadamente, debido a la etapa previa de C/F.

PROTOTIPO SOLEX

Descripcién de la planta

Este fotorreactor esta formado por dos mddulos de captadores tipo CPC cuyo reflector
esta fabricado con aluminio anodizado. Cada uno de los mddulos esta montado sobre un
marco de aluminio y consta de 12 tubos, con una longitud total de cada tubo de 1502 mm,
diametro exterior de 32 mm y espesor de pared de 1,4 mm. La estructura global se
encuentra inclinada con un angulo igual a la latitud local del emplazamiento (37°). Los
dos mddulos estan conectados en serie y el fluido de trabajo circula directamente de uno
a otro hasta un tanque de recirculacion esférico de vidrio borosilicatado de 10 L de
capacidad (véase Figura 111.28), ademas el tanque dispone de una tapa de cristal que
permite introducir algunos elementos durante un ensayo tales como reactivos, gas (aire,
oxigeno, gas inerte, etc.), electrodos de pH o de oxigeno disuelto. Esta planta piloto tiene
un volumen total de 40 L siendo el érea total irradiada de 3,08 m? y el volumen total
irradiado de 22 L. Una bomba centrifuga (PAN WORLD, Modelo: NH-100 PX, 100 W)
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devuelve el fluido a los captadores a un caudal constante de 20 L/min, siguiendo un modo
de operacidn discontinuo. Por otro lado, en la tuberia de entrada al tanque de recirculacion
se encuentra insertado un termopar en linea (PT-100, Philips, Digital-280), que indica la

temperatura en cada instante en el interior del fotorreactor.

Figura 111.28. Fotorreactor CPC SOLEX instalado en la PSA.

Procedimiento

Este reactor ha sido utilizado en esta Tesis Doctoral para llevar a cabo los experimentos
de foto-Fenton solar con objeto de eliminar los MC contenidos en aguas de salida de
EDAR mediante el uso de alpechin y de sustancias himicas como agentes complejantes
del hierro. Para ello, 39 L de las diferentes aguas a tratar se introdujeron en este
fotorreactor y se homogeneizaron en oscuridad con la dosis de alpechin seleccionada o
con la concentracion de sustancias humicas escogida. Es necesario sefialar que la
composicién de alpechin cambia continuamente ya que depende de la calidad de la
aceituna y de las condiciones operativas del molino. Por lo tanto, el contenido de
polifenoles fue el parametro clave para seleccionar las dosis de alpechin. Una vez pasados
5 minutos en recirculacion, se adicionaron 200 ug/L de cada MC descrito en el apartado
I11.1.4. Tras otros 5 minutos de recirculacién, se afiadieron 5,5 mg/L de Fe (111) y en el
caso que fuera necesario, se ajusto el pH con la adicion de H2SO4. Finalmente, despues
de otros 5 minutos de recirculacion, se afiadio la concentracion de perdxido de hidrogeno
deseada para cada ensayo y se destapo el reactor CPC, de forma que en ese momento
comenzaba el experimento. Se tomaron muestras cada 5 minutos la primera media hora,

luego cada 15 minutos hasta la primera hora y luego cada 30 minutos hasta las 4 horas de
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experimentacion. Durante estos ensayos, se midieron las variables de pH (apartado
111.2.7), COD (apartado I11.2.2), concentracion de hierro (cuando fue necesario, apartado
I11.2.4), concentracién de H.0> (cuando fue necesario, apartado I11.2.5) y la
concentracion de MC orgéanicos (apartado 111.2.11).

111.9. Medida de la radiacion ultravioleta

Fundamento tedrico y descripcion del equipo

La radiacion solar global recibida en la superficie terrestre se puede dividir en la suma de
dos componentes, directa y difusa. La radiacion directa es la que no sufre interacciones
al atravesar la masa atmosférica. La radiacion difusa es la que llega al nivel del suelo con
una direccion distinta a la de la directa, debido a los procesos de absorcion y dispersion

de luz que tienen lugar a su paso por la atmoésfera.

De toda la radiacion que incide sobre la superficie terrestre, la densidad superficial de
energia radiante esta formada por un 7,8% de ultravioleta, un 47,3% de visible y un 44,9%
de infrarroja. Por lo tanto, la energia procedente del espectro solar empleada en los

procesos fotocataliticos solares es muy pequefia comparada con la total.

Dependiendo del emplazamiento, la radiacion UV sufre variaciones en su intensidad por
posibles alteraciones de los agentes atmosféricos que la atenGian, asi como por las
condiciones meteoroldgicas siempre cambiantes. Sin embargo, el estudio de todos los
parametros de transmisividad de los distintos fendmenos atenuadores de la radiacion
apunta que la presencia de nubes es el factor predominante en la region UV (Blanco,
2002). Las nubes producen, por tanto, una gran disminucion de la cantidad de fotones UV
que alcanzan la superficie terrestre, aunque su distribucion espectral no se ve alterada,

siempre que no se presenten efectos de contaminacion local.

El estudio del rendimiento de los procesos de fotocatélisis solar se puede realizar
mediante el andlisis de la degradacion del compuesto que se desea eliminar del agua en
funcién del tiempo transcurrido y la radiacion incidente sobre el reactor. El tiempo
experimental no es una buena variable para el célculo de la eficiencia y velocidades
cinéticas de los procesos fotocataliticos, ya que no tiene en cuenta que las condiciones de
radiacion incidente varian completamente de un dia para otro y que todos los elementos

del reactor no se encuentran expuestos a la misma cantidad de radiacion. Sin embargo,
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existe la posibilidad de tener en cuenta la radiacion total (directa y difusa) que incide
sobre el reactor desde cualquier direccion a lo largo de cada experimento. Se trata de una
aproximacion que integra la densidad de energia radiante del espectro solar util para la
fotocatélisis solar (Malato y col., 2000).

El equipo utilizado en este trabajo para la medida de la radiacion UV global es el
radiometro KIPP&ZONEN, modelo CUV4 (Figura 111.29), con una sensibilidad de
335 pV/W-m? que se encuentra montado en una plataforma inclinada el mismo angulo
que los captadores tipo CPC (37°). Este radiometro proporciona datos en términos de
radiacion incidente, Wyuv/m?, para longitudes de onda inferiores a 400 nm. Esta medida
de energia media incidente por unidad de superficie es una aproximacion valida cuando
los tiempos empleados en los experimentos son suficientemente largos en comparacion
con los que se producen en las fluctuaciones de radiacion. Los datos recogidos se

almacenan de forma automatica en una base de datos.

Figura 111.29. Radiometro de UV KIPP&ZONEN, modelo CUV4.

Procedimiento

La radiacidn solar incidente sobre el fotorreactor se incluye en los célculos cinéticos de
los experimentos de degradacion mediante una aproximacion matematica que permite
comparar y combinar experimentos llevados a cabo en diferentes dias con diferentes

condiciones meteoroldgicas (presencia de nubes).

Para ello, se usa una relacion entre el tiempo experimental (t), el volumen de la planta

(V1), la superficie de los captadores iluminada (Ai) y la densidad de la radiacion
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(Uve=Wuv/m?) medida por el radiémetro. Como los datos de radiacion son recogidos
continuamente, se puede calcular el promedio de la radiacion incidente sobre la superficie
del colector (UV;; ) para cada periodo de tiempo (At), y ademds calcular la energia
acumulada en ese periodo. Consecuentemente, la cantidad de energia recogida por los
captadores (por unidad de volumen) desde el comienzo del experimento hasta que cada

muestra es tomada puede ser expresada mediante la siguiente ecuacién (Ecuacion 111.14):

Aj
Quvn+1 = Quv + Aty - UV s Ve Atp =thy1 — Uy (Ec. 111.14)

Donde t, es el tiempo experimental de cada muestra y Quv,n+1 €S la energia acumulada
(por unidad de volumen, kJ/L) en el reactor para cada muestra tomada durante el

experimento.

111.10. Reactor bioldgico aerobio de lecho fluidizado (RLF) a escala planta piloto

Descripcién del biorreactor

Los biorreactores de lecho fluidizado (RLF) o de biopelicula permiten el crecimiento de
una capa bacteriana en la superficie de un soporte (normalmente material plastico de
elevada superficie especifica). Al hacerlo asi, la capa microbiana transforma la carga
organica biodegradable de las aguas residuales en biomasa y subproductos. En este tipo
de reactores biologicos, el crecimiento de la biopelicula en el soporte hace que las capas
mas internas entren en anoxia haciendo que se desprenda parte de la misma de forma
automatica. A su vez, esta biomasa desprendida, sirve como alimento a los fangos activos

adheridos a los soportes, y se recirculan al reactor o se depositan en su fondo.

La experimentacion desarrollada en esta Tesis Doctoral, correspondiente al tratamiento
bioldgico aerobio de los lixiviados de vertedero parcialmente oxidados, en modo
discontinuo y continuo, se ha llevado a cabo en un sistema bioldgico de lecho fluidizado
a escala de planta piloto instalado en la PSA. Este sistema (Figura 111.30) esta compuesto
por un tangue de acondicionamiento de 200 L de volumen total fabricado en polipropileno
y de fondo conico, un tanque de recirculacion de 20 L de volumen total fabricado en
polipropolieno y de fondo conico y un reactor de lecho fluidizado formado por tres

modulos en serie de 20 L de volumen cada uno, fabricados en metacrilato transparente.
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Por ultimo, se dispone de un tanque final de decantacion de 40 L de volumen total
fabricado en polipropileno y de fondo conico.

El biorreactor puede operar en modo discontinuo o continuo. La operacion en continuo
se lleva a cabo mediante una bomba peristaltica WATSON-MARLOW que alimenta agua
residual al RLF. El caudal de salida de lixiviados ya tratados se produce por rebose de la
columna que contiene los soportes en el momento en el que se alcanza el estado
estacionario. La calibracion de dicha bomba se muestra en la Figura 111.31.

ﬂ Tanque de acondicionamiento ﬂ [ Reactor de lecho fluidizado
7 =

H Tanque de recirculacion | Tanque de decantacion

Figura 111.30. a) Sistema bioldgico en RLF instalado en la PSA. b) Fotografia de la
biomasa fijada en los soportes K1. c) Fotografia de un soporte K1.
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Figura 111.31. Calibracion del caudal que proporciona la bomba peristaltica en funcion

de las revoluciones por minuto aplicadas.
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Las medidas y control del pH y el OD (oxigeno disuelto) se llevan a cabo en el tanque de
recirculacion, mediante la insercion de dos sondas CRISON (pH 5331 y OD 6050). El
oxigeno disuelto, el pH y la temperatura se midieron y registraron automaticamente. El
suministro de aire al biorreactor se llevo a cabo mediante un mini compresor PICOLINO
VTE (GINO-ROTAMIK, caudal de 3,5 a 12 m3h) a través de varios difusores de
porcelana en el fondo del RLF. Durante todos los ensayos, se ha demostrado que el

oxigeno disuelto se encuentra en valores siempre superiores a 2 mg/L.
Procedimiento

La puesta en marcha del RLF utilizado en esta Tesis Doctoral sigue una serie de etapas

encaminadas a garantizar la 6ptima actividad de la biomasa fijada sobre los soportes.

En primer lugar, el RLF se rellené en un 90% de su volumen con soportes K1 (Figura
111.30) (AnoxKaldnes) (Diametro: 9,1 mm; Area superficial para el crecimiento de
biopelicula: aprox. 500 m?m?; Densidad 0,95 kg/dm®). A continuacion, el reactor fue
inoculado con fangos activos procedentes del tratamiento secundario de la EDAR de “El
Toyo” (Almeria). Después, el RLF se rellend con las aguas residuales procedentes de la
corriente de entrada a la EDAR tras el tratamiento primario. De esta forma, se hace
posible asegurar unas condiciones Optimas para el crecimiento y fijado de la biomasa
sobre los soportes K1. La recirculacion se mantuvo durante unos 2 dias, y no se afiadio al
sistema ninguna fuente adicional de carbono, Unicamente se asegurd un pH entre 6,5 y
7,5 en todo momento, asi como una correcta aireacion, gue mantuviera la concentracion
de oxigeno disuelto siempre por encima de 2 mg/L. De esta manera, y mediante la medida
de los STS, se considera la completa adsorcion de la biomasa sobre los soportes K1

cuando dicho valor se encuentra por debajo del limite de deteccion.

Una vez formada la biopelicula, se sustituyé el volumen del tanque de recirculacion, sin
vaciar el volumen del RLF, por una cantidad de agua de entrada al tratamiento secundario
de la EDAR equivalente a la DQO (o COD) del licor mezcla con el que se inoculo el
reactor inicialmente, de esta forma se favorece el crecimiento de la biomasa fijada en los
soportes. En caso de que fuera necesario, se puede realizar una segunda inoculacion del
RLF con fangos activos de la EDAR. Con esto se conseguiria una mayor concentracion

especifica de biomasa, y un lecho fijo muy poblado en corto espacio de tiempo.
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Una vez alcanzada la completa fijacion de la biomasa en los soportes y, en consecuencia,
que el agua de recirculacion tomara valores de turbidez inferiores a 10, se vacio todo el
sistema (tanque de recirculacion y RLF) muy despacio para que no se produjeran
desprendimientos de la biomasa fijada en los soportes y se rellen6 con agua de entrada al
tratamiento secundario de la EDAR (modo de operacion en discontinuo). Se tomaron
varias muestras cada dia para monitorizar el estado del reactor mediante la medida del
COD, la DQO, pH, concentracion de cationes y aniones, etc. Cuando la medida de COD
llego6 a alcanzar un minimo de unos 14 mg/L se fue repitiendo el proceso de vaciado y

llenado del sistema.

Operacién en modo discontinuo

Después de la puesta a punto del RLF se llevo a cabo la alimentacion del mismo con lotes
de 38 L de agua a tratar. En primer lugar, se ajustd el pH del lixiviado de vertedero
pretratado mediante C/F y foto-Fenton solar a 7 y se introdujo en el biorreactor
manteniendo un flujo de recirculacion constante (150 L/h) hasta lograr su completa
depuracioén y, por tanto, un valor de COD minimo y estable en torno a 70 mg/L. La
primera fase del tratamiento consistié en la adaptacién de los fangos de EDAR al lixiviado
de vertedero parcialmente oxidado, para ello, se mezclaron pequefios y crecientes
volimenes del mismo con el agua residual de entrada al secundario de la misma EDAR.
La operacion en discontinuo del RLF se mantuvo hasta alcanzar el estado estacionario, y
por tanto una cantidad méxima de lixiviado de vertedero pretratado que podia ser
depurado a la vez que los procesos de nitrificacion (eliminacion de amonio) y quizas
denitrificacion (dependiendo de las partes anoxicas que se pudieran crear a lo largo del
lecho fluidizado) se daban de forma correcta. De esta forma se obtuvo la capacidad
méaxima de tratamiento del lixiviado de vertedero pretratado para un tiempo de residencia

determinado.

Operacion en modo continuo

La operacidon del RLF en modo continuo se llevo a cabo una vez alcanzado el estado
estacionario en el sistema operado en modo discontinuo y manteniendo el caudal de
alimentacion siempre igual al caudal de salida usando una bomba peristaltica de doble

cabezal (descrita anteriormente). Esta bomba toma agua del tanque de alimentacion y la
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vierte en el tanque de recirculacion, a la vez que toma agua tratada de la salida del lecho

fijo y la vierte en el tanque de agua tratada.

El bombeo de la mezcla de agua de entrada de la EDAR vy lixiviado de vertedero
pretratado para operar de forma continua y teniendo en cuenta la capacidad maxima de
tratamiento encontrada durante la fase de operacion en discontinuo, se realiz6 desde el
tanque de alimentacién. En estas primeras etapas se seleccion6 un caudal bajo y
conservativo para evitar una sobrecarga en el sistema biologico. El tanque de
alimentacion se fue rellenando de forma regular con nueva mezcla de lixiviado de

vertedero y agua residual de entrada al secundario de la EDAR.

El caudal de alimentacion y de salida en continuo era incrementado una vez sustituido al
menos dos veces el volumen total del sistema, siempre y cuando los parametros a
controlar: COD, NT, iones y pH, permanecian estables, logrando mantener e incrementar
la capacidad de tratamiento del sistema (eliminacion de COD y de NT, respectivamente).
Se fue variando el caudal de alimentacion en continuo hasta lograr determinar la maxima

capacidad de tratamiento del sistema bioldgico operando en modo continuo.

111.11. Destilacion por membranas de contacto directo (DCMD)

Una de las caracteristicas de muchos lixiviados de vertedero, principalmente de los que
proceden de vertedero de elevada edad, es la descompensacion que presentan entre el
COD vy el contenido en nitrégeno, de forma que, tras un tratamiento biolégico, el
contenido en amonio del efluente tratado puede llegar a ser muy elevado. En estos casos,
resulta interesante plantear la recuperacion de este nutriente, con objeto de reutilizar el
agua tratada para riego de cultivos, en lugar de combinar con sistemas bioldgicos

anaerobios para terminar de eliminar todo el nitrogeno.

Con objeto de llevar a cabo la recuperacion del amonio generado al final de la linea de
tratamiento propuesta para la regeneracion de lixiviados de vertedero, se propone el uso
de la destilacion por membranas (MD, siglas en inglés), la cual esta en pleno estudio para
la recuperacion de nutrientes. Su empleo se debe a i) su bajo consumo de energia, ii) al
rechazo teodrico del 100% de los iones inorganicos, macromoléculas y otros compuestos

no volatiles, iii) a las temperaturas de operacion relativamente bajas, iv) a las presiones
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operativas mas bajas que en los procesos convencionales de separacion por membrana
impulsada por presion, v) a la buena calidad del permeado, que es practicamente
independiente de la concentracion de la alimentacion, y vi) a las menores exigencias en
cuanto a las propiedades mecénicas de la membrana (Khayet, 2011). La MD es una
tecnologia de separacion térmica basada en la evaporacion a través de una membrana
hidrofoba microporosa, solo las moléculas de vapor pueden pasar a través de ella. La
alimentacion a tratar esta en contacto directo con una de las superficies de la membrana,
la cual no penetra debido a su hidrofobicidad. Por tanto, se crea un gradiente de presion
de vapor a ambos lados de la membrana, siendo este gradiente la fuerza impulsora para
que el vapor fluya a través de los poros de la membrana y sea recogido o condensando
por diferentes métodos (Wang y col., 2015). Este gradiente de presion es debido

normalmente a una diferencia de temperatura.

Dependiendo de estos métodos, hay varias configuraciones conocidas de MD en las
cuales la alimentacion (solucién caliente) esta en contacto directo con la superficie del
lado caliente de la membrana y, por lo tanto, la evaporacion se lleva a cabo en este lado
de la membrana. Estas son (se nombran en inglés debido a que raramente se citan en
espafiol): a) Air Gap Membrane Distillation (AGMD), en la que se interpone un espacio
de aire estancado entre la membrana y una superficie de condensacién (generalmente un
polimero de alta densidad o una lamina metalica); b) Permeate Gap Membrane
Distillation (PGMD)), la cual es una modificacion de la configuracion anterior en la que
el canal esta lleno de permeado, debido a que la salida de éste se localiza en la parte
superior del modulo; ¢) Sweeping Gas Membrane Distillation (SGMD), en la que se
utiliza un gas inerte frio de extraccion como transportador de las moléculas de vapor de
la superficie de la membrana en el lado del permeado; d) Vacuum Membrane Distillation
(VMD), en la que una bomba crea un vacio en el lado del permeado de la membranay la
condensacion del vapor generado puede ocurrir 0 no fuera del médulo; y, por altimo, e)
Direct Contact Membrane Distillation (DCMD). En esta Gltima configuracién, existe
contacto directo entre la superficie del lado del permeado de la membrana y la solucion
acuosa, a temperatura menor que la solucion del lado de la evaporacion. Esta diferencia
de temperatura provoca la diferencia de presion de vapor que hace que las moléculas
volatiles evaporadas en la interfase liquido/vapor sean transportadas a través de los poros
de la membrana y condensen en la interfase liquido frio/vapor del lado del permeado. El

componente permeado se condensa directamente en el liquido refrigerante que fluye a
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través del modulo en el lado del permeado. Esta configuracion reporta mayor selectividad,
la resistencia a la transferencia es baja, por lo que se produce un flujo alto de permeado,
y es la mas popular en investigacion a escala de laboratorio. Ademas, esta tecnologia tiene
un gran potencial para el reciclaje y la reutilizacién de aguas residuales con niveles

relativamente bajos de compuestos organicos volatiles y amoniaco.

Por todo ello, y para el estudio de la recuperacion del amonio generado anteriormente
expuesto, se llevo a cabo la optimizacion de la DCMD mediante un disefio experimental
factorial general completo de dos niveles (Minitab® 18), en las instalaciones del
Laboratorio de Ingenieria de Separacion y Reaccién - Laboratorio de Catalisis y
Materiales (LSRE-LCM) de la Facultad de Ingenieria en la Universidad de Oporto
(Portugal), durante la estancia de investigacion realizada en esta Tesis Doctoral. Las
condiciones de operacion se optimizaron estudiando los efectos de la concentracion de
amonio en la alimentacion, el pH y temperatura de la misma, asi como la concentracion
de la solucion receptora de acido sulfurico, en el factor de recuperacion de amonio en la
corriente de permeado. La solucién de sulfurico concentrado receptora en el lado de
permeado favorece la formacion de sulfato de amonio (en la fase liquida) como producto

final de la recuperacion de amoniaco (que atraviesa la membrana en fase gaseosa).

Ademas, las condiciones de operacidn 6ptimas obtenidas para la aplicacién de la DCMD
se usaron para estudiar la influencia de la concentracién de nitratos (componente
representativo de las aguas residuales) en la recuperacion de amonio. Por altimo, se
determind el factor de recuperacion de amonio al tratar el efluente real de una planta de
tratamiento de aguas residuales municipal ubicada en Oporto (Portugal) y al que se le
afiadié una cantidad similar de amonio a la que experimentalmente se observo que se

acumulé en el efluente del RLF tras el tratamiento del lixiviado de vertedero.

Fundamento tedrico y descripcion del sistema a escala de laboratorio

La recuperacién de amonio se investigé mediante el uso de la destilacion por membranas
de contacto directo (DCMD) en un sistema a escala de laboratorio descrito en Silvay col.,
2018 (Figura 111.32).
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Figura 111.32. Sistema de destilacion por membranas de contacto directo (DCMD)

disponible en el laboratorio LSRE-LCM de Oporto, Portugal.

El m6dulo de membrana se muestra en la Figura 111.33. La direccion de las corrientes de
entrada que ingresan al modulo LH-Cell fue paralela a la membrana y se operé en flujo
cruzado. El area efectiva de la membrana es de 24 cm?. El aumento de peso del lado del
permeado se midi6 con una balanza digital (WLC2/A2, Radwag) y la pérdida de volumen
del lado de alimentacién con una probeta de 1 L. La conductividad i6nica se monitorizd
en las dos corrientes utilizando medidores de conductividad en linea (VWR mod. 310).
Las temperaturas en la entrada de alimentacion y la salida de alimentacion se controlaron

con termopares.

PERMEADD J SOLUCION FRIA L I

MEMEEANA

7 om
iiem

1Dem

ALIMENTACION ﬂ SOLUCION CALIENTE #

14em

Figura 111.33. Médulo de membrana, LH-Cell.
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Los experimentos se realizaron utilizando una membrana de PTFE hidrofobica
microporosa comercial de Millipore (FGLP Fluoropore®) con 0,22 um de tamafio de

poro.
Procedimiento

Los parametros optimizados mediante el disefio experimental propuesto fueron: i) la
temperatura, que se mantuvo a 20°C en el lado del permeado y se estudio a 40 y 80°C en
el lado de la alimentacion concentrado; ii) el pH entre 7 y 12 de la alimentacion v iii) la
concentracion de amonio en la alimentacion, a 100 mg/L y 400 mg/L, teniendo en cuenta
que los lixiviados de vertedero a la salida del tratamiento bioldgico en el RLF presentaban
una concentracién de amonio aproximada de 200 mg/L. Finalmente, en el lado del
permeado, se utilizd una solucion de acido sulfurico a temperatura ambiente, variando su
concentracion de 0,01 mol/L a 0,5 mol/L. EI NH3z (gas) que se obtiene de la evaporacién
del amonio, se difunde a través de la membrana hidréfoba y reacciona con la solucion

receptora para producir sulfato de amonio.

Los experimentos se realizaron con 1 L de agua simulada de salida del tratamiento
secundario de EDAR, enriquecida con amonio en forma de NH4Cl. La solucion de
alimentacion con amonio (concentrado) y el permeado se bombearon a 300 mL/min.
Dependiendo del experimento, el pH de la solucion de alimentacion se ajusto inicialmente
agregando H2SO4 0 NaOH. Cuando el pH fue 12, fue necesario dejar la agitacion al menos
8 horas para la conversién completa de amonio en amoniaco y comenzar siempre desde
aproximadamente la misma concentracion de amonio. Antes del comienzo de cada
experimento, se agregaron 300 mL de solucion de H2SOj al recipiente de recepcion de
permeado. Las muestras de permeado se recogieron cada 10 minutos durante 2 horas. La
determinacion de la concentracion de amonio y demas iones se llevo a cabo mediante
cromatografia ionica (apartado 111.2.1) utilizando filtros de membrana de 0,45 pm
impulsados por jeringa (PTFE) para la eliminacién de particulas. Al final de cada estudio,

se midié el volumen final de permeado y concentrado.

El coeficiente de rechazo de soluto (R) se determiné mediante la ecuacién 111.15:

R(%)=1- %-100 (Ec. 111.15)

Donde Cp y Csson las concentraciones del ion objetivo en las soluciones de permeado y

alimentacion, respectivamente.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV.1. Reutilizacion de aguas residuales industriales. Tratamiento y valorizacion de

lixiviados de vertedero

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es el tratamiento de aguas residuales
industriales y/o no biodegradables para su regeneracion, reutilizacion y valorizacion
mediante recuperacion de nutrientes. Para ello, se contempla como objetivo especifico la
propuesta y desarrollo de una estrategia de tratamiento para lixiviados de vertedero,
tomados como ejemplo de aguas residuales industriales y complejas. En este sentido se
propone una linea de tratamiento en varias etapas que combina: i) una fase de pre-
tratamiento fisico-quimico mediante coagulacion/floculacion para reducir, no solo los
solidos en suspensidn, sino también el color, la turbidez y una pequefia parte de la materia
organica; ii) una etapa de oxidacion quimica mediante PAO (ozonizacion o foto-Fenton
solar) con el objetivo principal de reducir la toxicidad y mejorar la biodegradabilidad del
lixiviado pre-tratado; iii) un sistema bioldgico de depuracion en condiciones aerobias
mediante un reactor de lecho fluidizado basado en biomasa inmovilizada, y por ultimo,
iv) una etapa de destilacion por membranas para la recuperacion del amonio generado

durante la oxidacion bioldgica para su posterior uso como nutriente en el riego de cultivos.
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IV.1.1. Optimizacion de la etapa de pre-tratamiento fisico-quimico de

lixiviados de vertedero

El objetivo del tratamiento fisico-quimico previo, como ya se coment6 en el apartado
1.6.2, es reducir los solidos en suspension, el color y la turbidez, todo ello acompafiado
normalmente de una pequefia reduccion en la concentracion de materia organica, para asi
favorecer la eficiencia del tratamiento de oxidacion fotoquimica posterior. En este caso,
el tratamiento fisico-quimico llevado a cabo fue un proceso de C/F, el cual, en primer
lugar, se optimizd en un sistema a escala de laboratorio denominado “jar-test” (descrito
en el apartado 111.7.2), para posteriormente llevarlo a escala planta piloto (descrita en el
apartado 111.7.3).

La optimizacion de esta etapa se llevd a cabo con un lote de lixiviados de vertedero (Tabla
I11.4) que presentaba una turbidez de 420 NTU, y para ello se seleccionaron diversos
floculantes y coagulantes comerciales (ver Tabla I11.11), asi como dos coagulantes
comunmente conocidos y usados para el pre-tratamiento de aguas residuales industriales,
FeClz anhidro y Ca(OH)2, a pH 5 (Amor y col., 2015b) y pH natural. El efecto de la
reduccién del pH a 5 se estudié por estar previamente reportada en publicaciones que
estudiaron otro tipo de aguas residuales industriales y, ademas, por ser un pH mas cercano
al optimo para el siguiente tratamiento de oxidacion quimica. Las concentraciones de

coagulantes/floculantes ensayadas fueron 0,5 g/L y 1 g/L (Ponce-Robles y col., 2016).

Por un lado, se probaron a escala de laboratorio los tres floculantes comerciales:
QUIFLOC AC/9800P, QUIFLOC AC-6010 y QUIFLOC 2030/W, de acuerdo con el
procedimiento que se muestra en el apartado 111.7.2, agregando las diferentes dosis que
se han mencionado anteriormente. En este caso, el pH del lixiviado de vertedero bruto se
ajustd a 5, sin observarse cambios significativos respecto a la formacion de precipitados
y reduccion de turbidez. Sin embargo, tras la adicion de 1 g/L de cada uno de estos
floculantes, se logr6 una reduccion de turbidez del 25%, siendo ésta del 50% al afiadir 0,5
g/L. Respecto al COD y la DQO, ambos aumentaron alrededor del 10% y el 15%,

respectivamente.

Posteriormente, se testaron tres coagulantes comerciales (ECOTAN BIO, QUIFLOC NT-
520 y QUIFLOC 225-K), FeClz y Ca(OH), a pH natural y pH 5 a las mismas
concentraciones de 0,5y 1 g/L (Figura IV.1 ay b). A pH natural (Figura 1V.1a), solo se
logré una eliminacion del 25% de DQO con 0,5 g/L de Ca(OH)2. Con 1 g/l de Ca(OH),
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la eliminacion de la DQO fue insignificante y para el resto de coagulantes, se observo,
incluso, un aumento de este parametro. Especialmente, con 1 g/L de QUIFLOC NT-520,
la DQO aumentd de 9446 mg/L a 26081 mg/L, lo que demuestra una importante
disolucion de la materia orgénica que pudiera encontrarse particulada. Con respecto al
COD, se observé un aumento de éste para todas las concentraciones y coagulantes
ensayados, excepto con 1 g/L de FeCls y Ca(OH)2, aunque dicha reduccion de COD fue
insignificante. Por otro lado, se mostraron diminuciones en el rango del 31 al 36% en la
turbidez para Ca(OH)2 a 0,5g/L y ECOTAN BIO y QUIFLOC NT-520 en ambas
concentraciones ensayadas. No lleg6 a observarse ninguna mejora en la reduccion de
turbidez para el resto de concentraciones y coagulantes probados, en alguno de ellos
incluso aumento. La mayor disminucion de turbidez, que fue del 45%, se logré cuando se

adicion6 FeClz tanto a 0,5 como a 1 g/L (ver Figura 1V.1a).

Para el caso en el que el pH se ajust6 a 5 (Figura 1V.1b), cabe destacar que los coagulantes
comerciales no tuvieron efecto sobre el COD. Sin embargo, se aprecié una mejora en el
porcentaje de eliminacién de COD (20-26%), cuando se evaluaron 0,5y 1 g/L de
Ca(OH)2, encontrandose la mayor eliminacion de COD (40%) cuando se ensayaron
ambas concentraciones de FeCls. Con respecto a la DQO, el Ca(OH),, a 0,5 g/L, y los
coagulantes comerciales, a ambas concentraciones, revelaron una capacidad de
eliminacién de DQO insignificante. La adicion de Ca(OH). y FeCls a 1 g/L produjo un
aumento en la DQO, siendo bastante significativa con este Gltimo. Sin embargo, 0,5 g/L
de FeCls permitio6 alcanzar la eliminacion de DQO mas alta, que fue del 33%. A partir de
los datos de la Figura I1V.1b, el mejor resultado en la disminucion de la turbidez (80%) se
observd también con 0,5 g/L de FeCls. La disminucion de la turbidez fue alrededor del
15-25% para ECOTAN BIO y QUIFLOC NT-520 en ambas concentraciones y para 0,5
g/L de Ca(OH).. Finalmente, se obtuvo un gran aumento de la turbidez cuando se
utilizaron 1 g/L de FeCls y Ca(OH)2 y ambas concentraciones de QUIFLOC 225-K.
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Figura I1V.1. Turbidez de los lixiviados de vertedero tras la etapa de C/F con el uso de

diferentes coagulantes comerciales, FeCls y Ca(OH)2a 0,5 g/L y 1 g/L: a) pH natural de

las aguas residuales; b) pH 5.
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A continuacién, se llevo a cabo la combinacion entre los coagulantes testeados y los
floculantes comerciales disponibles, a pH 5 y con 1 g/L de cada uno de ellos, con el
objetivo de mejorar la eficiencia del pre-tratamiento respecto a los diferentes parametros
(Figura 1V.2). No se obtuvo ninguna mejora en términos de reduccion de DQO, COD y
turbidez al combinar ECOTAN BIO, QUIFLOC NT-520, QUIFLOC 225-K y Ca(OH):
con ninguno de los floculantes comerciales. Es mas, se produjo un aumento considerable
de la turbidez al combinar Ca(OH). y QUIFLOC 225-K con los 3 floculantes. Solo FeClsz
con los 3 floculantes comerciales mostro resultados eficientes. Se obtuvo una disminucion
importante en la turbidez (65-96%), una eliminacion de COD en el rango de 33-36% y
una eliminacion de DQO del 40%, aproximadamente. Sin embargo, se concluyo que el
uso de floculantes no mejoraba de forma significativa los resultados previamente
obtenidos con 0,5 g/L de FeCls, el cual, por si sélo, obtuvo préacticamente los mismos

resultados que con 1 g/L de FeClz combinado con 1 g/L de cada floculante.

T s
KSR QUIFLOC AC-6010
900 H|p5g] QuiFLoc 20300

Lixiviado bruto

Turbidez, NTU

Figura IV.2. Turbidez de los lixiviados de vertedero tras la combinacion de 1 g/L de

coagulante con 1 g/L de floculante a pH 5.
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Teniendo en cuenta los resultados obtenidos a escala de laboratorio, se selecciono el uso
de 0,5 g/L de FeClz anhidro a pH 5 como mejor agente coagulante debido al compromiso
entre la utilizacion de la menor cantidad de reactivos posible y la eficiencia en la
eliminacién de DQO y COD y disminucion de turbidez y color, favoreciendo asi, a su
vez, la penetracion de la radiacion solar en una siguiente etapa de oxidacion avanzada
basada en foto-Fenton solar. Por otro lado, otra de las ventajas en el uso de FeCls, es la
permanencia de una concentracién residual de Fe (IIl) en disolucion, evitando la
necesidad de agregar este reactivo para la etapa posterior de foto-Fenton. Sin embargo,
es importante tener en cuenta que la eficiencia del tratamiento mediante ozonizacion
podria verse afectada por la presencia de dicha concentracion elevada de Fe (I11) residual,
debido a la posible formacion de complejos hierro-organicos muy estables que no podrian
ser oxidados mediante ozono (Karlsson y Persson, 2012; De Torres-Socias y col., 2013).

Finalmente, y previamente a la aplicacion de los PAO estudiados en esta Tesis Doctoral
(foto-Fenton solar y ozonizacidon), se escalaron las mejores condiciones de operacion
obtenidas en el laboratorio para el pre-tratamiento de los lixiviados, a escala planta piloto
(descrita en el apartado 111.7.3) para obtener el volumen requerido de lixiviados de

vertedero pre-tratados y poder llevar a cabo el estudio de los PAO a escala planta piloto.

Mediante la C/F a escala planta piloto, a pH 5 y con 0,5 g/L de FeCls anhidro, se obtuvo
una eliminacion de COD del 30% y de la DQO del 25%, ademas de que la turbidez
disminuy6 un 45%. EIl ajuste de pH a 5 provocd una pequefia eliminacion inicial de los
solidos en suspensién. Asi mismo, se obtuvo una concentracion residual de Fe (111) de
aproximadamente 30 mg/L que permaneci6 en disolucion, siendo suficiente para llevar a

cabo la siguiente etapa de oxidacidn fotocatalitica.

Por altimo, se llevo a cabo el anélisis de la toxicidad y biodegradabilidad tras esta primera
etapa de pre-tratamiento mediante respirometria, sin encontrarse cambios significativos:
80% de inhibicién para la medida de toxicidad aguda y una biodegradabilidad de 0,027

(considerada como no biodegradable segun el fabricante del respirometro).
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IV.1.2. Aplicacion de procesos avanzados de oxidacion para el tratamiento de

lixiviados de vertedero

Una vez comprobada la no biodegradabilidad del lixiviado de vertedero, incluso tras su
pre-tratamiento mediante F/C, se procedio a estudiar la etapa de oxidacién quimica
mediante dos PAO, con el objetivo principal de reducir la toxicidad y mejorar la
biodegradabilidad de los lixiviados lo suficiente como para completar el tratamiento de

los mismos en un sistema bioldgico aerobio.

IV.1.2.1. Ozonizacion a escala planta piloto

Tal y como se comento en el apartado 1.4.2, la 0zonizacion a un pH superior a 9, promueve
la generacién de radicales hidroxilo, prevaleciendo la via indirecta de oxidacion por
encima de la oxidacion directa con ozono (Reac. 1V.1-3), lo que puede mejorar la
eficiencia en la mineralizacion de este tipo de aguas residuales industriales (Beltran,
2003).

03 © 0"~ + 0, k=2.1x10%s! (Reac. 1V.1)
0*~ + H,0 — HO* + OH~ k=108 5! (Reac. 1V.2)
HO* + 05 —» HO3 + 0, k=1x108-2x10° M1s?  (Reac. IV.3)

Tras la etapa de pre-tratamiento con C/F, se estudio la oxidacion mediante ozonizacién
de los lixiviados de vertedero bajo dos condiciones de operacion diferentes: a) un 20% de
produccién de ozono, lo que corresponde a una concentracion de entrada de 1,4 g Oz/h, y
b) un 50% de produccion de ozono que corresponde a 3,6 g Os/h, utilizando un flujo de
gas de 0,1 Nm®/hy pH 12 en ambos casos. La Figura IV.3 muestra la evolucion del COD
y del consumo de ozono (calculado en funcion de los valores de ozono de entrada y salida
a la columna en fase gaseosa, apartado 111.8.2) en funcidn del tiempo de tratamiento para

las dos condiciones experimentales estudiadas.
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Figura 1VV.3. Evolucién del COD y consumo de Oz frente al tiempo de

tratamiento durante el proceso de ozonizacion bajo diferentes condiciones de operacion.

So6lo en el experimento realizado con una produccién de ozono del 20%, se detecté que
el ozono en fase gaseosa a la salida del sistema (1,4 g/h) lleg6 a ser practicamente igual
al ozono generado (1,3 g/h) después de 6 horas y media de tratamiento. Por ello, se decidi6
parar el tratamiento, ya que el sistema alcanzé el estado de saturacién de forma que, al
detenerse (o ralentizarse) el consumo de 0zono y, por tanto, la oxidacion de los lixiviados,
también se reduce la transferencia de ozono de la fase gaseosa a la fase liquida,

considerandose entonces el proceso como finalizado.

Como puede verse en la Figura IV.3, la evolucién del COD es la misma en ambos
experimentos, alcanzandose el mismo porcentaje de mineralizacion del 7%, aunque el
consumo de ozono se triplicé cuando se aplicé una generacion de ozono del 50%. El
consumo de O3z para una produccion del 20% fue de 490 mg/L, mientras que para una
produccion de Oz del 50% el consumo fue del 1456,5 mg/L. Esto fue debido a la reaccion
de los propios radicales hidroxilo con el ozono (Reac. 1V.3), que llevo a un mayor
consumo de este reactivo a partir del minuto 90 de tratamiento, momento en el que la
mineralizacion del carbono organico se detuvo. En este punto, se evaluaron la toxicidad
aguda y la biodegradabilidad mediante respirometria, obteniéndose, para el 20% de

produccién de ozono, un 43% de inhibicion y una biodegradabilidad de 0,0096 (no
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biodegradable). Para el caso del 50% de produccion de Os, se determiné un % de
inhibicién del 13% y una biodegradabilidad de 0,15 (ligeramente biodegradable). Por otro

lado, el pH se mantuvo practicamente constante, en torno a 12 en ambos experimentos.

Es importante mencionar que, para el experimento con 20% de produccién de ozono, los
acidos carboxilicos acetato y formiato, presentes al inicio, aumentan su concentracion
hasta 160,0 mg/L y 399,3 mg/L, respectivamente. Asi mismo, en el experimento con 50%
de produccion de ozono, los &cidos carboxilicos presentes al inicio del experimento
(glicolato, acetato, propionato y formiato) aumentan de concentracién, alcanzando 6,9
mg/L de glicolato, 363,5 mg/L de acetato, 35,9 mg/L de propionato y 31,2 mg/L de
formiato. De igual modo, aparecen también 12,2 mg/L de maleato y 20,9 mg/L de oxalato.

Para ambos ensayos realizados, al final del tratamiento, se encontr6 que la toxicidad de
los lixiviados se redujo por debajo del 20% de inhibicion. Sin embargo, y en lo que
respecta a la biodegradabilidad, en el ensayo con un 20% de produccion de ozono ésta
aumenta muy poco al final del tratamiento (0,0046, no biodegradable). Sin embargo,
cuando se utiliza una produccion de Oz del 50%, la biodegradabilidad aumenta y se
alcanza un valor de 0,19 que se define (segun el fabricante del respirémetro) como algo

inferior a ligeramente biodegradable.

Estos resultados muestran claramente la necesidad de una produccion y consumo elevado
de ozono para lograr una leve mejora en el caracter biodegradable de los lixiviados pre-
tratados mediante C/F.

IV.1.2.2. Foto-Fenton solar a escala planta piloto

Los lixiviados de vertedero procedentes del pre-tratamiento mediante C/F se sometieron
también a un ensayo de oxidacion quimica mediante foto-Fenton solar en un foto-reactor
tipo CPC (CADOX, apartado 111.8.3). ElI pH se ajusté a 2,8, pH optimo para dicho
tratamiento, asegurandose, de este modo, la completa disolucién de los 30 mg/L de hierro
(111) residual procedente de la etapa de C/F. Se agreg6 una dosis inicial de 200 mg/L de
H20- y se descubrio el reactor para iniciar el proceso de fotocatalisis. Se llevaron a cabo
adiciones de 200 mg/L de H20. a medida que este se iba consumiendo a lo largo del
experimento. El proceso de oxidacion mediante foto-Fenton solar se extendio hasta lograr
una reduccion de COD del 43% (COD final de 750 mg/L) después de 6,7 h de tiempo de
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iluminacion, una energia UV acumulada de 52 kJ/L y un consumo total de 0,5 g/L de
H20.. En ese momento del tratamiento, la biodegradabilidad se mejord lo suficiente

(0,62) como para poder completar el tratamiento en un sistema bioldgico aerobio.

Ademas, mediante este PAO, se produjo una eliminacion de los acidos carboxilicos
presentes al inicio (58,3 mg/L de glicolato y 153,8 mg/L de formiato), llegando a un
porcentaje de eliminacion del 84% para glicolato y del 46% para formiato.

Finalmente, se midio la toxicidad aguda y la biodegradabilidad mediante respirometria.
Los resultados indicaron que la toxicidad bajé al 29% de porcentaje de inhibicion y, con
respecto a los valores de biodegradabilidad, ésta mejoré sustancialmente durante el
tratamiento, ya que su valor aumentd a 0,62. De esta forma, en este punto del tratamiento
mediante foto-Fenton solar, los lixiviados de vertedero parcialmente oxidados pueden
considerarse biocompatibles con un tratamiento bioldgico aerobio. Siendo ésta la
siguiente etapa a estudiar en la linea de tratamiento propuesta.

IV.1.2.3. Comparacion y seleccion del mejor proceso avanzado de oxidacion

Comparando los resultados obtenidos tras la aplicacion de ozonizacion a pH
alcalino para favorecer la ruta indirecta de degradacion mediante radicales hidroxilo, y
foto-Fenton solar a pH 2,8 (Tabla IV.1), se puede observar como el tratamiento de
ozonizacién reveld una menor eficiencia, en términos de eliminacién del COD y aumento

de biodegradabilidad, en comparacion con el proceso de foto-Fenton solar.

Tabla IV.1. Comparacion de los procesos de foto-Fenton solar y ozonizaciéon a pH 12

para el tratamiento de lixiviados de vertedero tras la etapa de C/F.

QTSN Ozonizacion
Foto-Fenton 20% -
- 50% produccién
solar (pH 2,8) produccion Os 03 (pH 12)
(pH 12) 2P
Eliminacion COD (%) 43 7 6
Consumo Os (g/L)" - 0,5 1,5
Consumo H0- (g/L)" 0,5 - -
Biodegradabilidad” 0,62 0,0046 0,19
Toxicidad aguda, % 29 19 16
inhibicion

*Referido al tiempo final de cada experimento

- 205 -




RESULTADOS Y DISCUSION

Aunque se obtienen efluentes no toxicos tanto para el proceso de foto-Fenton solar como
en la ozonizacidn, se observa una clara mejoria de la biocompatibilidad del efluente tras
el tratamiento mediante foto-Fenton solar. En este caso, se alcanza una biodegradabilidad
de 0,62, definida por el fabricante del respirometro como biodegradable, frente a la escasa
mejora lograda tras la ozonizacion (con 50% de produccién de Os) de 0,19, (en la parte

baja del rango de ligeramente biodegradable: 0,1-0,3).

Considerando, por tanto, la Ilamativa mejora de la biodegradabilidad, ademas de la
ventaja de disponer del hierro (I11) requerido tras la etapa de C/F, se selecciond el proceso
de foto-Fenton solar como la mejor opcidn de tratamiento avanzado de oxidacion para

este caso.

IV.1.3. Tratamiento bioldgico en reactor aerobio de lecho fluidizado para la

depuracion de lixiviados de vertedero. Anélisis de la poblacion microbiana.

Tras el pre-tratamiento de los lixiviados de vertedero mediante C/F y la seleccion del
proceso de foto-Fenton solar como mejor PAO para lograr reducir la toxicidad y mejorar
la biodegradabilidad de dichas aguas residuales, se procedié a la combinacion con un
tratamiento biol6gico avanzado basado en un reactor aerobio de lecho fluidizado (RLF)
(apartado 1.4.1). Ademas, se aplicaron técnicas microbioldgicas convencionales y
avanzadas con el objetivo de determinar la modificacién de la poblacién bacteriana que

se dio a lo largo de la adaptacion y tratamiento bioldgico de este tipo de ARI complejas.

Tal y como se describe en la seccion de Materiales y Métodos (apartado 111.10), en primer
lugar, se puso en marcha el sistema bioldgico con la inoculacion de fangos activos
procedentes de una EDAR municipal de la provincia de Almeria (Espafia). Seguidamente,
se abordd la fase de adaptacion de los fangos a los lixiviados parcialmente tratados
mediante C/F y foto-Fenton solar, para finalmente operar el sistema bioldgico en modos

discontinuo y continuo.

IV.1.3.1. Puesta en marcha y fase de adaptacion del reactor de lecho fluidizado

Siguiendo la metodologia descrita en el apartado 111.10, se llevé a cabo la puesta en
marcha del RLF a escala planta piloto (Figura 111.30). Para ello, el reactor se inoculd con

30L de licor mezcla procedentes del tratamiento secundario de la EDAR de “El Toyo”
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(Almeria) manteniendo aireacion continua (concentracion de oxigeno disuelto siempre
por encima de 4 mg/L) y sin afiadir ningun tipo de sustrato organico. Se mantuvo la
recirculacién de dichos fangos hasta que la biomasa qued6 inmovilizada completamente
sobre los soportes que conforman el lecho fluidizado del biorreactor. Seguidamente, se
vacio el tanque de alimentacion (quedando aproximadamente 8 L en la columna rellena
de soportes) y se alimentd con agua de entrada al tratamiento secundario de la misma
EDAR para favorecer el crecimiento de la biomasa fijada en los soportes y obtener
biopeliculas adheridas a los soportes altamente resistentes. Este proceso se llevd a cabo
varias veces de forma que el COD de alimentacion descendia de unos 100 mg/L a 14

mg/L con cada lote y de manera estable.

Una vez fijada la biomasa a los soportes, se llevé a cabo la fase de adaptacion de la misma
a los lixiviados de vertedero parcialmente tratados mediante C/F y foto-Fenton solar. Con
este propdsito y con objeto de ir logrando una adaptacion progresiva, evitando cualquier
efecto tdxico o inhibitorio, se fueron realizando diluciones sucesivas de los lixiviados pre-
tratados con agua real de entrada al tratamiento secundario de la EDAR (apartado 111.1.2),
aumentando progresivamente la cantidad de dichos lixiviados (Figura 1V.4). Se realizaron
11 adiciones con diferente COD inicial, llegandose a una alimentacion media de
aproximadamente 300 mg/L de COD. El OD a lo largo del tratamiento se mantuvo
siempre por encima de 2 mg/L. La Figura IV.4 muestra la evolucion de COD y DQO
después de cada lote de alimentacidn durante los 70 dias que durd la fase de adaptacion
del RLF. La eliminacion del COD en todos los lotes fue aproximadamente del 80% para

tiempos de residencia de entre 5 a 7 dias.

En la Figura IV.4 se muestra una subida brusca de DQO entre los lotes 6 y 7 donde se
produjo una desestabilizacién del sistema provocada por un aporte demasiado elevado de
COD por parte de los lixiviados en los lotes 4, 5y 6 (300,0 mg/L y 449,1 mg/L). Por
tanto, se decidio reducir el DOC aportado por los lixiviados a partir del lote 7 (185,0

mg/L), lograndose recuperar el RLF al final del lote 11.
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Figura IV.4. Evolucion del COD y la DQO durante la fase de adaptacion del RLF a los
lixiviados de vertedero parcialmente tratados. Entre paréntesis se muestra el COD
aportado por los lixiviados en cada alimentacion.

Durante esta fase también se llevo a cabo el estudio de la evolucion del NT, asi como de
los procesos de nitrificacion y desnitrificacion. La nitrificacion es la oxidacion bioldgica
de amonio con oxigeno con la consiguiente formacion de nitrito y la oxidacion de este
obteniendo nitrato. Es llevada a cabo por microorganismos mayoritariamente autotrofos.
Las bacterias del género Nitrosomonas y Nitrosococcus (entre otras, bacterias amino-
oxidantes, AOB) oxidan el amonio a nitrito en una primera fase y las bacterias del género
Nitrospira y Nitrobacter (bacterias nitrito-oxidantes, NOB) oxidan el nitrito a nitrato en
una segunda etapa. Estas son bacterias quimioautotrofas, es decir, usan el COz o el
bicarbonato (HCO3") como fuente de carbono para crecer, reduciendo el CO; a través de
la oxidacién del nitrogeno. Por otro lado, la desnitrificacién es un proceso en el que el
nitrato es el Gltimo aceptor de electrones, en lugar del oxigeno, en condiciones anaerobias
produciendo finalmente nitrégeno molecular (N2, gas). Los microorganismos que la
realizan son principalmente bacterias heterétrofas, Alcaligenes, Paracoccus,
Pseudomonas, Thiobacillus, Rhizobium y Thiosphaera entre otros, aunque en una EDAR

aparece principalmente el género Pseudomonas.
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La Figura IV.5 muestra la evolucion de la concentracion de NT, de amonio, nitrato y

nitrito durante la etapa de adaptacion del RLF.
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Figura IVV.5. Evolucion del NT de los lixiviados de vertedero pre-tratados y de las
especies N-NHs", N-NO3z~ y N-NO: ™~ a lo largo de la fase de adaptacion del RLF.

Durante los primeros 30 dias de adaptacion del reactor, se puede observar como la
concentracion de amonio disminuye y aumenta la de nitrato (producto final de la
nitrificacion), a la vez que se oxida el COD (Figura IV.5). Esto indica que el proceso de
nitrificacion se llevod a cabo de forma correcta. Después de estos 30 dias, la concentracion
de amonio disminuye con cada lote de alimentacion, aumenta la de nitrito, pero la de
nitrato no lo hace, lo que indica que no se esta llevando a cabo de forma completa el
proceso de nitrificacion, por lo que se detectd una acumulacion de estas especies
nitrogenadas debido, principalmente, a la elevada concentracion de NT encontrada en los
lixiviados (descompensada en relacién al COD). La mayoria del nitr6geno presente en
los lixiviados se encuentra formando parte de los compuestos organicos, de forma que el
sistema bioldgico del RLF logra sélo oxidar dichos compuestos hacia amonio, dando
lugar a una acumulacion de esta especie. En consecuencia, seria necesario aumentar los
tiempos de residencia para favorecer los procesos de nitrificacion o incluso combinar con

otro sistema bioldgico que se encargara de la eliminacion de nitrogeno per sé. En el caso
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de este trabajo, se decidio ayudar al sistema biologico del RLF mediante la adicion de
bicarbonato de sodio, para favorecer la proliferacion de bacterias autétrofas que pudieran
llevar a cabo el proceso de nitrificacion sin necesidad de un aporte extra de carbono

organico.

IV.1.3.2. Operacion en modo discontinuo del RLF para el tratamiento de
lixiviados de vertedero pre-tratados

Una vez finalizada la etapa de adaptacion del RLF al ARI objeto de estudio, se procedi6
al tratamiento de dichas aguas en modo discontinuo con la finalidad de encontrar la
capacidad maxima de tratamiento y el tiempo de residencia, para abordar la operacion en
continuo del reactor bioldgico. Para ello, el RLF se alimentd con diferentes lotes de
lixiviados de vertedero pre-tratados mediante C/F y foto-Fenton solar diluidos con agua
real de entrada al tratamiento secundario de la EDAR, variando el COD inicial y buscando
maximizar el tratamiento del mayor volumen posible de lixiviados manteniendo la
estabilidad del sistema bioldgico. El oxigeno disuelto (OD) se mantuvo siempre por
encima de 2 mg/L a lo largo de toda la operacion del RLF. El pH promedio a lo largo del

tratamiento bioldgico fue de 7,5.

La Figura IV.6 muestra como el COD inicial fue variable en todos los lotes, siendo el lote
6 el que presentd mayor carga organica y, por tanto, un tiempo de residencia ligeramente
mayor al resto para obtener un efluente similar, ya que después de 11 dias se obtuvo un
efluente con aproximadamente 120 mg/L de DOC, es decir, una eliminacién del 70%. A
partir del lote 9 se disminuyd el COD inicial procedente del lixiviado de vertedero pre-
tratado, para ver si se podia reducir el tiempo de residencia, pero se mantuvo tanto antes
del lote 9 como después, por encima de 7 dias. Respecto a la evolucion de la DQO a lo
largo de la operacion en modo discontinuo del RLF, el porcentaje promedio de

eliminacion fue del 65%.
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Figura IV.6. Evolucion del COD y la DQO durante el tratamiento de los lixiviados de
vertedero pre-tratados en el RLF en modo de operacién discontinuo. Entre paréntesis se
muestra el COD aportado por los lixiviados en cada alimentacion.

La operacion en discontinuo del RLF se mantuvo hasta observar un comportamiento
estable en la capacidad de depuracion del sistema bioldgico. Se determind la capacidad
méaxima de tratamiento del RLF y el tiempo de residencia al alcanzar un valor minimo de
COD estable a la salida tras varios lotes de alimentacion. En este caso, se obtuvo un COD
residual de aproximadamente 70 mg/L con una mezcla de alimentacion de 10 L de
lixiviados pre-tratados (750 mg/L de COD) y 28 L de agua de entrada al tratamiento
secundario de la EDAR, es decir, las caracteristicas del lote 9. Dicho lote se mantuvo
durante 54 dias con 9 alimentaciones de COD inicial de 270,2 mg/L, observandose un
comportamiento estable del biorreactor. El tiempo de residencia fue de 6 dias con una
capacidad maxima de tratamiento de 1,35 mg de COD/L-hy 7,33 mg DQO/L-h. Se pudo
observar una reduccién del 60% del COD inicial en el primer dia, eliminando la fraccion
organica rapidamente biodegradable del efluente mientras que, en los siguientes dias, esta
eliminacion se ralentizo y se comenzo la metabolizacion de la materia organica disuelta

y particulada lentamente biodegradable, obteniéndose una eliminacion del 80% del COD
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inicial. La evolucion del NT y de las especies nitrogenadas inorganicas a lo largo de esos

54 dias en los que se mantuvo el lote 9, se muestra en la Figura IV.7.
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Figura IV.7. Evolucion del NT y de N-NH4*, N-NOs" y N-NO> durante el tratamiento
de los lixiviados de vertedero pre-tratados en RLF operado en modo discontinuo y para

la capacidad maxima de tratamiento encontrada (lote 9).

Se puede observar como los procesos de nitrificacion ocurrieron tras la eliminacién del
COD. Por tanto, en cada alimentacion del lote 9 se ve como disminuye la concentracion
de amonio y aumentan las concentraciones de nitrito y nitrato. Aunque esto indica que el
proceso de nitrificacion estaba ocurriendo de manera correcta, ain era incompleto, debido
a la elevada descompensacion que existia entre el NT y el carbono organico en la
alimentacion al RLF. En consecuencia, la mayor parte del nitrégeno que se encontraba
formando parte de moléculas organicas fue metabolizado por las bacterias a amonio, sin
tiempo suficiente para completar la nitrificacion y, por tanto, mostrando una acumulacion
de amonio a la que se hizo frente en esta Tesis Doctoral mediante la adicion de
bicarbonato de sodio con la alimentacion, para promover la accion de bacterias autotrofas.
Por otro lado, es importante mencionar que, debido a las caracteristicas estructurales de
este reactor, se observaron caminos preferenciales del oxigeno a lo largo de la columna,

lo que dio lugar a zonas de la misma que se encontraban bajo condiciones anoxicas,
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favoreciendo la desnitrificacion. Por tanto, en este sistema bioldgico se pudieron llevar a
cabo ambos procesos de nitrificacion-desnitrificacion al mismo tiempo, lo que se traduce
en una mayor eficiencia en la eliminacion del nitrégeno. Se logré alcanzar una capacidad
maxima de 2,65 mg N-NH4*/L-h y de 1,48 mg NT/L.

IV.1.3.3. Operacion en modo continuo del RLF para el tratamiento de lixiviados
de vertedero pre-tratados

La capacidad maxima de tratamiento encontrada en el modo de operacion en discontinuo
del RLF, se usé como punto de partida para arrancar el modo de operacién en continuo y
poder llegar al estado estacionario en este sistema. Para ello, se aliment6 con diferentes
lotes de lixiviados tratados mediante foto-Fenton solar que dieron lugar a efluentes con
las siguientes caracteristicas medias: una conductividad de 22,6 mS/cm, 9498,7 mg Oa/L,
711,0 mg C/L, 1942,5 mg NT/L, 56,8 mg N-NO27/L, 140,5 mg N-NOs7/L, 2392,2 mg N-
NH4*/L, un consumo medio de H20O2 de 0,5 g/L y una biodegradabilidad de 0,61 variando
el caudal de alimentacion al RLF en continuo desde 2,7 mL/min hasta 14,2 mL/min. Este
se incrementaba una vez que se sustituia al menos 3 veces el volumen total del sistema,
con objeto de asegurar haber alcanzado el estado estacionario. Se empez6 con un flujo de
operacion de 2,7 mL/min y con una carga organica de 203,4 mg COD/L (118,4 mg
COD/L procedente del lixiviado de vertedero y 85,0 mg COD/L del agua de entrada al
secundario de la EDAR). Estos parametros se corresponden con un valor conservativo
respecto a la méxima capacidad de tratamiento encontrada en el modo de operacion en

discontinuo.

La Figura IVV.8 muestra la evolucion del COD y el NT en la corriente de salida. El primer
caudal de alimentacion de 2,7 mL/min, se mantuvo durante 40 dias de operacién con
objeto de ajustar los parametros del propio reactor para poder alcanzar el estado
estacionario y que el caudal de salida, tras el rebose de la columna de lecho fluidizado,
fuera estable. En esta figura se observa claramente como, a pesar de que todos los
lixiviados pre-tratados mediante foto-Fenton solar mostraron elevada biodegradabilidad,
la gran variabilidad en sus caracteristicas, principalmente procedente del NT, provocaron
que los valores de COD en el caudal de salida se encontraran en un rango minimo algo
mas amplio que el que se suele encontrar en el tratamiento de otro tipo de aguas residuales

menos complejas. De hecho, los lixiviados de vertedero parcialmente tratados siempre

-213 -



RESULTADOS Y DISCUSION

requirieron mezclarse con agua de entrada al secundario de la EDAR para lograr una
buena eficiencia de eliminacion de COD en el RLF. En este sentido, se observa como
inicialmente para 2,7 mL/min, el COD en el caudal de salida estuvo incrementandose en
todo momento (a pesar de corresponder a un valor inferior a la capacidad méaxima
encontrada en el modo de operacion del RLF en discontinuo), lo que obligo a reducir el
COD del caudal de alimentacion, y, en consecuencia, reducir el aporte de COD por parte
del lixiviado pre-tratado. En ese momento se logré reducir de nuevo el COD de salida a
un valor de 56 mg/L y, por tanto, se procedio a incrementar el caudal de alimentacion a
6,1 mL/min y de ahi hasta 9,6 mL/min. Aqui, los valores de COD a la salida se
mantuvieron en un rango entre 40 y 781 mg/L. Sin embargo, el siguiente lote de lixiviados
pre-tratados que se empled en la alimentacion del RLF (ndmero 3) mostré una mayor
eficiencia en la eliminacién del COD, llegando a valores minimos en la corriente de salida
de 11 mg/L. No obstante, en este caso, el caudal tan elevado provocé un incremento del
COD y una acumulacion de NT a la salida para un mismo lote de alimentacion, con lo
que se decidio reducir de nuevo el caudal a 9,6 mL/min. En este punto, y aprovechando
que los valores de salida de COD estaban por debajo de los valores que se habian venido
obteniendo anteriormente, se incremento la fraccion de COD procedente del lixiviado
pre-tratado en el caudal de alimentacion. De esta manera, se recuperé el COD a la salida

a valores en torno a 70 mg/L (alrededor del 60% de eliminacion del COD).

Debido a los errores intrinsecos en la medida de DQO mediante Kits en aguas reales
complejas, se decidié medir este pardmetro sélo puntualmente, por lo que no se tiene su

evolucion de manera continua en esta etapa de operacion del RLF.
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Figura IV.8. Seguimiento del COD y el NT en la corriente de salida del RLF operado
en modo continuo. Entre paréntesis se muestra el COD aportado por los lixiviados en

cada alimentacion.
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Figura IV.9. Variacion de N-NH.", N-NO2" y N-NOgz" en el efluente del RLF durante la

operacion en modo continuo.

En lo que respecta a la eliminacion de nitrogeno y los procesos de nitrificacion-

desnitrificacion, también en el modo de operacion en continuo se afiadio bicarbonato
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sodico (150 g) a la alimentacion del RLF, con objeto de favorecer la accion de las
bacterias autotrofas (y eliminar mayor cantidad de amonio). Tal y como se observa en la
Figura IV.9, el proceso de nitrificacion ocurrié de forma satisfactoria en un cierto
porcentaje, pero finalmente se observa una concentracion residual de amonio en el caudal
de salida lo que indicaria la necesidad de combinar con otro tipo de reactor biologico
centrado exclusivamente en la eliminacion de amonio y de NT. Ademas, el nitrato en los
primeros momentos del tratamiento en continuo es muy elevado, es decir, el proceso de
desnitrificacion ain no se estaba llevando a cabo, lo que cambi6 en la etapa final del

tratamiento en la que la concentracion de nitrito incremento claramente.

Finalmente, durante el modo de operacién en continuo se alcanz6 una capacidad maxima
de tratamiento de 0,71 mg de COD/L-h y una capacidad maxima de eliminacién de
amonio de 1,40 mg N-NH.*/L-h, con un flujo de alimentacién de 9,6 mL/min (COD
inicial de la mezcla de 170 mg/L) con un tiempo de residencia hidraulico de 2,7 dias. De
estos resultados se puede concluir que se dispone de un sistema bioldgico de lecho
fluidizado que opera en continuo y que permite completar la eliminacion de la carga
organica procedente de lixiviados de vertedero parcialmente tratados. Sin embargo, este
sistema no es capaz de lograr la completa eliminacion del NT obteniéndose un efluente
con una concentracion de nitrégeno en forma de amonio que pudiera ser interesante

recuperar para otro tipo de aplicaciones como nutriente de valor afadido.

IV.1.3.4. Determinacion de la concentracion total de bacterias en el RLF

Se llevo a cabo la evaluacién de bacterias heterdtrofas totales (expresadas en unidades
formadoras de colonias por mL, UFC/mL) mediante la técnica de recuento en placa
descrita en el apartado I11.5.1. El objetivo de este estudio ha sido cuantificar la reduccién
de la presencia de bacterias en el sobrenadante desde la inoculacion del biorreactor con
licor mezcla procedente del tratamiento secundario de la EDAR de Almeria, hasta la
finalizacién de la etapa de acondicionamiento, en la que se considera completamente
formadas las biopeliculas en los soportes del RLF. Dicho punto coincide con valores de

STS por debajo del limite de deteccion.

Inicialmente, durante la inoculacion y puesta en marcha del RLF, la concentracion de
bacterias se fue reduciendo desde 10'° UFC/mL (valor correspondiente al licor mezcla
que se tomo de la EDAR de Almeria), hasta 10° UFC/mL tras la fase de adaptacion a los
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lixiviados pre-tratados. La reduccion en la cantidad de este tipo de bacterias en el
sobrenadante del reactor fue muy significativa debido a que la mayoria de las bacterias
se encuentran formando parte de las biopeliculas en los soportes que conforman el RLF.
La concentracion total de bacterias heterotréfas oscil6 entre 107 y 10° UFC/mL en las
etapas de operacion del RLF en modo discontinuo y continuo en las que el sistema ya
estaba completamente adaptado a los lixiviados pre-tratados. Las variaciones en la
concentracion de bacterias heterdtrofas que se observaron tras la etapa de adaptacion vy,
principalmente durante la operacion del RLF en modo discontinuo, ocurrieron
principalmente justo tras las nuevas alimentaciones del sistema con lixiviados pre-
tratados. Esto muestra claramente que el sistema biologico estaba pasando por una fase
de adaptacion de la biomasa al nuevo efluente, de forma que pequefias variaciones en las
caracteristicas y concentracion de carbono organico de la alimentacion provocaban
pequefias liberaciones de bacterias adheridas a los soportes hacia el sobrenadante.
Ademas, hay que tener también presente el factor de crecimiento de las bacterias que
quedan en el sobrenadante tras las alimentaciones del sistema. Es importante mencionar
que la técnica de conteo en placa permitié también constatar la desaparicion de floculos

para dar paso a bacterias filamentosas en suspension.

IV.1.3.5. Andlisis de la concentracion de ADN en el RLF

La concentracion total de ADN (ng/pL) de una serie de muestras recogidas durante las
distintas etapas del tratamiento biol6gico de lixiviados de vertedero pre-tratados en el
RLF, se llevé a cabo siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 111.6.1. Se
tomaron muestras tanto del sobrenadante como de los soportes de la columna del reactor

bioldgico a distintas alturas del mismo.

Desde el primer momento de la inoculacion del biorreactor se observd una reduccién
importante en la concentracion de ADN, desde 81 ng/uL (medido en el licor mezcla
tomado de la EDAR de Almeria) hasta 15 ng/pL en el sobrenadante (tras los tres primeros
dias de puesta en marcha). Esto demuestra la elevada capacidad de adherencia de las
bacterias sobre los soportes del RLF de forma muy rapida. Durante la fase de adaptacion,
la concentracion de ADN del sobrenadante se redujo hasta valores de 5 ng/uL,
observandose también ligeros incrementos de hasta 10 ng/uL a lo largo, principalmente,

de la operacion en modo discontinuo del RLF, justo tras las nuevas alimentaciones del
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sistema. Este hecho replica lo discutido en el apartado anterior respecto a la concentracion

de bacterias heterétrofas.

Como ya se ha comentado, la concentracion inicial de ADN del fango activo fue de 81
ng/uL. La concentracion media de ADN extraida de los soportes contenidos en el RLF a
tres alturas diferentes aumentd hasta 104,5 ng/uL durante el tratamiento en discontinuo
manteniéndose préacticamente constante hasta el final del tratamiento en continuo (108,8
ng/uL). Estos resultados constataron la correcta homogeneizacion del RLF y la

adaptacion de dicho bio-reactor a los lixiviados de vertedero pre-tratados.

IV.1.3.6. Aplicacion de técnicas de gPCR para la cuantificacion de bacterias

totales ADNr 16S y bacterias amino-oxidantes (AOB)

La identificacion de las nuevas especies microbianas que hayan podido generarse en el
RLF tras la adaptacion de los fangos activos procedentes de la EDAR a los lixiviados de
vertedero pre-tratados, proporciona una informacion muy valiosa sobre la caracterizacién
del sistema bioldgico capaz de tratar este tipo de ARI complejas de forma eficiente, v,
por tanto, podria utilizarse para el disefio de nuevos sistemas biolégicos avanzados
especificos. Con este objetivo, se aplicaron técnicas de gPCR (procedimiento descrito en
el apartado 111.6.2) para la cuantificacién del nimero total de bacterias de ADNr 16S
(generales) y de bacterias mas especificas como las bacterias amino-oxidantes (AOB),
responsables de eliminar el amonio en el proceso de nitrificacion, durante las diferentes
etapas del tratamiento biol6gico en RLF. Los resultados para el umbral de ciclo (Ct, cycle
threshold) obtenidos de la gPCR se correlacionaron con la concentracién de bacterias en

términos de unidades formadoras de colonias (UFC/mL).

Dichos resultados muestran que el perfil para ambas (16 S rDNA y AOB) fue similar en
todas las fases del tratamiento bioldgico, siendo la concentracion de bacterias generales
superior a la concentracion de bacterias AOB. Por otro lado, la poblacién de bacterias
generales y AOB aument6 ligeramente después de cada alimentacion con lixiviados de

vertedero pre-tratado.

Durante las fases de adaptacion y de operacion en modo discontinuo del RLF, se observo
una diferencia de entre 2 y 3 6rdenes de magnitud entre bacterias totales y AOB, siendo
las concentraciones medias en torno a 1-10* y 10 UFC/mL, respectivamente. Sin

embargo, durante el modo de operacién en continuo, la concentracion media de ambos
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tipos de bacterias fue menor a la obtenida en las anteriores etapas del tratamiento
bioldgico. Ademas, la diferencia entre ambos tipos de bacterias disminuy6 entornoaly
1,5 6rdenes de magnitud, con una concentracion media de bacterias 16S de 100 UFC/ml
y de bacterias AOB de 1 UFC/mL. Estos resultados ponen de manifiesto que el sistema
bioldégico mantuvo su estado de adaptacion y crecimiento de biomasa sobre los soportes
hasta alcanzar el estado estacionario propiamente dicho al iniciar el modo de operacién

en continuo.

Ademas, se tomaron muestras de soportes con biomasa adherida a diferentes alturas de la
columna del RLF con objeto de evaluar la evolucion de la concentracion de bacterias
generales y AOB en las biopeliculas. Se observo que la concentracion de ambas bacterias
no vario con la altura de recogida de muestra, siendo ésta claramente superior en el
sobrenadante. Ademas, al inicio del tratamiento bioldgico, la concentracion de bacterias
AOB era mayor que la concentracion de bacterias generales. Sin embargo, esto pasoé a ser
al contrario en los modos de operacién en discontinuo y continuo, mostrando, de forma
indirecta, una bajada en la eficiencia de nitrificacion del RLF. La concentracién de ambos
tipos de bacterias fue mayor en los modos de operacion discontinuo y continuo: 1-10°
UFC/mL para AOB y 1-10% UFC/mL para generales, frente a 1-10* UFC/ml para AOB y
1-10?> UFC/mL para generales, al inicio del tratamiento. Esto indica claramente un
crecimiento positivo de la biomasa sobre los soportes de la columna vy, por tanto, un

funcionamiento correcto del RLF.

IV.1.3.7. ldentificacion de bacterias mediante la aplicacion de técnicas de

secuenciacion masiva

Una vez llevada a cabo la amplificacion por gPCR, se abordo la posibilidad de identificar,
de forma mas precisa, las especies microbianas que especificamente se habian
desarrollado en el RLF mediante la técnica de secuenciacion masiva. Para ello, una serie
de muestras tomadas durante el modo de operacion en continuo del RLF, tanto del
sobrenadante como de la biopelicula absorbida en los soportes, se secuenciaron (ver
apartado 111.6.3) con el objetivo de encontrar la variacion filogenética. Los resultados
obtenidos se clasificaron en reino, filo, clase, orden, familia, género y especie. El reino
predominante fueron las bacterias en practicamente todas las muestras estudiadas. La

Tabla V.2, recoge la variacion filogenética global encontrada en dichas muestras.
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Tabla IV.2. Variacion filogenética global encontrada para las muestras del tratamiento
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La evaluacion de los resultados obtenidos a partir de la secuenciacion masiva se centro
en el estudio de las variaciones en cuanto a filo, clase y orden de las muestras estudiadas
(Figuras IV.10 y IV.11).

FILO

CLASE

100

% de lecturas

0 17 59 72107114124

Tiempo (dias)

0 17 55 72107114124

ORDEN

0 17 539 72107114 124

[l Proteobacteria [ Alphaproteobacteria 777 Rhodobacterales
Caulobacterales
B2 Rhizobiales
#l Rhodospirillales
Sphingomonodales
[ Betaproteobacteria | [ Burkholderiales
[ Epsilonproteobacteria | [l Campylobacterales
[] Gammaproteobacteria Xanthomonadales
Chromatiales
Thiotrichales
[E=50 Pseudomonadales
Gammatales
I Firmicutes [ Bacil Lactobacillales
Bacillales
[ Ciostridia | I Clostridiales
[l Bacteroidetes B Bacteroidia B Bacteroidales
B Sphingobacteriia I Sphingobacteriales
Bl Flavobacteriia
[ Actinobacteria | [l Actinobacteria | B Actinomycetales
[] Cyanobacteria
Planctomycetes | ZZ Planctomyceta
B Chiamydiae | [l Chlamydiia | [l Chlamydiales
Il Verrucomicrobia
Thermotogae ' ;
Thermi | [ Deinococci | [ Deinococales

Chloroflexi
Otros
Sin clasificar

Figura 1V.10. Abundancia relativa en cuanto a filo, clase y orden encontrada en las

muestras de sobrenadante del RLF.
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En cuanto a la Figura 1V.10, se observaron fluctuaciones en la abundancia relativa de las
especies identificadas, lo que es normal teniendo en cuenta que se esta evaluando el
sobrenadante del RLF, en el que se produce un ciclo continuado de crecimiento y
aparicion de nuevas bacterias, y de adsorcion de las mismas sobre las biopeliculas en los
soportes. Elfilo predominante fue Proteobacteria, el cual incluye muchas de las bacterias
responsables de la fijacion del nitrégeno, encontrandose un aumento drastico de dicho
filo, de 7,76% al inicio del modo de operacion en continuo, a 62,5% al final. EIl segundo
filo més importante fue Actinobacteria, el cual juega un importante rol en la
descomposicion de la materia organica y estd involucrado en problemas de “bulking” y
“foaming” en fangos activos (Seviour y col., 2008), mostrandose también fluctuaciones
en su abundancia relativa, con un aumento del 7,28% entre el inicio y final del modo de
operacion en continuo. Sin embargo, el filo Bacteroidetes mostré cambios, disminuyendo
su valor de un 8,83% a un 0,69% en la primera etapa de dicho modo de operacién y
aumentando de nuevo hasta 6,21% al final. Este tipo de bacteria, al igual que Chloroflexi,
se encuentra comunmente en EDAR urbanas e industriales en diferentes procesos
(nitrificacién/desnitrificacion y recuperacion de fésforo) (Kragelund y col., 2008). La
presencia de este tipo de bacterias contribuye al incremento del indice filamentoso,
aumentando la posibilidad de problemas de “bulking”. El filo Firmicutes, se encontro en
todas las muestras permaneciendo practicamente constante hasta las dos Gltimas muestras
(114 y 124 dias de tratamiento), donde se aprecié un aumento de su abundancia del 4,6%.
Chlamydiae, una bacteria que actia como parasito en el interior de las células animales y
estd rodeado por doble membrana citoplasmatica (Seviour y col., 2018), apareci6 después
de 114 dias de tratamiento con porcentajes pequefios, sufriendo una disminucion del
2,85%. El filo Planctomycetes, bacterias anaerobias oxidantes de amoniaco, aunque no
se aprecié en las muestras intermedias, sufrio una disminucion del 8,59% a 1,91%.
Thermotogae, implicado en la reduccion de azufre, s6lo se aprecié a los 17 dias de
tratamiento para luego desaparecer. El filo Thermi, aparecio al final del tratamiento con
una abundancia relativa media del 4%. Verrucomicrobia solo aparece en tiempos
intermedios de la etapa, disminuyendo su valor (2,31%) hasta desaparecer al final del
tratamiento. Por ultimo, otros filos como Chloroflexi, asociado con hébitats extremos,
tales como ambientes marinos o hipersalinos (Nibel y cols., 2001) y Cyanobacteria,
estuvieron presentes en porcentajes muy pequefios (< 0,22%). No obstante, es importante

mencionar que diversos autores han determinado que la naturaleza y funcion de especies

- 224 -



RESULTADOS Y DISCUSION

minoritarias pueden desempefiar un papel importante en la estabilizacién del sistema
(Dias y Bhat, 1965).

La clasificacion de la variacion filogenética por clases estuvo dominada por
Proteobacterias de las subclases alfa, beta, gamma o épsilon, siendo las clases gamma,
algunas de las cuales oxidan metano, y épsilon, las cuales reducen azufre, las
subdivisiones mas abundantes, aunque la subclase gamma so6lo aparece al fin del

tratamiento con un elevado porcentaje (16,29 y 20,32%).

La clasificacion por orden mostré una variabilidad en el sistema. Burkholderiales (que
intervienen en los ciclos del Carbono y del Nitrégeno) y Actinomycetales estuvieron
presentes en todas las muestras con valores menores a 18,52%. Clostridiales sufrié un
aumento del 4% al final del tratamiento. Thiotrichales sélo aparecio después de 59 dias
de tratamiento con un elevado porcentaje de abundancia (19,37%) al igual que
Rhodospirillales (8,98%). Campylobacterales s6lo se aprecié después de 114 dias de
tratamiento con elevado porcentaje, mostrando un aumento de 16,29% a 20,32% al final

del tratamiento.

La Figura V.11 muestra la abundancia relativa en cuanto a filo, clase y orden de las
muestras recogidas de biopelicula adsorbida en los soportes del RLF al final del modo de
operacion en continuo a diferentes alturas de la columna (S1, parte superior; S2, parte
intermedia y S3, parte inferior). Al igual que ocurri6 con los resultados de gPCR, no se
encontrd influencia alguna de la altura en la abundancia. Las bacterias fueron el reino
predominante siendo superior al 97,44% en todas las muestras analizadas. El filo
Proteobacteria fue el mas abundante con una abundancia media del 45,8% seguido del
filo Bacteroidetes (abundancia media 18,4%). Actinobacteria fue el tercer filo mas
importante con un valor medio de 7,81%. Firmicutes, Planctomycetes, Verrumicrobria y
Thermotogae mostraron valores medios menores (2,61-4,60%). Los filos Cyanobacteria,
Chlamydiae, Thermi y Chloroflexi que aparecieron en las muestras de sobrenadante
(Figura 1V.10) no aparecen en las procedentes de la biopelicula probablemente debido a
que sus caracteristicas morfologicas y/o metabolicas les confieran una baja capacidad de

adsorcion.

En cuanto a la variacion filogénetica por clases, al igual que en el sobrenadante,
Proteobacterias de las subclases alfa (10,55%), beta (16,02%) y gamma (15,56%) fueron
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las mas significativas seguidas del filo Bacteroidetes con las subclases Sphingobacteriia
(11,98%) y Flavobacteriia (6,19%).

La clasificacién por orden mostré valores por debajo de 6,89% para Rhizobiales,
Xanthomonadales, Chromatiales (Proteobacterias), Flavobacteriales (Bacteroidetes) y
Actinomycetales (Actinobacteria). S6lo se encontraron valores de abundancia relativa del
12% aproximadamente para Burkholderiales (Proteobacteria) y Sphingobacteriales
(Bacteroidetes).

FILO CLASE ORDEN

% de lecturas

51 52 53 51 52 53 S1 52 53

Il Proteobacteria [[JAlphaproteobacteria | BEZ) Rhizobiales

[ Betaproteobacteria | [ Burkholderiales

[7] Gammaproteobacteria Xanthomonadales

Y Chromatiales
Il Firmicutes
[ Bacteroidetes Il sphingobacteriia | Il Sphingobacteriales
Il Flavobacteriia | [ Flavobacteriales

[ Actinobacteria | [l Actinomycetales
[ Planctomycetes | 24 Planctomyceta
Il Verrucomicrobia
[ Thermotogae

Otros

Sin clasificar

Figura IV.11. Abundancia relativa en cuanto a filo, clase y orden encontrada en las

muestras de biopelicula procedente de los soportes del RLF.
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Tanto para las muestras de sobrenadante (ver Figura 1VV.10), como para las muestras de
biopelicula adsorbida en los soportes del RLF (ver Figura 1VV.11), el nimero de bacterias
sin clasificar encontradas en la variacion filogenética global sugirio la presencia de
muchas especies nuevas capaces de habitar en comunidades complejas y de abordar el

tratamiento eficiente de ARI.

IV.1.4. Aplicacion de técnicas analiticas avanzadas para la identificacion y
seguimiento de microcontaminantes a lo largo de la linea de tratamiento de

lixiviados de vertedero

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, los lixiviados de vertedero son aguas
residuales complejas, y en ocasiones peligrosas, que contienen altos niveles de
compuestos toxicos y/o biorecalcitrantes, entre los que se incluyen MC organicos,

considerados potencialmente peligrosos por su acumulacion en el medio ambiente.

La identificacion de MC en lixiviados de vertederos se ha venido investigando, por
algunos autores, mediante la aplicacion de diferentes estrategias. Como norma general,
se han empleado técnicas de analisis dirigido, enfocadas a la determinacién de un grupo
especifico de compuestos (Fuertes y col., 2017; Kapelewska y col., 2016; Peeters y col.,
2015). Otros estudios aumentaron el alcance a varias familias con un nimero variable de
compuestos monitorizados (Clarke y col., 2015; Masoner y col., 2014). Sin embargo, el
empleo de estrategias de analisis dirigido no es suficiente para una completa
caracterizacion de estas aguas, ya que se limita a la determinacién de compuestos
disponibles en el laboratorio, para los que se dispone de patrones analiticos y métodos
validados. De esta forma, siempre se pierde informacion que solo se puede recuperar con
el uso de estrategias de cribado de compuestos sospechosos (suspect screening en inglés),
de uso cada vez mas extendido. Algunos estudios han aplicado técnicas cromatogréaficas
acopladas a espectrometria de masas de baja resolucién (LRMS) en el modo de
exploracion completa (Full Scan) para llevar a cabo tal analisis (Eggen y col., 2010).
Otros autores realizaron la caracterizacion de lixiviados de vertederos utilizando una
estrategia de cribado por GC acoplada a MS de alta resolucién (GC-HRMS), centrandose
en los MC susceptibles de analisis por esta técnica cromatografica (Jernberg y col., 2013).
Sin embargo, la sensibilidad de los instrumentos de alta resolucién que operan en full

scan no se puede comparar con la de los equipos empleados en el analisis dirigido (triple
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cuadrupolo o trampa ionica cuadrupolo-lineal, QgLIT), por lo que, la aplicacién
combinada de ambas estrategias de anélisis, empleando LC y GC combinadas con MS de
alta y baja resolucion, parece ser una estrategia adecuada para identificar y monitorizar
un mayor nimero de MC en todo tipo de lixiviados de vertederos.

De acuerdo con esto, ademas de evaluar la efectividad de la linea de tratamiento propuesta
mediante pardmetros cléasicos (ver apartados anteriores), también se llevd a cabo un
estudio detallado mediante técnicas analiticas avanzadas para la determinacion de MC.
Las muestras tomadas a lo largo de las diferentes etapas de la linea de tratamiento (C/F,
foto-Fenton solar y RLF), se sometieron, junto con los lixiviados brutos, a un analisis
dirigido mediante LC-QqLIT-MS/MS, a un anélisis de compuestos sospechosos por LC-
QTOF-MS y a un anélisis de compuestos sospechosos por GC-Q-MS (ver descripcién y
procedimiento en apartados 111.3.2.1., 111.3.2.2. y 111.3.3). De esta manera, se evalud y
determind el rendimiento de toda la linea de tratamiento propuesta con respecto a la

eliminacion de MC.

IV.1.4.1. Analisis dirigido de microcontaminantes mediante LC-QqLIT-MS/MS

Los lixiviados brutos y los efluentes de cada una de las etapas de la linea de tratamiento
propuesta se analizaron utilizando el procedimiento descrito en el apartado 111.3.2.1. El
método propuesto permitia monitorear 115 MC. Se aplicé una técnica de inyeccion
directa (ID) de las muestras, que minimiza las posibles pérdidas asociadas a la etapa de
extraccion. Esta técnica es adecuada cuando se usan sistemas de MS sensibles, como el
analizador QqLIT, habiendo sido incluso necesario en algunos casos incluir una etapa de
dilucion.

Los resultados obtenidos se resumen en la Figura IV.12. Se detectaron diferentes tipos de
MC (hasta 43 compuestos, 37% de los MC monitoreados) (Tabla 1V.3) a concentraciones
en el rango de ng/L a pg/L. Se observé una disminucion significativa en la carga de MC
durante las etapas de tratamiento, con una eliminacidn total del 94% respecto de la carga

total inicial en el lixiviado bruto, de 624,3 ug/L.
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Figura 1V.12. Resumen de los resultados obtenidos en el andlisis dirigido de MC por

LC-QgLIT-MS/MS: carga total de MC (ug/L), porcentaje de eliminacion y numero de
MC detectados.

Tabla I1V.3. Lista de los MC identificados y cuantificados por LC-QqLIT-MS/MS.

Lix. Tras FF Tras
Tras C/F . .
Clase Compuesto Bruto (ng/L) solar biotratamiento
(ng/L) g (ng/L) | en RLF (ng/L)
4-AAA? 2732 2074 - 1654
4-DAAP 1186 1241 - -
Acetaminofen 3479 3538 - -
Acetanilida 1732 1612 - -
Acido
Clorofibrico® 3421 3907 ) 4
Acido 6464 7587 : 627
Diatrizoico
Acido
Farmacos Fenofibrico 3334 1879 11 632
Acido
Mefanamico 473 38 ) i
Antipirina 1563 1671 - 3548
Atenolol 1360 1274 - -
Benzafibrato® 9376 7196 - 68
Cafeina 867 654 - 1061
Carbamazepina 2816 1991 - 146
Cotinina 63193 83563 - -
Diclofenaco 25115 10981 - 282
Diazepam - 14 - 14
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Lix. Tras FF Tras
Tras C/F . .
Clase Compuesto Bruto (ng/L) solar biotratamiento
(ng/L) g (ng/L) | en RLF (ng/L)
Furosemida® 9881 4114 - 242
Gabapentina 319489 194148 4892 15167
Gemfibrozil® 8650 2352 - 1934
Ketoprofeno 29516 22088 - 225
Lansoprazol 144 - - 9
) Lidocaina 12096 12632 253
Farmacos Mepivacaina 126 144 - 16
Nicotina 27938 36841 8483 4408
Paraxantina 1278 1212 - 859
Pentoxifilina 3183 2800 - 239
Primidona 402 283 - 135
Propifenazona 6557 5738 - -
Trigonelina 37265 16346 63777 1173
Acetamiprid 223 246 - 15
Carbendacima 583 417 - 16
Diuron 2338 1306 - 64
Mecropop® 16770 15438 - 5
Pesticidas I\_/It_ata_laxil 464 194 . 4
Pirimicarb 631 198 - -
Propamocarb 2143 1786 - 65
Pirimetanil 1217 1003 1579 93
Terbutrina 400 176 4 49
Tiabendazol 2363 604 2 44
Claritromicina 365 319 - 14
Lincomicina 1678 406 - 7
Antibiéticos Sulfadiacina 4221 1925 - -
Sulfametacina 1979 518 - -
Levofloxacino 5280 - - 1371
CARGA TOTAL 624290 452453 78748 34441

34-AAA: 4-acetamidoantipirina; ®4-DAA: 4-dimetilaminoantipirina; ‘Compuesto detectado con

polaridad negativa.

De los 43 MC identificados en el lixiviado de vertedero bruto, 8 de ellos representan el
85% de la carga total: cotinina (metabolito de la nicotina), diclofenaco (agente
antiinflamatorio no esteroideo), gabapentina (medicamento antiepiléptico, tratamiento
del dolor neuropatico), ketoprofeno (antiinflamatorio no esteroideo), lidocaina
(anestesico local, agente antiarritmia), mecoprop (herbicida), nicotina (alcaloide tdxico
del tabaco) y trigonelina (metabolito de la niacina o vitamina B3, biomarcador para el
consumo de café, propiedades antidiabéticas, también se encuentran en las legumbres y
en los productos de soja). Algunos de estos compuestos (cotinina, lidocaina y nicotina)
ya habian sido reportados a niveles de concentracion altos (> 50 pg/L) y con alta

frecuencia de deteccion en lixiviados de EE. UU. (Masoner y col., 2014). Estos 8 MC
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también representaron el 87% de la carga total del lixiviado pre-tratado mediante C/F.
Después de la etapa de foto-Fenton solar (87% de eliminacion), tres de estos ocho
compuestos representaron el 98% del total (gabapentina, nicotina y trigonelina). Por
ultimo, después del tratamiento bioldgico en RLF (94 % de eliminacién), la gabapentina,
la nicotina y la trigonelina representaron el 60% de la carga, pero se obtuvo una
eliminacidn sustancial de los mismos en el tratamiento. La concentracion de gabapentina,
nicotina y trigonelina fue de 319,5, 27,9 y 37,2 pg/L, respectivamente, en el lixiviado
brutoy 15,1, 4,4 y 1,1 pg/L, después del tratamiento bioldgico.

Es importante clarificar que el efluente del proceso de foto-Fenton solar se transfirio a un
RLF, y se mezcld, tanto en la operacion en modo discontinuo como en continuo, con el
caudal de entrada de una EDAR municipal para una adecuada adaptacion de la biomasa.
La mezcla con este influente provocd un pequefio incremento de las concentraciones de
algunos MC en la salida del RLF (por ejemplo, gabapentina, Tabla IV.3). De hecho, de
los 34 MC detectados después de la etapa de biotratamiento (ver Tabla IV.3), 27
provinieron del influente de la EDAR mezclado con el efluente del proceso de foto-
Fenton solar (que contenia solo 7 MC), aunque estaban presentes a niveles de
concentracion muy bajos. Por otro lado, a lo largo del tratamiento en RLF y con una
entrada continuada de algunos de los MC esto puede dar lugar a la liberacion de algunos

de ellos de la biopelicula, incluso una vez alcanzado el estado estacionario.

En resumen, el contenido de MC en lixiviados de vertedero sin procesar se elimind
claramente después de la linea de tratamiento propuesta, con una concentracion global
final de 40,5 pg/L, similar a la que se puede medir en un efluente biolégico urbano tipico
(tratamiento primario + secundario) (Soriano-Molina y col., 2019). A pesar de que solo
se han publicado unos pocos trabajos sobre este tema, la linea de tratamiento propuesta
logré una mejor efectividad, en términos de degradacion de los MC, que los resultados
informados por otros autores, como por ejemplo, por Rochay col. (2013). En este estudio,
se confirmo la presencia de 40 MC (considerando los analitos compatibles con GC y LC)
en lixiviados sometidos a un proceso de foto-Fenton, con una eliminacion completa de

solo 24 de ellos.
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IV.1.4.2. Anélisis de cribado de compuestos sospechosos mediante LC-QTOF-MS

Para aumentar el alcance del estudio de identificacion de MC, se aplico la estrategia de
anélisis de compuestos sospechosos descrita anteriormente (apartado 111.3.2.2). Se cred
para ello una lista de mas de 1300 productos quimicos a partir de la lista de sospechosos
recogida en la web de lared NORMAN (NORMAN, 2018) y de informacion recogida en
literatura. La identificacion positiva de los compuestos en las muestras se baso en el
cumplimiento de los criterios de identificacion propuestos por Martinez-Piernas y col.
(2018), que incluyen un error de masa inferior a 5 ppm para el ion precursor ([M+H]"),
una diferencia en la relacién isotdpica por debajo del 10%, una concordancia con los
espectros de MS/MS superior al 80%, cuando el espectro se compard con al menos una
de las tres bibliotecas espectrales utilizadas (Sciex MS/MS Spectral Library, ChemSpider
y MassBank) y la presencia de dos fragmentos de MS/MS caracteristicos con un error
inferior a 5 ppm. Una vez realizada la identificacidn tentativa de los compuestos, la
confirmacion definitiva de los mismos se realizé mediante la adquisicion y andlisis de los
estandares analiticos correspondientes. Los compuestos confirmados se recogen en la
Tabla IV.4: clorfenvinfos (pesticida), acido niflumico (analgésico y antiinflamatorio
farmacéutico), tramadol (analgésico opioide) y valsartan (tratamiento de la hipertension).
Solo se encontraron en el efluente de la etapa de C/F y en el efluente de tratamiento
bioldgico (debido probablemente, en este caso, a la mezcla con el influente de EDAR
comentada anteriormente). Si bien estos compuestos eran de esperar que estuvieran
presentes también en el lixiviado bruto, probablemente no se detectaron debido al intenso
efecto matriz. No se encontraron compuestos sospechosos en el efluente del proceso foto-
Fenton solar, evidenciando la efectividad de estos PAO para la eliminacion de

compuestos recalcitrantes.
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Tabla 1V.4. Resumen de los resultados obtenidos en el analisis de sospechosos por LC-

QTOF-MS.
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La variacion de los niveles de concentracion de los compuestos confirmados después de

cada etapa de la linea de tratamiento se muestra en la Tabla IV.5.

Tabla 1V.5. Evolucion de los compuestos confirmados (&rea) en el analisis de

sospechosos por LC-QTOF-MS.

Area
Reportado L
Compuesto | anteriormente Tras Tras Ellm$aC|on
en lixiviados | Bruto | Tras C/F FF RLF (%)
solar
Clorfenvinfos NO N.D.2 86810 N.D. N.D. >99
Acido NO N.D. | 152100 N.D. N.D. >99
niflimico
Tramadol Si N.D. 176490 N.D. 71300 60
Valsartan Si N.D. 233030 N.D. 183000 21

8N.D.: no detectado.

La eliminacidn fue superior al 99% para clorfenvinfos y acido niflumico, mientras que se

obtuvieron porcentajes de eliminacion inferiores para tramadol (60%) y valsartan (21%).

Los cromatogramas de iones totales (TIC, siglas en inglés) obtenidos en full scan (Figura

IV.13) por LC-QTOF-MS para cada etapa de la linea de tratamiento propuesta, reflejan

una disminucion general del nimero de picos detectados por el sistema debido a la

eliminacion del contenido organico, que incluye a los MC.
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Figura 1V.13. Comparacién de los TIC obtenidos por LC-QTOF-MS del lixiviado

bruto y del lixiviado después de cada etapa de la linea de tratamiento propuesta.

IV.1.4.3. Analisis de microcontaminantes sospechosos mediante GC-Q-MS

Con el fin de ampliar la capacidad de identificacion de compuestos sospechosos a
aquellos que por sus propiedades fisico-quimicas no son susceptibles de analisis en LC o
cuya respuesta es limitada por esta técnica, se aplico la estrategia de identificacion, basada
en el empleo de un sistema GC-Q-MS, descrita anteriormente en el apartado 111.3.3.
Debido a la limitada sensibilidad del analizador de cuadrupolo sencillo, operado en el
modo full scan, y a la necesidad de realizar un cambio de disolvente, necesario para el
analisis por GC, se procedio a aplicar una etapa de pre-concentracion. Por ello, se llevé a
cabo una extraccién liquido-liquido de cada uno de los efluentes de cada etapa de la linea
de tratamiento (descrita anteriormente en el apartado 111.3.1). La extraccion liquido-
liquido es una metodologia comdnmente utilizada en diferentes métodos de la EPA para
la determinacion de MC, como bifenilos policlorados, pesticidas clorados o dioxinas, y
por lo general, se considera una técnica de extraccion de referencia que proporciona una

alta preconcentracion de la muestra.
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Para cubrir una amplia gama de polaridades, se aplicé la combinacion de dos disolventes
de extraccion diferentes, diclorometano y n-hexano. Ademas, se utilizé una extraccion
secuencial para aumentar la capacidad de extraccion y reducir el efecto de la matriz.
También se extrajo un blanco de reactivo (analisis realizado con reactivos y disolventes,
sin muestra, que se sustituye por agua MilliQ®) para evaluar los niveles de fondo de
ciertas sustancias que pueden estar presentes en las muestras de lixiviados por efecto de
una posible contaminacién de las muestras durante la extraccion y el analisis, como los

ftalatos.

La identificacion tentativa de los compuestos se realizd en base a los siguientes criterios:
(i) el compuesto se buscé en una ventana de tiempo de retencion de + 0,350 minutos,
excepto en el caso de ciertos compuestos que generalmente muestran un ancho de pico
alto o grupos de compuestos como triadimenol (x 0.700 minutos); (ii) se aplicé una
tolerancia del 40% a las respuestas relativas de los iones de confirmacion o cualificadores;
(iif) se requirié una concordancia minima del 60% con la biblioteca de espectros para
considerar el compuesto como un posible candidato. También se tuvo en cuenta que el
mismo compuesto sospechoso estuviera presente en los diferentes extractos de la misma
muestra, asi como la forma del pico, que puede ser muy caracteristica para ciertos

compuestos (por ejemplo, naftaleno).

La aplicacion de la estrategia descrita permitié identificar tentativamente 19 compuestos
(Tabla 1V.6), que incluian plastificantes, plaguicidas, PAH y compuestos de almizcle,
entre otros. Los estandares comerciales de los 19 candidatos seleccionados se adquirieron
e inyectaron en el sistema GC-MS. 12 de los 19 candidatos fueron finalmente
confirmados y determinados en las muestras con concentraciones en el rango de
0,02 pg/L (fenantreno) a 4,9 pg/L (diisobutil ftalato), como se muestra en la Figura IV.14.
Algunos compuestos mostraron concentraciones mas altas tras la C/F que en el lixiviado
bruto, probablemente debido a un efecto matriz mas alto en este ultimo, que induce un
efecto de supresion de la sefial. En cualquier caso, se pudo confirmar una disminucién de
la concentracion de los MC al final de la linea de tratamiento. Como se esperaba, los
ftalatos mostraron concentraciones muy altas, debido a su uso prolongado como
plastificantes. Tres de los compuestos determinados no habian sido reportados
previamente en bibliografia: di-n-nonil ftalato (plastificante), o-fenilfenol (pesticida) y
tonalida (fragancia).
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Tabla IV.6. Resumen de los resultados obtenidos en el analisis de compuestos

sospechosos mediante GC-Q-MS.
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Figura 1V.14. Evolucién de las concentraciones de los MC confirmados por el analisis

de sospechosos mediante GC-Q-MS.

Se detectaron cuatro ftalatos en el lixiviado bruto, con concentraciones que fueron desde
0,2 pg/L (butil bencil ftalato) hasta 4,9 pg/L (diisobutil ftalato). Estas concentraciones
son comparables con los resultados reportados por Castillo y Barcelé (2001) (di-n-butil
ftalato, <1 pg/L) y Marttinen y col. (2003) (butil bencil ftalato <1 pg/L y di-n-butil ftalato,
<20 pg/L). Sin embargo, Rocha y col. (2013) reportaron niveles considerablemente méas
altos (<500 pg/L) para butil bencil ftalato y di-n-butil ftalato. En el caso de los PAH, el
naftaleno y el fenantreno se confirmaron a niveles inferiores a 0,05 pg/L. Se han reportado
concentraciones similares para estos dos PAH en estudios previos (Marttinen y col.,
2003). Masoner y col. (2014), estudiaron lixiviados con composiciones de residuos,
edades y caracteristicas geograficas/climaticas muy diferentes, y determinaron
concentraciones mas altas para ambos PAH, con valores medios de 5 pg/L para naftaleno
y 1 ug/L para fenantreno. EI DEET (N, N-dimethyl-m-toluamide) es un compuesto
relevante, frecuentemente reportado en lixiviados en niveles altos, con un valor medio de
70 pg/L (Masoner y col., 2014). Sin embargo, la concentracion encontrada para este
compuesto en los lixiviados brutos estudiados en este trabajo fue baja (1,61 pg/L). En el
caso del trifenil fosfato, la concentracion reportada por Masoner y col. (2014) es bastante
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similar (2 pg/L). Tonalida se ha sefialado como uno de los compuestos de almizcle méas
abundantes en el medio ambiente, pero no se habia detectado en trabajos previamente

publicados sobre lixiviados de vertedero.

Con respecto a la efectividad de la linea de tratamiento propuesta para eliminar los
compuestos confirmados, se muestra un resumen de los resultados en las Figuras 1V.14 y
IV.15. Los TIC obtenidos en full scan para el efluente de la etapa de C/F y del proceso
foto-Fenton solar (Figura 1V.15) indican una reduccidn clara del area de los picos. Esto
se puede interpretar como una reduccion general de los componentes de los diferentes
efluentes, incluyendo los MC y otros compuestos desconocidos que podrian estar
presentes. Mas concretamente, para los compuestos sospechosos confirmados con
estandares (Figura 1V.14), se observd una reduccion de la concentracién total de MC
después del proceso foto-Fenton solar del 89% y una eliminacion del 92% considerando

la linea de tratamiento completa.
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Figura 1V.15. Comparacion de los cromatogramas de iones totales (TIC), obtenidos en
modo full scan por GC-Q-MS, del efluente después de la C/F y del efluente después de

la etapa de foto-Fenton solar (también se muestra el area total).
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La Tabla V.7 muestra las concentraciones de los MC sospechosos confirmados con
estandares encontrados en cada etapa de la linea de tratamiento. Se aprecia como el
proceso foto-Fenton solar es efectivo para la degradacién de estos compuestos
recalcitrantes eliminando los MC casi por completo y haciendo el efluente compatible
con el tratamiento bioldgico posterior. Aunque la concentracion de di-n-nonil ftalato en
este efluente fue algo alta en comparacion con los otros compuestos (1,18 ug/L), se

obtuvo una eliminacion del 81% al final de la linea de tratamiento.

Tabla 1V.7. Resumen de las concentraciones de MC (ug/L) encontradas mediante el

analisis de sospechosos por GC-Q-MS.

Lixiviados Efluente | Efluente % de
Clapuesi Brutos EfluentelCif FF solar RLF eliminacion
2,4-Diclorofenol 0,09 0,15 0,08 0,06 28
Butil-bencil 0,21 0,02 0 0 >99
ftalato
DEET 1,61 3,71 0,03 0,08 95
Di-n-butil ftalato 1,38 0,78 0 0 >99
Di-n-nonil ftalato 4,33 3,96 1,18 0,84 81
Diisobutil ftalato 4,94 0,89 0 0 >99
Difenilamina 0,11 0,06 0,03 0,01 89
Naftaleno 0,03 0 0 0 >99
o-Fenilfenol 0,16 2,23 0,26 0,05 69
Fenantreno 0,04 0,02 0 0 >99
Tonalida 0,55 0,35 0 0 >99
Trifenil fosfato 2,41 1,27 0,24 0,17 93
CARGA
TOTAL 15,87 14,33 1,82 1,22
% DE ELIMINACION TOTAL 10% 89% 92%

IV.1.5. Aplicacion de sistemas de destilacibn por membranas para la

recuperacion de nutrientes

Uno de los nutrientes especialmente interesantes para las actividades agricolas y de
produccion de alimentos es el nitrogeno, incluso mas cuando esté en forma de amonio,
debido a sus propiedades para ser mejor adsorbido por los cultivos. Una gran acumulacién
de este compuesto se puede encontrar en diferentes plantas de tratamiento de aguas
residuales cuando la relacion entre la carga de carbono organico y de nitrogeno esta
desequilibrada. Por lo tanto, en lugar de invertir en la adicion de otras fuentes de carbono

biodegradable o la implementacidn de ciclos de oxigeno anoxico/aerdbico para propositos
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de eliminacion de nutrientes (o sistemas especificos de anamox), se propone la
recuperacion directa de esta especie cuando el proceso de nitrificacion no se haya dado
de forma completa. Es importante destacar que el amonio también estd cominmente
presente en varias aguas residuales industriales (electronica, petroquimica, farmacéutica,
produccién de fertilizantes, industrias de fabricacion de acero, etc.), aguas residuales
agricolas y lixiviados de vertedero. Su eliminacién representa un cuello de botella en la
estrategia de tratamiento de dichas aguas residuales complejas y resulta esencial cuando
se considera la posible reutilizacion de este tipo de aguas (como por ejemplo en el riego
de cultivos), con el objetivo principal de reducir la huella hidrica de dichas actividades
industriales. En consecuencia, el esfuerzo tecnoldgico debe centrarse en la recuperacién
de dicha especie de nitrdgeno en lugar de gastar mucho esfuerzo en su transformacién a
nitrato y finalmente a nitrogeno (N2, normalmente mediante procesos de desnitrificacion
en sistemas bioldgicos avanzados). Por tanto, se puede decir que en la actualidad existe
la necesidad de encontrar una técnica de separacion alternativa para una recuperacion
sostenible y eficiente de amoniaco para reutilizarlo en la preparacion de fertilizantes
especificos. Teniendo en cuenta la reduccion del impacto negativo del uso de la
fertilizacion con base quimica, la produccion de fertilizantes a base de amoniaco a partir
de aguas residuales complejas tiene un mercado prometedor y un claro valor agregado.
Recientemente se ha propuesto que la recuperacion de nutrientes disponibles de las aguas
residuales (como el amoniaco y el fosforo) se convierta en una estrategia para producir

fertilizantes verdes.

En este sentido, y como parte de uno de los objetivos especificos de esta Tesis Doctoral,
se ha llevado a cabo la optimizacién de un sistema de destilacién por membranas de
contacto directo (DCMD, siglas en inglés) (descrito detalladamente en el apartado 111.11)
a escala de laboratorio para la recuperacion de amonio de un efluente simulado de EDAR
(ASS, ver apartado 111.1.2). Las condiciones de operacion se optimizaron estudiando los
efectos de la concentracion de amonio, pH y temperatura del canal de alimentacion y la
concentracion de la solucion receptora de H2SO4 (para la recuperacion de amoniaco en
forma de amonio) en la corriente de permeado del sistema bajo el uso de una membrana
de PTFE. Asi, se obtuvo sulfato de amonio como producto final. Ademas, se aplicaron
las condiciones de operacion Optimas para estudiar la influencia de la concentracion de
nitratos (componente representativo de las aguas residuales) en la recuperacion de

amonio, asi como para determinar el porcentaje de recuperacion de amonio al introducir
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en el sistema MD aguas residuales reales tomadas de una EDAR ubicada en Oporto
(caracterizacion en el apartado 111.1.2). Finalmente, dichas condiciones éptimas se
aplicaron para la recuperacion del amonio acumulado en el efluente del RLF tras el
tratamiento de los lixiviados de vertedero objeto de estudio en esta Tesis Doctoral.

IV.1.5.1. Optimizacién de los pardmetros de operacién de la DCMD.

En primer lugar, se llevaron a cabo una serie de experimentos preliminares para el estudio
de la influencia del caudal de alimentacion en el factor de recuperacion de amonio. Para
ello, se realizaron experimentos a pH 8 y pH 12 con un caudal de alimentacién 300
mL/min y 500 mL/min, siendo este igual al del permeado bajo unas condiciones
concretas: 100 mg/L de NH4" en la alimentacion, 80°C de temperatura de alimentacion,
20°C de temperatura del permeado y una concentracion de acido sulfurico receptor de

0,01M. Estos resultados se muestran en la Figura 1V.16.
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Figura 1V.16. Variacion del porcentaje de recuperacion de amonio frente al caudal de
alimentacion a pH 8 y 12.

Se puede observar que, para un pH dado, el aumento del caudal no influye practicamente
en la recuperacion de amonio en el permeado. Por ejemplo, para un pH de 8 se obtuvo
una recuperacion de amonio del 17,8% para un caudal de 300 mL/min y una recuperacion
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del 21,8% para un caudal de 500 mL/min. Para un pH 12 ocurrié practicamente igual,
hubo muy poca diferencia en la recuperacion de amonio obtenida al variar el caudal,
aungue queda claro que el pH si que influye de forma significativa en el porcentaje de
recuperacion de este nutriente. En ambos casos, la difusiébn de amoniaco de la
alimentacion a la superficie de la membrana y las condiciones de mezcla son muy
similares, lo que da como resultado practicamente la misma transferencia de masa de
amoniaco y vapor de agua. Ademas, se debe considerar un compromiso entre la
recuperacion de amonio y el gasto energético referido al caudal. Debido a esto, se
selecciond y fijo un caudal de 300 mL/min, tanto en el permeado como en la alimentacion,
para llevar a cabo el disefio experimental. Es importante mencionar que, tanto el caudal
como la temperatura de la celda en el lado del permeado no son factores del disefio

experimental, por lo que se fijaron en 300 mL/min y 20°C, respectivamente.

La optimizacién del sistema DCMD se llevo a cabo mediante un disefio experimental
factorial general completo de dos niveles en el programa Minitab® 18 (procedimiento
descrito en el apartado 111.11) dando lugar a la matriz de experimentos que se muestra en
la Tabla IV.8. Los factores que se estudiaron fueron: concentraciones de amonio (100-
400 mg/L) y acido sulfarico (0,01-0,5 mol/L), pH (7 y 12) y temperatura de la celda de
alimentacion (40-80 °C).

Tabla 1V.8. Matriz de experimentos del disefio experimental factorial general completo

de dos niveles. Porcentajes de recuperacion de amonio obtenidos para cada experimento.

mg/L mol/L oc ’ NH4*, %
1 40 2,0
2 100 0,01 20 36
3 05 40 1,0
4 7 ' 80 12,8
> 40 0.7
o 400 oo 80 2,3
! 05 40 0,5
8 ’ 80 3.1
9 40 44.9
10 100 0.0t 80 68,5
11 05 40 42,8
12 12 ' 80 62,2
= 0,01 40 293
4 400 ’ 80 46,3
15 05 40 40,1
16 ! 80 68.4
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La Figura IV.17, muestra los graficos de efectos principales de cada variable estudiada
en el disefio experimental con respecto al factor respuesta, es decir, el porcentaje de
recuperacion de amonio. Tal y como se puede observar en dichos gréaficos, y como cabia
esperar, el efecto mas significativo lo muestra el pH, ya que mayores valores de este
parametro en la alimentacion dan lugar a mayores porcentajes de recuperacion de amonio
en el permeado. Sin embargo, el efecto del resto de variables se mostr6 méas suave. Para
el caso de la temperatura de la celda de alimentacion y la concentracion de H2SOs,
también se observaron incrementos del porcentaje de recuperacidn de amonio al aumentar
dichos parametros, aunque de una forma menos acentuada que el pH. Por el contrario,
la grafica de efectos muestra una ligera reduccion en la recuperacion de este nutriente con

el aumento de la concentracion de amonio en el caudal de alimentacion.

Grafica de efectos principales para Rec. NH4+, %
Medias ajustadas
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Figura IV. 17. Efectos principales de cada variable sobre la recuperacion de amonio en

el permeado.

La Figura V.18 muestra la grafica de Pareto de efectos estandarizados, la cual informa
de la influencia de los parametros experimentales o qué interacciones entre ellos son méas
significativas con un intervalo de confianza del 95%, considerando el efecto significativo
cuando éste sobrepasa la linea de referencia. Dicha grafica confirma que los efectos mas
significativos son el pH de la alimentacion y su temperatura, ademas de la interaccion

entre estas dos variables, verificando los resultados obtenidos en la Figura IV.17.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Rec.; a = 0,05)

Término 2,57
I Factor Mombre
A A pH
B Conc. NH4+, mg/L
D C Conc. H2S04, M
D T cel. alimentacion, °C

AD

B

BC

C

AC

AB

BD

cD

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Efecto estandarizado

Figura 1V.18. Diagrama de Pareto del disefio experimental factorial general completo
de dos niveles en Minitab® 18.

La influencia tan significativa del pH en todos los experimentos se observa en los
resultados de recuperacion de amonio que se recogen en la Tabla V.8, de forma que un
incremento del pH de 7 a 12 lleva a un aumento maximo en la recuperacion de amonio

del 12,8 % al 68,5%, para la maxima temperatura de la celda de alimentacion (80 °C)
(Figura 1V.19).
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Figura 1V.19. Porcentaje de recuperacion de amonio frente a la temperatura de
alimentacion a pH 7 y 12 (experimentos 1, 9, 2 y 10 de la Tabla IV.8).
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El efecto del pH se explica a partir del equilibrio de disociacién del amonio (Reac. 1V.4),
el cual se desplaza claramente hacia la produccion de amoniaco (volatil), a un pH mas

elevado.
NHz* + OH < NH3 + H.O (Reac. IV.4)

Por tanto, a un pH de 12, el aumento en el porcentaje de recuperacion de amonio se debe
al enriquecimiento de la solucion de alimentacion en amoniaco, de manera que una mayor
cantidad de este componente atraviesa la membrana junto con el vapor de agua, pasando
al lado del permeado, y recogiéndose en la disolucion de acido sulfdrico en forma de

sulfato de amonio.

Por otro lado, y con respecto a la temperatura de alimentacion, se estudiaron 40°C y 80°C,
manteniendo la temperatura del lado del permeado en 20°C (efecto del aumento de AP de
6 a 49 kPa). Dicho aumento de temperatura también llevé a un incremento claro en el
porcentaje de recuperacién de amonio, tal y como se observa en la Figura V.19, siendo
este efecto alin mas destacado cuando el pH aument6 a 12 (del 42,9% al 68,5%). Tal y
como se esperaba, el incremento en las diferencias de temperatura entre la solucion de
alimentacion y el permeado mejor6 la transferencia de masa (Shim y col., 2015) y con
esto se favorecid la difusion a través de la membrana. La presién de vapor de la solucion
de alimentacion, la presion de vapor transmembrana y la fuerza motriz aumentaron.
Ademas, debido a la naturaleza endotérmica de la disociacion de los iones de amonio, se
favorecio la presencia de amoniaco volétil (Salavera y col., 2005). Ademas, la solubilidad
del amoniaco disminuye al aumentar la temperatura, lo que resulta en una mayor presion
de vapor total (Xie y col., 2009).

La Figura V.20, muestra la superficie de respuesta del efecto de la temperatura y el pH
de la alimentacion frente al factor respuesta manteniendo la concentracion de amonio a
200 mg/L y 0,01 M de H2SOa.
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Figura 1V.20. Superficie de respuesta en ASS para la recuperacion de amonio a
200 mg/L de NH4" en la alimentacion y 0,01 M de solucién receptora de H2SO4 (20°C

de temperatura de permeado y 300 mL/min como caudal de permeado y alimentacion).

Tal y como se ha venido comentando, la superficie de respuesta muestra claramente como
los mayores porcentajes de recuperacion de amonio se consiguieron cuanto mayor fueron

el pH y la temperatura del caudal de alimentacién.

Si se representa la superficie de respuesta (Figura 1V.21) en la que se muestra el efecto
de las concentraciones de amonio en la alimentacion y de acido sulfurico en el permeado,
sobre el porcentaje de recuperacion de amonio, se observa que a medida que aumentaba
dicha concentracién de amonio, era necesario aumentar la concentracion de acido
sulfurico como solucion de extraccion, para obtener la mayor recuperacion de amonio en

el permeado.
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Figura 1V.21. Superficie de respuesta en ASS para la recuperacion de amonio a pH de
la alimentacion de 12 y 80°C como temperatura de alimentacion (20°C de temperatura

de permeado y 300 mL/min como caudal de permeado y alimentacién).

Seguln esta superficie de respuesta, se obtendria una maxima recuperacion de amonio
(66%) con el uso de una concentracion de 0,5 M de H2SO4 para los 200 mg/L de amonio
en la solucion de alimentacién y las condiciones de pH y temperatura 6ptimas de 12 y
80°C, respectivamente. Y una recuperacion de amonio de 60% usando una concentracion
de sulfurico de 0,01M bajo las mismas condiciones de pH y temperatura. Se observa pues,
como la diferencia en la recuperacién de amonio es minima, aunque si que existe una

gran diferencia en la concentracion de sulfurico.

La concentracion de amonio en la alimentacion mostro una influencia muy significativa
para ambos pH de trabajo (7 y 12), un aumento de la misma disminuy0 la recuperacion
de amonio en el permeado, siendo el descenso mas notable cuando se trabaja a pH 12.
Por ejemplo, comparando los experimentos 10 y 14, donde el pH fue de 12, la
concentracion de acido sulfdrico fue de 0,01 My la temperatura de alimentacion fue de
80 °C y solo la concentracién de amonio de alimentacion cambié de 100 a 400 mg/L, la
recuperacion de amonio en el permeado disminuyo aproximadamente en un 22%. Esto se

debié al hecho de incrementar mucho la concentracion de amonio en la alimentacion
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manteniendo la concentracion de la solucion receptora de acido sulfurico en el permeado,
no pudiéndose recoger todo el amoniaco, parte de este se perdio y el factor de

recuperacion disminuyo.

Con referencia al pH 7, la recuperacidon de amonio es practicamente independiente de la
concentracion de acido sulfdrico que se utilizd. La poca recuperacion lograda aumento
muy poco usando 0,5 M en lugar de 0,01 M de H2SQO4, debido a que el equilibrio a dicho
pH se desplaza muy poco hacia la formacion de amoniaco. Si el pH estudiado es 12,
0,01M de &cido sulfurico conduce a una mayor recuperacion de amonio cuando se trabaja
con 100 mg/L de solucion de alimentacion de amonio. La recuperacion de amonio en el
permeado disminuy6 un 2% cuando se usé acido sulfurico 0,5 M (a una temperatura de
alimentacion de 40 °C) y un 6,3% cuando la temperatura de alimentacion fue de 80 °C.
Si el caudal de alimentacidn tiene 400 mg/L de amonio, el aumento en la recuperacion al
usar 0,5 M en lugar de 0,01M de H2SO4 fue mas relevante. La recuperacion aumento de
29,3% a 40,1% cuando la temperatura de alimentacion fue de 40 °C y de 46,3% a 68,5%
cuando la temperatura fue de 80 °C. Cabe sefalar, que el rechazo en el sistema DCMD
de los iones presentes en la alimentacion (calcio, magnesio, sodio y potasio) fue

practicamente del 100% en todos los casos.

Como uno de los resultados del disefio experimental, el programa usado facilita una
ecuacién modelo que sigue un ajuste matematico de los resultados. En este caso esta
ecuacion es la Ec. V.1, que ajusta los resultados con una bondad de R? de 0,984, lo que
quiere decir que el modelo matematico puede explicar un 98,4% de la variabilidad del
factor respuesta (recuperacion de amonio):

% Rec. =-30,1+ 4,49 pH + 0,0015 [NH4"] - 40,6 [H2SO4] - 0,391 T cel.alimentacion
- 0,00257 pH*[NH4"] + 2,23 pH*[H2S04] + 0,0809 pH*T cel.alimentacion

+0,0675 [NH4"]*[H2S04] - 0,000273 [NH4"]*T cel.alimentacion

+ 0,158 [H2SO4]*T cel.alimentacion (Ec. IV.1)

Finalmente, y optimizando el sistema DCMD para lograr una maximizacion en el factor
respuesta, el disefio experimental devolvid unas condiciones de operacion optimas (a un
caudal fijo de alimentacién y permeado de 300 mL/min y 20°C en el lado del permeado)
de pH 12 con una temperatura de alimentacion de 80°C, 0,5 M como solucion de acido
sulfurico y 100 mg/L de amonio en la alimentacion (recuperacion maxima de amonio del

66%). Sin embargo, y tal y como se observa en la Tabla 1V.8., puesto que s6lo se obtuvo
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un 6% mas de recuperacién de amonio con 0,5 M de acido sulfurico en lugar de 0,01 M,
se decidio trabajar con 0,01 M de H2SO4 como solucion receptora en los siguientes
experimentos llevados a cabo con agua real, con objeto de ahorrar en el consumo de este

reactivo.

IV.1.5.2. Influencia de la presencia de nitrato en la recuperacion de amonio.

Teniendo en cuenta que en esta Tesis Doctoral se plantea la recuperacion de amonio
directamente del efluente de un sistema bioldgico aerobio, es importante mencionar que
la concentracion de nitrato pudiera ser también muy elevada si el proceso de nitrificacion
estuviera funcionando de manera correcta. Por tanto, resulta interesante comprobar la
posible influencia que este anidn pudiera tener en la recuperacion de amonio en el sistema
DCMD optimizado. Este estudio se ha llevado a cabo a cuatro concentraciones diferentes
de nitrato: 100, 250, 450 y 600 mg/L afiadido a la alimentacion del DCMD como KNOs.
Las pruebas DCMD se realizaron con las condiciones de operacion Optimas descritas
anteriormente. El contenido en amonio de la solucién de alimentacion fue de 200 mg/L
de amonio (concentracion aproximada de amonio de los lixiviados a la salida del RLF),
y se utilizé una disolucion de acido sulfdrico de 0,01M para la recogida del permeado,

como ya se ha comentado anteriormente.
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Figura 1V.22. Efecto de diferentes concentraciones de nitrato en el porcentaje de

recuperacion de amonio en un sistema DCMD.
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La Figura IV.22 muestra que la concentracion de nitrato no influyé en el porcentaje de
recuperacion de amonio en el permeado. Se obtuvo una recuperacion aproximada de
amonio en el permeado del 55% para todas las concentraciones de nitrato estudiadas y
trabajando en las condiciones de operacion optimas definidas en el disefio experimental.

IV.2.5.3. Aplicacion de las condiciones de operacidn optimas del sistema DCMD

en aguas reales.

En primer lugar, se probaron las condiciones de operacion 6ptimas encontradas para el
sistema DCMD a escala de laboratorio (Qalimentacion=Qpermeado= 300 mL/min, temperatura
del lado permeado a 20°C, pH 12, 80°C como temperatura de alimentacion y solucion de
acido sulfurico de 0,01 M), para la recuperacion de amonio a partir del efluente del
tratamiento secundario de una EDAR de Maia (Oporto, Portugal) (descrita en el apartado
I11.1.2). Puesto que el proceso de nitrificacion ocurria de forma completa y correcta en
dicha EDAR, fue necesario afadir al efluente de la misma, una concentracion de 200
mg/L de amonio en forma de NH4Cl, a semejanza de la obtenida como media en la salida

del RLF tras el tratamiento de los lixiviados de vertedero.

Se obtuvo un porcentaje de recuperacion de amonio en el permeado del 55%, muy similar
al esperado (60%) de acuerdo con la superficie de respuesta mostrada en la Figura 1V.21.
Este resultado demuestra la escasa influencia que sobre el proceso de recuperacion de
amonio mediante DCMD tienen el resto de componentes que forman parte del agua real
de salida de una EDAR, y que normalmente no se encuentran contemplados en la receta

de agua simulada.

Por ultimo, se utilizé el sistema DCMD bajo las mismas condiciones Optimas de
operacion para obtener el mayor porcentaje de recuperacién de amonio posible, a partir
del efluente del RLF obtenido tras el tratamiento completo de los lixiviados de vertedero.
Dicha concentracion de amonio a la salida del reactor biolégico fue de 190,5 mg/L y se
logré un porcentaje de recuperacion del 53,3%. Cabe destacar la minima diferencia que
existe entre este valor y el esperado segun la superficie de respuesta de la Figura 1V.21
(60,5%), que se calculd a partir de experimentos llevados a cabo con efluente de EDAR
simulado, en comparacion con la naturaleza mucho mas compleja del lixiviado de
vertedero, aun después de pasar por toda la linea de tratamiento definida a lo largo de esta
Tesis Doctoral.
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1VV.1.6. Conclusiones

Los resultados obtenidos a partir de la experimentacion desarrollada en esta primera parte
de la Tesis Doctoral permiten llevar a cabo el tratamiento de lixiviados de vertedero como
ARI no biodegradables para su regeneracion, reutilizacion y revalorizacion, estudiando y
definiendo, por primera vez, una linea completa de tratamiento basada en la combinacion
de tecnologias fisicas, quimicas (con aprovechamiento de la energia solar), bioldgicas y
sistemas de membranas, con el objetivo final de la recuperacion de nutrientes para su
posible aplicacion en riego de cultivos. Ademas, se han aplicado nuevas estrategias
analiticas y microbiologicas avanzadas para la identificacion de compuestos
desconocidos a lo largo del tren de tratamiento y la caracterizacion especifica de las
nuevas poblaciones microbianas desarrolladas en el sistema biologico adaptado a los
lixiviados parcialmente tratados. Estos resultados proporcionan una informacién muy
valiosa e interesante para el disefio de sistemas especificos de tratamiento para ARI con
caracteristicas similares a los lixiviados de vertedero, inclusive para distintos tipos de

lixiviados, dependiendo del tipo de vertedero del que procedan.

Son varias las conclusiones que se extraen de los estudios llevados a cabo a lo largo de la
linea de tratamiento propuesta para este tipo de aguas residuales. En primer lugar, queda
ampliamente demostrada la necesidad de abordar el estudio del tipo de tecnologia mas
apropiada para el tratamiento de un ARI, tras una primera fase de C/F que permita la
eliminacion previa de, principalmente, solidos en suspensién, turbidez y color, que
puedan reducir la eficiencia de cualquier etapa de oxidacion quimica posterior. El
considerar siempre un pre-tratamiento fisico-quimico (de bajo coste) para este tipo de
aguas, permite, como consecuencia, una reduccion en los costes asociados al tratamiento
de oxidacidn posterior, siempre que el objetivo sea incrementar la biodegradabilidad para

poder combinar finalmente con un reactor biologico.

Ademas, tradicionalmente los sistemas de tratamiento bioldgico se han planteado con el
objetivo no s6lo de eliminar la carga organica, sino también los nutrientes, principalmente
el nitrogeno, fosforo y azufre. De hecho, existen numerosos trabajos de investigacion en
los que se desarrollan nuevos sistemas bioldgicos (por ejemplo, Anamox) con el objetivo
de eliminar completamente el nitrdgeno presente en un agua residual. Sin embargo, a
partir del trabajo desarrollado en esta primera parte de esta Tesis Doctoral, se demuestra

el enorme interés que ofrece la recuperacion de un nutriente como el amonio para otras
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aplicaciones, tales como el riego de cultivos. Por tanto, y tras la adicion de bicarbonato al
caudal de alimentacién del RLF, para favorecer el crecimiento de bacterias autotrofas que
llevaran a cabo la mayor conversion de nitrdgeno a amonio, se obtiene una acumulacion

del mismo en el caudal de salida de unos 200 mg N-NH4"/L.

La recuperacion de este nutriente se llevé a cabo mediante la aplicacion de un sistema
terciario basado en destilacion por membranas de contacto directo con una membrana
comercial de PTFE a escala de laboratorio. La optimizacién de dicho sistema de
destilacion por membranas con un efluente simulado (ASS) mostro claramente una mayor
influencia del pH y de la temperatura del caudal de alimentacion sobre el porcentaje de
recuperacion de amonio en una solucion receptora de H2SOs en el lado del permeado. A
mayores valores de dichos factores, se obtuvo una mayor recuperacion de este nutriente,
Ilegandose a un maximo del 66%. Finalmente, la recuperacién de un 53,3% del amonio
contenido en el efluente del RLF tras el tratamiento completo de los lixiviados de
vertedero, demostrd la viabilidad e interés en la utilizacion de este tipo de tecnologias de
membranas para la recuperacion de nutrientes. Estos sistemas MD muestran, por tanto,

un elevado potencial para este tipo de aplicaciones.

Por otro lado, es importante destacar la importancia del uso de técnicas microbioldgicas
(convencionales y avanzadas) como el conteo en placa, la extraccion de ADN vy la técnica
de gPCR para el seguimiento del correcto funcionamiento del RLF y diagnosis de
perturbaciones en el sistema tales como las que se observaron en este trabajo de
disminucion tanto en la concentracion total de bacterias heterétrofas como en la
concentracion total de ADN. Ademas, la utilizacion de técnicas microbioldgicas
avanzadas, como la secuenciacion masiva, ha demostrado su utilidad para evaluar el
comportamiento y modificacién de la microfauna durante el tratamiento bioldgico,
indicando la poblacion predominante y la variacion filogenética del sistema,
suministrando también informacion de gran importancia sobre la caracterizacion del
sistema bioldgico capaz de tratar este tipo de ARI complejas de forma eficiente, y, por

tanto, de gran utilidad en el disefio de nuevos sistemas bioldgicos avanzados especificos.

Por altimo, se ha demostrado también el gran interés en la aplicacion de técnicas analiticas
avanzadas, como la cromatografia acoplada a espectrometria de masas (mediante analisis
dirigido y de barrido de compuestos sospechosos) para la identificacion y monitorizacién

de compuestos desconocidos en ARI a lo largo de la linea de tratamiento. El conocimiento
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del tipo de contaminantes contenidos en un ARI puede dar una informacién muy relevante
respecto a la toxicidad y biodegradabilidad del mismo e inclusive, de la mejor tecnologia
de oxidacion a aplicar. En esta Tesis Doctoral se ha empleado cromatografia liquida y de
gases acoplada a espectrometria de masas de altas y baja resolucion, para llevar a cabo
un analisis de gran alcance, identificando y siguiendo los compuestos organicos presentes
tanto en los lixiviados brutos, como en los efluentes obtenidos después de cada etapa a lo
largo de la linea de tratamiento propuesta. Se confirmo una clara reduccion del contenido
de MC cuantificados del 94% respecto de la carga inicial. Ademas, se reveld la presencia
de tres MC que no habian sido reportados previamente para este tipo de aguas residuales:

di-n-nonil ftalato, o-fenilfenol y tonalida.

IV.2. Valorizacién de residuos en el proceso de foto-Fenton solar para la eliminacion

de microcontaminantes

IV.2.1. Aprovechamiento del residuo liquido obtenido en el procesado de

aceite de oliva: alpechin

Atendiendo al objetivo especifico de esta Tesis Doctoral correspondiente a la valorizacién
de residuos y al aprovechamiento de ARI con elevado contenido en polifenoles como
agentes complejantes del hierro (I11), se estudia el efecto positivo de los mismos en el
tratamiento mediante foto-Fenton solar a pH neutro de diferentes tipos de aguas
conteniendo MC seleccionados de entre los recogidos en las Directivas 2013/39/CE y
2008/105/CE. De esta manera se evalla esta opcion como una alternativa sostenible al
uso de agentes complejantes artificiales y comerciales tales como EDDS, acido oxalico

etc., con la consiguiente reduccién en los costes de operacion.

En primer lugar, se lleva a cabo el estudio del potencial de los polifenoles presentes en el
residuo alpechin (OMW, siglas en inglés) como agente complejante del hierro (I11)
durante el proceso de foto-Fenton solar a pH neutro y comparando con el empleo de

EDDS para la eliminacion de los MC seleccionados descritos en el apartado 111.1.4.
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IV.2.1.1. Estabilidad del hierro a diferentes dosis de alpechin

En primer lugar, se midio el contenido en polifenoles del alpechin empleado (Tabla 111.6
del capitulo 111, lote 1), para lo que fue necesario usar un peso molecular promedio de
referencia que permitiera determinar la relacion molar entre los polifenoles del alpechin
y el hierro requerido para llevar a cabo el proceso de foto-Fenton. Para ello, se seleccion6
el &cido gélico (peso molecular: 170,12 g/mol), ya que es el estandar utilizado para los
andlisis de polifenoles mediante el método de Folin-Ciocalteu (Singleton y col., 1999).
En estas condiciones, 6,3 g/L de polifenoles corresponden a una concentraciéon molar de
37 mM. La concentracién de hierro seleccionada fue de 0,1 mM (5,5 mg/L), ya que ha
sido la mas estudiada por diversos autores para el tratamiento mediante foto-Fenton de
aguas residuales que contienen MC (De la Cruz y col., 2012; Cabrera Reinay col., 2015).
Es necesario destacar que cualquier tratamiento con foto-Fenton a pH natural debe
limitarse a una cinética rapida y a una baja concentracién de hierro, de lo contrario, la
cantidad de agente complejante que se agregaria seria demasiado alta, aumentando el
contenido organico de las aguas residuales, lo que implicaria una competencia con los

MC por los radicales hidroxilo. (Barbosa y col., 2016).

Hasta la fecha, no se disponia de informacion sobre las condiciones de complejacion de
los polifenoles contenidos en el alpechin con respecto a los grupos de coordinacion
(bidentados, tridentados, etc.) que forman anillos de quelatos. Por lo tanto, se eligié una
dilucion de alpechin para obtener una relacion molar Fe3*:polifenoles de 1:2, por analogia
con la mejor relacion reportada de Fe**:EDDS en bibliografia y previamente corroborada
por trabajos de nuestro propio grupo de investigacion (Klamerth y col., 2012; Huang y
col., 2013; Miralles-Cuevas y col., 2014b; Clarizia y col., 2017). Asi, debido a que la
concentracion inicial de Fe** fue 0,1 mM, se selecciond una dilucion 1:200 de alpechin
(aproximadamente equivalente a 0,2 mM de polifenoles calculados como acido galico)
como punto de partida alrededor del cual se estudiaron las condiciones de complejacion

entre el Fe(l11) y diferentes diluciones del alpechin.

Se probaron seis diluciones diferentes de alpechin para determinar la estabilidad del
hierro después de una hora de contacto: 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1200 y 1:1500, a
escala de laboratorio en un recipiente cilindrico de vidrio Pyrex colocado en un agitador
magnético (300 rpm). Se probaron diluciones superiores e inferiores a 1:200, tratando de

encontrar la mejor relacion para formar complejos estables con Fe que lo mantuvieran en
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disolucién. El pH se vario de 3 a 9, manteniendo también el pH deseado al menos una
hora para alcanzar el estado de equilibrio. Se estudid la estabilidad de 0,1 mM de Fe3* en
agua desmineralizada (AD) y agua natural (AN) y las mismas diluciones de alpechin
también se evaluaron agregando 50 mg/L de H.O> (Figura IV.23). Solo se comentan los
resultados obtenidos con adicion de peroxido de hidrégeno ya que los resultados
obtenidos en su ausencia fueron similares. Las concentraciones de hierro se midieron
filtrando la muestra y sin filtrar con objeto de diferenciar la presencia de complejos de

hierro de gran tamafio que pudieran quedar retenidos en el filtro.
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—»— 1:200
1 —a— 1:400
1 —— 1:800
—a&— 11200
—a— 1:1500
T T T T T T T T T
3 4 5 6 7 8 9
pH

Figura 1V.23. Concentracion de hierro a lo largo de los experimentos desde pH 3 a9 en
AN a seis dosis diferentes de alpechin después de 1 h: 5,5 mg/L de Fe** y 50 mg/L de
H20.. (a) filtrado, (b) sin filtrar.
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Como se puede observar en la Figura 1V.23a, después de filtrar la muestra, el hierro
disuelto disminuye a medida que aumenta el pH en la mayoria de las diluciones de
alpechin que se probaron. Sin embargo, las muestras no filtradas mostraron que el hierro
se mantuvo casi constante a lo largo de los diferentes valores de pH. Estos resultados
indican que el hierro estaba formando un complejo estable con componentes del alpechin,
pero con caracteristicas coloidales, y por lo tanto se retuvo parcial o totalmente en el filtro
(0.22 um). La retencion parcial o total se vio afectada por el pH y la relacién de dilucion.
A pH >4 y dilucién > 1:200, el Fe fue complejado (ver Figura 1VV.23b), pero la presencia
de mayor cantidad de polifenoles provocé la formacion de agregados coloidales que
quedaron retenidos en el filtro. A una relacion de dilucion de 1:100 y 1:200, el Fe filtrado
presentd mayor estabilidad en todo el rango de pH, ya que la menor cantidad de
polifenoles presentes evitd la formacion de agregados coloidales de mayor tamafio. En
cualquier caso, el Fe particulado y los agregados coloidales complejados con polifenoles
de alpechin podrian ser activos en todo el rango de pH, favoreciendo el proceso de foto-
Fenton solar. En ninguno de los casos se detectd consumo de H202 ni mineralizacién del

COD procedente del alpechin diluido.

Es importante remarcar que la dilucion 1:200 aportdé 144 mg/L de COD, siendo
demasiado alto para cualquier aplicacién relacionada con el retso de alpechin en el
proceso de foto-Fenton a pH neutro. Teniendo en cuenta los resultados mostrados en la
Figura. 1V.23 y el COD de las diferentes diluciones de OMW, se eligié una proporcion
de 1:1200 (24 mg/L de COD, similar a cualquier efluente de plantas de tratamiento de
aguas residuales municipales) para los estudios posteriores de eliminacion de MC
mediante foto-Fenton solar. Las diluciones 1:100 y 1:200 de alpechin tuvieron éxito desde
el punto de vista de la formacién de complejos de Fe estables y solubles en un amplio
rango de pH, pero no seria consistente agregar mucho COD para tratar MC en efluentes
de EDAR. Esta dilucion 1:1200 de alpechin corresponde, aproximadamente, a una
relacion molar de 1:0,33 (equivalente a 0,1 mM Fe (1l1) y 0,033 mM de polifenoles

calculados como acido galico).

IV.2.1.2. Influencia del alpechin en el proceso de foto-Fenton solar

Para estudiar la influencia del alpechin en el proceso de foto-Fenton solar a pH natural,

se han llevado a cabo experimentos a escala planta piloto, en el CPC denominado SOLEX
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(véase el apartado 111.8.3) con diferentes matrices de agua a tratar, una dilucién 1:1200
de alpechin, 50 mg/L de H.02, 5,5 mg/L de Fe** y 200 pg/L de cada MC modelo.

En la Figura 1V.24, se puede observar el perfil de degradacion de cada MC en AD y AN,
respectivamente, a pH libre. En AD (Figura 1V.24a), el pH disminuyd progresivamente
hasta 3,6, debido a la formacion de intermedios &cidos, principalmente acidos
carboxilicos, muy comunes en la degradacion de la materia organica por PAO (Pignatello
y col., 2006). Se logré una degradacion superior al 90% de los cuatro MC, con una energia
UV acumulada de 20 kJ/L (120 minutos de tiempo de iluminacion) y 60 mg/L de consumo
de H20>. Sin embargo, cuando se utilizd AN (Figura 1V.24b), solo tres MC se eliminaron
en un porcentaje superior al 90% (TBT, PCP y DCF) tras alcanzar una energia UV
acumulada de 30 kJ/L (150 minutos de tiempo de iluminacién) y un consumo de 20 mg/L
de H202. 50% de CVF se degrado después acumular 50 kJ/L de energia UV. En AN, el
pH no cambié (~7.8-8.2). Los experimentos indicaron que una dilucion elevada del
alpechin es una alternativa interesante a otros agentes complejantes artificiales para
mantener el hierro en disolucion, permitiendo operar el proceso de foto-Fenton a un pH
cercano a la neutralidad. EI COD extra agregado con el alpechin no presentd una
competencia muy agresiva por los radicales hidroxilo, pero los iones bicarbonato
(380 mg/L, como HCO3") del AN redujeron sustancialmente la velocidad de degradacion,
debido a su elevada capacidad de atrapar a los radicales hidroxilo (Buxton y Elliot, 1986).

Asimismo, el COD no cambi6 sustancialmente a lo largo de los experimentos.
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Figura 1V.24. Degradacién de los MC seleccionados en AD (a) y AN (b) utilizando una
dilucion de alpechin de 1:1200, 5,5 mg/L de Fe** y 50 mg/L de H20:x.

Si se observa el comportamiento del hierro en estos experimentos, tal y como se muestra
en la Figura V.25, éste se mantuvo disponible para el proceso en AD y AN utilizando

alpechin muy diluido a pH neutro, aunque la velocidad de reaccion fue sustancialmente
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menor en AN, no solo para la degradacion de MC sino también en lo que respecta al

consumo de H20».
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Figura 1V.25. Concentracion de hierro y H202 a lo largo de los experimentos con AD y
AN utilizando una dilucion de alpechin de 1:1200, 5,5 mg/L de Fe3* y 50 mg/L de

H20,.

La evolucion del H202 en el experimento con AN reforz6 la idea de que el hierro se
mantiene correctamente en disolucion mediante la adicion de alpechin diluido, pero los
polifenoles (PF) presentes no generaron complejos de hierro lo suficientemente activos
como para reaccionar con todo el H202 (Reaccién 1V.5) ni para dar lugar a una produccion
eficiente de HO® o regeneracion de Fe?" a partir de Fe®* lo suficientemente rapida porque
la Reaccion V.6 tiene un rendimiento cuéntico bajo.

Fe(ll)PF + H202 — Fe(III)PF + HO* + OH™ (Reac. 1V.5)
Fe(ll)PF + hv — Fe(II)PF (Reac. IV.6)
Fe(lI)PF + H202— Fe(IT)PF + HO2'/O2" + H* (Reac. 1V.7)

Por tanto, los aniones tipicos que se pueden encontrar en el AN (cloruro, sulfato,
bicarbonato, etc.) reaccionaron con una parte importante de los HO® generados y con otros

radicales de menor poder oxidante como son HO>"/ O>". En contraste, un pH bajo (>3,6)
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en los experimentos con AD podria permitir que una parte del hierro estuviera como
hierro libre, formando acuo-complejos y participando en reacciones clasicas de foto-
Fenton, siendo la velocidad de reaccion sustancialmente mayor. Al observar los
resultados mostrados en la Figura 1V.25, durante las primeras etapas del proceso parece
que la Reaccion IV.7 también fue importante, ya que se utilizd Fe®*" en todos los
experimentos y el consumo de H»O» fue importante durante los primeros minutos, tanto

para AD como para AN.

Ademas, se probaron otras diluciones de alpechin en AN (1:800, Figura 1V.26), para
comprobar si la adicién de una mayor cantidad de éste pudiera mejorar la eficiencia del

proceso de foto-Fenton solar respecto a la degradacién de los MC.
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Figura 1V.26. Degradacién de los MC seleccionados en AN utilizando una dilucién de
1:800 de alpechin, 5,5 mg/L de Fe*" y 50 mg/L de H2O..

En la Figura V.26 se observa que solo se alcanza una degradacion superior al 90% para
dos de los MC estudiados, PCP y DCF, con un requerimiento de energia UV acumulada
de 36 kJ/L que corresponde a 180 minutos de tiempo de iluminacién y 21 mg/L de
consumo de H20>. Si se compara el resultado de eliminacion de estos dos MC con la
Figura 1V.2b, se observa como la velocidad de reaccion disminuye al hacer uso de una
dilucién menor de alpechin, haciendo falta 30 minutos mas para alcanzar el mismo

resultado. También, se puede observar como la TBT en el experimento con dilucion 1:800
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(Figura 1V.26) no se degrada completamente, al contrario que en el experimento con una
dilucién 1:1200, (Figura 1V.24b), necesitandose 240 minutos de tiempo de iluminacion y
50 kJ/L de energia UV acumulada para llegar al 85% de degradacion. Ademas, solo se
logré alcanzar un porcentaje de degradacion del 46% del CVF en comparacion con el
50% obtenido en el experimento con 1:1200 para los mismos requerimientos de energia
acumulada. Considerando estos resultados y el mayor COD (competidor de los radicales
hidroxilo) aportado en la dilucién 1:800 de alpechin, se descartd ésta como posible opcion
de mejora en el proceso de foto-Fenton solar a pH neutro.

Cabe destacar, que estos estudios se realizaron a una concentracion total de MC de 4x200
pg/L, la cual, en realidad, ain resulta ligeramente mas alta de o que normalmente se
puede encontrar en aguas naturales o en efluentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales municipales, que suelen estar en el rango de 50-150 pg/L en total. Teniendo en
cuenta esto y considerando las condiciones de operacién evaluadas, se explora el uso de
alpechin diluido en un factor 1:1200 para mantener el hierro en disolucion a pH neutro
durante el proceso de foto-Fenton solar para la eliminacién de MC a una concentracién
de 40 pg/L cada uno, mas cercana a la situacion real en efluentes de EDAR. Se estudiaron
diferentes matrices de agua (agua natural simulada, ANS y agua simulada de salida del
secundario de una EDAR, ASS) (ver caracterizacion en apartado 111.1.2) a escala planta
piloto, en el foto-reactor CPC denominado SOLEX (descripcién en apartado 111.8.3) con
50 mg/L de H202, 5,5 mg/L de Fe*"y a pH neutro. Estos experimentos se realizaron con
un segundo lote de alpechin que presentaba un mayor contenido en polifenoles, 9,5 g/L
(caracteristicas fisico-quimicas del lote 2 en la Tabla I11.6 del apartado 111.1.2), por lo que
se seleccion6 una tasa de dilucion ligeramente més alta, de 1:1500, con el objetivo de fijar
el porcentaje de polifenoles necesario para mantener la misma cantidad de hierro (I11) en
disolucién durante el proceso de foto-Fenton solar, en comparacion con los ensayos

realizados con el primer lote de alpechin (y dilucion 1:1200).

En la Figura 1V.27a, se muestran los resultados obtenidos en ANS, observandose una
rapida degradacion inicial de TBT, PCP y DCF, siendo CVF especialmente resistente al
tratamiento, lograndose menos del 30% de eliminacion despues de 240 minutos de tiempo
de iluminacion. Con objeto de discernir si pudiera existir algun efecto sinérgico entre los
MC cuando se encontraban en mezcla que pudiera ralentizar la degradacion del CVF, se
Ilevé a cabo el tratamiento de éste de forma aislada en ANS, bajo las mismas condiciones

de operacion (Figura 1V.27b), obteniéndose resultados similares. Es importante
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mencionar que CVF se ha descrito como el pesticida organofosforado mas dificil de
degradar por fotocatalisis (Miguel y col., 2012), aunque se ha publicado previamente su
completa degradacion mediante los procesos convencionales de Fenton y foto-Fenton a
pH &cido (Hincapie y col., 2005; Klamerth y col., 2009).
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Figura IV.27. a) Eliminacion de los MC seleccionados (40 ug/L de cada uno) en ANS
con 0,1 mM de Fe®*" y 50 mg/L H202 con una dilucion del segundo lote de alpechin de

1:1500. b) Eliminacién de CVF solo, bajo las mismas condiciones de operacion.
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Tal y como se puede ver en la grafica, la cinética de degradacion de los MC se detiene
tras alcanzar una energia UV acumulada de 30 kJ/L (159 minutos de tiempo de
iluminacién), lo que indica una clara desestabilizacion del complejo Fe-polifenoles. En
cualquier caso, el objetivo de lograr la degradacion del 80% de la suma de los MC se
alcanzo después de 22 kJ/L de Quv (120 minutos de tiempo de iluminacion). La velocidad
de degradacion inicial (ro) para la suma de los MC fue de 0,86 pg/L-min. Se realizo una
segunda adicion de 25 mg/L de H20> después de 90 minutos de tratamiento, para evitar
la falta de este reactivo que limitaria la reaccion, consumiéndose finalmente 42,6 mg/L

de H20 cuando se llego al porcentaje de degradacion del 80% de MC totales.

A partir de estos resultados se puede concluir que el complejo de Fe-polifenoles no fue
estable durante suficiente tiempo de tratamiento y sufrié descomposicion y degradacion
progresiva, al igual que se ha descrito que ocurre durante el proceso de foto-Fenton
cuando se emplea EDDS como agente complejante (Soriano-Molina y col., 2018). En
este sentido, seria esperable que la eficiencia de degradacion mejorara al ir reduciendo el
pH, por lo que se llevé a cabo un experimento acidificando ligeramente la mezcla de MC
disueltos en ANS (pH cercano a 4). Aunque aun lejos del pH éptimo del proceso de foto-
Fenton (2,8), se mostrd una degradacion mucho mas rapida de los MC (incluido CVF)
(Figura IV.28). El objetivo del 80% de degradacion de todos los MC se logré después de
0,8 kJ/L de energia UV acumulada (5,8 minutos de tiempo de iluminacién) con ro=14,8
pg/L-min. El ligero pH acido permitié eliminar gran parte del contenido en carbonatos,
principal competidor por los radicales hidroxilo en este tipo de aguas (Gligorovski y col.,
2015; Von Gunten, 2018) pudiendo ser el motivo por el cual, a pH &cido la estabilidad
del complejo de Fe-polifenoles parecié mejorar en el tiempo. En comparacion con el
tratamiento a pH neutro (Figura IV.27a), la velocidad inicial de degradacion fue mas de
15 veces mayor y la energia UV acumulada requerida para alcanzar el objetivo de

eliminacion del 80% de MC totales fue mas de 25 veces menor.
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Figura 1V.28. Eliminacion de los MC (40 pg/L de cada uno) en ANS (pH 3,6) con

0,1 mM de Fe** y 50 mg/L de H,0, usando una dilucidn del segundo lote de alpechin de
1:1500.

iﬂ

Por ultimo, con el fin de comprobar el efecto de la presencia de carbonatos a pH neutro
en la eficiencia de eliminacién de los MC, se llev6 a cabo un experimento con ANS sin
carbonatos (eliminando los 96 mg/L de NaHCO3 que se afiaden en la receta de ANS,

apartado 111.1.2) y otro con ASS a pH neutro (Figura 1V.29).
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Figura 1V.29. Eliminacion de los MC (40 pg/L de cada uno) en ANS sin carbonatos (a)
y en ASS (b), ambas con 0,1 mM de Fe** y 50 mg/L H20 usando 1:1500 de alpechin.
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En ambos casos, la velocidad inicial de degradacion fue bastante baja, lo que indica que
la presencia de carbonatos no ejerce un efecto determinante en la eficiencia del proceso,
siendo el factor clave la inestabilidad del complejo de Fe-polifenoles a pH neutro a lo
largo del tiempo. De hecho, la concentracion de hierro en disolucion fue bastante baja en
el experimento con ANS pero al menos el 40% permanecio en disolucion después de 2
kJ/L de energia UV acumulada (15 minutos de tiempo de iluminacion). Sin embargo, no
se encontrd hierro disuelto en el experimento con ASS. Esto concuerda con la mayor
velocidad de degradacion inicial obtenida en el experimento con ANS (ro
=1,74 pg/L-min) en comparacion con el de ASS (ro =0,83 pg/L-min), una consecuencia
de tener parte del hierro en disolucién durante la primera etapa de la reaccion. Es
importante sefialar que, en ninguno de los dos casos, se logré una degradacion del 80%
del total de los MC. Sélo se consigue una degradacion superior al 80% de PCF y DCF,

los dos MC menos recalcitrantes.

La Tabla IV.9 muestra las velocidades iniciales de degradacion para los distintos
experimentos de foto-Fenton solar llevados a cabo con alpechin y EDDS y 0,1 mM Fe**.

Tabla 1V.9. Velocidades iniciales de degradacion para los experimentos de foto-Fenton

solar con alpechin y EDDS, 0,1 mM Fe®*" y pH neutro.

Tipo de Conc. de cada . 212 medo .
. Complejante lo largo del ro, g/L-min
matriz MC, pg/L .
tratamiento
AD 200 Alpechin, 1:1200 3,8 38,32
AN 200 Alpechin, 1:1200 17,7 8,11
AN 200 Alpechin, 1:800 7,6 6,65
ANS 40 Alpechin, 1:1500 6,9 0,86
ANS 40 Alpechin, 1:1500 3,6 14,8
ANS sin 40 Alpechin, 1:1500 6,6 1,74
carbonatos
ASS 40 Alpechin, 1:1500 6,7 0,83
AD 200 EDDS, 1:2 59 77,81

A la luz de estos resultados es importante destacar que, aunque se ha demostrado la

idoneidad del uso de alpechin como agua residual rica en polifenoles para promover el
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proceso de foto-Fenton solar a pH neutro (y de forma asociada la valorizacion de la
misma), se ha observado de forma clara que el proceso de oxidacion permanece activo
solo por unos minutos, ya que el complejo de Fe-polifenoles no es lo suficientemente
estable. Sin embargo, a un pH ligeramente acido (alrededor de pH = 4), la velocidad de
reaccion para alcanzar el objetivo de degradacion del 80% de los MC seleccionados, es

al menos de un orden de magnitud mayor.

IV.2.1.3. Comparacion de alpechin con EDDS en el proceso de foto-Fenton solar

Con objeto de comparar el uso de alpechin como agente complejante de hierro (111) con
el EDDS en la eficiencia de eliminacion de MC mediante el proceso de foto-Fenton solar
a pH neutro, se repitio el experimento en AD con una relacion molar 1:2 de Fe**:EDDS
y 0,1 mM de Fe** (Figura 1V.30).
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Figura 1V.30. Degradacion de los MC seleccionados al aplicar foto-Fenton solar con

0,1 mM de Fe®*" a pH neutro agregando Fe:EDDS con una relacion molar 1:2 en AD.

Como se observaen la Figura IV.30, DCF y PCP se degradaron completamente de manera
mas rapida despues de alcanzar una energia UV acumulada de 0,83 kJ/L (después de 5

minutos de tiempo de iluminacion) y con un consumo de 31 mg/L de H20», aunque al

- 267 -



RESULTADOS Y DISCUSION

usar EDDS (comparando con la Figura 1V.24a), TBT y CVF fueron mas resistentes, y no
se eliminaron completamente (82% y 85%, respectivamente) después de
aproximadamente 50 kJ/L de energia UV acumulada y 75 mg/L de consumo de H2O».
Igualmente, se alcanza una degradacion superior al 80% para todos los MC estudiados,
despues de sélo 5 kJ/L de energia UV acumulada (correspondientes a 30 minutos de

tiempo de iluminacién) y un consumo de H2O> de 50 mg/L.

Estos resultados en AD verifican la idoneidad del uso de diluciones de alpechin como
aditivo en el proceso de foto-Fenton solar con un efecto similar al de otros agentes
complejantes comerciales como el EDDS que permiten mantener el hierro en disolucion
a pH neutro. Ademas, el redso de este tipo de aguas residuales complejas, tales como el
alpechin, supondria también un valor afiadido al tratamiento global desde el punto de vista

econdémico y medioambiental.

IV.2.2. Aprovechamiento de las sustancias tipo humicas en el proceso de foto-

Fenton solar para la eliminacion de microcontaminantes

Otra de las alternativas estudiadas para promover la aplicacion del proceso foto-Fenton
solar a pH neutro para la degradacién de los MC seleccionados en esta Tesis Doctoral, es
el uso de sustancias tipo humicas (STH) extraidas del alpeorujo como agentes
complejantes del hierro (111) (apartado 1.7.2.). De esta manera, se pretende revalorizar un
residuo muy peligroso y abundante en los paises de la Cuenca del Mediterraneo, llevando
a cabo el tratamiento y posible reutilizacidn de aguas conteniendo MC mediante el empleo

de radiacién solar, recurso, por otro lado, muy abundante en dichos paises.

En primer lugar, y al igual que se hizo en el estudio del uso de alpechin, se llevé a cabo
el andlisis de la estabilidad de estas STH como agentes complejantes de hierro (111). Para
ello, se probaron 10 mg/L de STH a escala de laboratorio (apartado 111.8.1) en un
recipiente cilindrico de vidrio Pyrex y en un agitador magnético, manteniendo una
agitacion de 300 rpm. El pH se varié de 5 a 9 y los ensayos se mantuvieron durante al
menos una hora para alcanzar el estado de equilibrio. Se estudi6 la estabilidad de 0,1 mM
de Fe** en AN agregando 20 mg/L de H.O. (Figura 1V.31). Sélo se muestran los
resultados del hierro sin filtrar, debido a que el hierro filtrado era practicamente nulo, al

igual que ocurri6 con diluciones elevadas de alpechin.
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Figura 1VV.31. Concentracion de hierro sin filtrar a lo largo de los ensayos de
estabilidad (1 h) desde pH 5 a 9 en AN con 10 mg/L de STH, 5,5 mg/L de Fe3*y 20
mg/L de H20..

Como se puede observar en la Figura 1VV.31, el hierro mostré un descenso insignificante
con los diferentes pH evaluados, indicando que el hierro forma un complejo estable de
caracteristicas coloidales que se retiene completamente en el filtro (0,22 pm). Esto
permite igualmente llevar a cabo el proceso foto-Fenton solar, debido a que este hierro
complejado con las STH podria estar activo en todo el rango de pH. Al igual que ocurri6
con la adicion de alpechin, no se registr6 consumo de H202 ni hubo mineralizacion. Cabe
destacar que las STH, al contrario que el alpechin, practicamente no afiaden COD al

sistema.

1V.2.2.1. Foto-Fenton solar a escala de laboratorio: simulador solar

El efecto que los STH pudieran tener, de forma aislada, sobre los MC bajo estudio
también se evalud en el simulador solar, a 200 pg/L de cada MC en AN y con una
concentracion de STH de 10 mg/L (Figura 1V.32).
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Figura 1V.32. Degradacién de los MC seleccionados en presencia de 10 mg/L de STH
a pH neutro en AN.

Tal y como se observa en la Figura 1VV.32, DCF y PCP desaparecieron en un 74% vy 79%,
respectivamente. Sin embargo, TBT y CVF se mostraron mas resistentes, alcanzandose
una desaparicion del 22% y 27%, respectivamente.

Por otra parte, se probaron las mismas condiciones anteriores afiadiendo 0,1 mM de Fe*".
La Figura V.33 muestra estos resultados, los cuales siguen la misma tendencia que los
obtenidos en presencia de sélo STH. Cabe destacar una reduccién del porcentaje de
desaparicion del DCF y PCP al 55% y 61%, respectivamente.
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Figura 1V.33. Degradacion de los MC seleccionados en presencia de 10 mg/L de STH
y 0,1 mM Fe®*" a pH neutro en AN.
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Figura 1V.34. Degradacion de los MC seleccionados en presencia de 10 mg/L
de STH y 10 mg/L de H20: a pH neutro en AN.

Por ultimo, la Figura IV.34 muestra los resultados obtenidos en presencia de 10 mg/L de
STH y 10 mg/L de H202y ausencia de hierro. En este caso, el porcentaje de desaparicion
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de todos los MC fue muy similar al de los dos ensayos anteriores (en torno al 20% para
TBT y CVF, y 73% para DCF y 85% para PCP), con un consumo de H>0> de 1,4 mg/L.

Todos estos resultados llevan a la conclusién del posible efecto de adsorcion del DCF y
PCP sobre las STH, ya que la fotdlisis de dichos MC es despreciable en el tiempo de

tratmiento estudiado.

De igual modo, la capacidad de STH como agente complejante del hierro (111) en el
proceso de foto-Fenton solar se estudié afiadiendo 200 ug/L de cada MC seleccionado
para esta Tesis Doctoral (apartado 111.1.4). Teniendo en cuenta el procedimiento descrito
en el apartado 111.8.1, se llevaron a cabo experimentos en AN y en simulador solar, a
diferentes concentraciones de STH (10, 20 y 50 mg/L), y de H202 (10 mg/L y 20 mg/L)
y diferentes valores de pH (5 y 7) con 5,5 mg/L de Fe®*. La Figura IV.35 muestra el perfil
de degradaciéon de la suma de MC frente al tiempo de iluminacion, para todas las
condiciones estudiadas. Se observa como se obtiene practicamente la misma degradacion
del 70% de MC totales en todos los experimentos, excepto cuando se usan 20 mg/L de
STH y 10 mg/L de H202, y 50 mg/L de STH y 10 mg/L H20> (50-60% degradacion).
Cabe destacar que, en ninguno de estos casos, al igual que ocurre en algunos experimentos
con alpechin, se obtiene una degradacion mayor al 35% de CVF, corroborando su
naturaleza recalcitrante. Los mejores resultados se lograron con 10 mg/L de STH y 20
mg/L H20,, donde CVF se degrada un 35% y el resto de MC en el rango de 78-84%. Se
obtuvieron resultados muy similares con el uso de 10 mg/L de STH y 10 mg/L de H202,
el cual resultd en una degradacion de CVF del 25% y del resto de MC en el rango de 70-
81%.

En cuanto al consumo de H20», en el experimento realizado con 50 mg/L de STH y
adicion inicial de 20 mg/L de H203, se consumieron 7,5 mg/L de H20, 3,5 mg/L para 20
mg/L de STH y 4 mg/L con 10 mg/L de STH. En contraposicion, para aquellos
experimentos en los que se adicionaron inicialmente 10 mg/L de H202, se consumieron
aproximadamente 2 mg/L para cada una de las concentraciones de STH ensayadas. Todo
esto indica la escasa influencia que la concentracion de STH parece tener en el consumo
de dicho reactivo. Concretamente, teniendo en cuenta las dos condiciones que reportan
mejores resultados en la degradacién de MC: 10 mg/L de STH con 20 mg/L de H202 y
10 mg/L de STH con 10 mg/L de H202, consumieron 4 mg/L y 2 mg/L de H20o,

respectivamente. En consecuencia, se decidié descartar la adicion de una concentracion
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inicial de 20 mg/L de H2O> en los experimentos siguientes, de forma que se pudiera
reducir el consumo de este tipo de reactivo, directamente asociado a los costes de

operacion en el proceso de foto-Fenton.
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Figura 1V.35. Eliminacion de la suma de la concentracion de todos los MC
(200 pg/L de cada uno) en AN con 0,1 mM de Fe** y pH natural.

A continuacidn, se procedio a estudiar el efecto del pH probando 10 y 20 mg/L de STH
con una concentracion inicial de H.O2 de 10 mg/L y un pH de 5 (reportado en estudios
previamente mencionados, Garcia Ballesteros y col., 2018, Ballesteros y col., 2017) y pH
natural (pH 7) en AN (Figura IV.36).

En la Figura 1V.36, se observa de nuevo que los peores resultados de eficiencia en la
degradacion de la suma de MC se obtienen con 20 mg/L de STH, 10 mg/L de H202 y pH
natural (52% degradacion). El uso de un pH ligeramente acido (pH 5), para 20 mg/L de
STH, mejoré la degradacion de los MC (aproximadamente 62% de degradacion). Sin
embargo, se muestra como el uso de una concentracion inferior de STH, 10 mg/L,
10 mg/L de H20. y pH natural (66% degradacion), ofrece una eficiencia ligeramente
mejor que a pH 5 (62% de degradacion de MC totales). En cuanto al consumo de H205,
el uso de un pH 5 hizo que éste aumentara en 4 mg/L en ambos casos.
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Figura 1V.36. Eliminacion de la suma de todos los MC (200 ug/L de cada uno)
en AN con 0,1 mM de Fe®".

Finalmente, y a la luz de estos resultados obtenidos a escala de laboratorio, se decidio
trabajar con 10 mg/L de STH, 10 mg/L de H.O2 y pH natural, con la consiguiente
reduccion de costes en consumo de reactivos y de requerimiento energético (asociado al
proceso de aislamiento de las STH), para llevar a cabo los experimentos posteriores a

escala planta piloto.

IV.2.2.2. Foto-Fenton solar a escala planta piloto en foto-reactor tipo CPC

Una vez llevada a cabo la seleccion de las mejores condiciones de operacion en el
simulador solar, se evaluaron éstas a escala planta piloto en un foto-reactor tipo CPC
denominado SOLEX vy siguiendo el procedimiento descrito en el apartado 111.8.3 para la
degradacion de los MC modelo mediante foto-Fenton solar a pH neutro.

La Figura 1V.37 muestra la degradacion de cada uno de los MC mediante foto-Fenton
solar en AN a pH natural y mediante la adicion de 10 mg/L de STH como agente
complejante del hierro (I11). En este caso, sélo se obtiene la degradacion completa de dos

de los MC: DCF y PCP. DCF se degradé a los 5 minutos de iluminacién, tras alcanzar
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una energia UV acumulada de 0,8 kJ/L. PCP se elimin6 con una energia UV acumulada
de 16,7 kJ/L (90 minutos de tiempo de iluminacidn), aunque se consiguiod una degradacion
del 80% con 5 kJ/L y tras 30 minutos de tiempo de iluminacion. Con respecto al TBT y
CVF se logré una degradacion inferior al 50% después de 49 kJ/L de energia UV
acumulada (240 minutos de tiempo de iluminacion). También en este caso se pone de
manifiesto el caracter mas recalcitrante del CVF. Ademas, también la TBT ofrece mayor
resistencia, tal y como se observo con el uso de alpechin. EI consumo de H20> fue de 7,6
mg/L, tras la adicion extra de 5 mg/L més de este reactivo a mitad del experimento, para
tener la certeza de que su baja concentracion no fuera un factor limitante. El pH se
mantuvo a lo largo del experimento en torno a 7,8. La concentracion de hierro se redujo
en 3,4 mg/L.
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Figura I1VV.37. Degradacion de los MC en AN utilizando 10 mg/L de STH, 5,5 mg/L de
Fe®*y 10 mg/L de H20; a pH natural.

Por otra parte, las mejores condiciones de operacion encontradas en el simulador solar
también se probaron para tratar agua simulada de salida del secundario de una EDAR,
dopada con 200 pg/L de cada MC, mediante foto-Fenton solar a pH natural (Figura
IV.38). Se observa como el tratamiento se ralentiz0, aunque se obtuvo una mayor
degradacion de TBT, 28% mas que en el caso del AN, para un mismo tiempo de

iluminacién y energia UV acumulada (240 minutos y 50,5 kJ/L). Esta ralentizacion viene
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provocada por la pequefia cantidad de COD procedente del ASS, ademas de por la
presencia de diferentes especies de iones, todos ellos competidores por los radicales
hidroxilo. Cabe suponer que la interaccion del TBT con alguna de las especies presentes
en el ASS favorezca su degradacion en comparacion con el AN. EI COD del ASS
practicamente no cambio durante el experimento. De nuevo la degradacion del CVF fue
baja y similar a la obtenida en AN (53%, 240 min de tiempo de iluminacion y 50,5 kJ/L).
DCF se degradd un 94,5% tras 240 minutos de tiempo de iluminacion y 50,5 kJ/L de
energia UV acumulada, siendo el que mas diferencia presenta en su eliminacion con
respecto al AN, en la que desaparecié en los primeros minutos del tratamiento. Por ultimo,
PCP se elimind completamente necesitando 30 minutos mas (120 minutos de tiempo de
iluminacion y 23,9 kJ/L).

En este experimento también se agregaron 5 mg/L de H2O> tras dos horas de ensayo, con
objeto de evitar que este reactivo fuera limitante, de forma que el consumo total de H20:
fue de 12,7 mg/L. El pH fue constante y aproximadamente de 7,6. La concentracion de
hierro s6lo descendio 1 mg/L al final del experimento.
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Figura 1V.38. Degradacién de los MC en ASS utilizando 10 mg/L de STH, 5,5 mg/L de
Fe®*y 10 mg/L de H20; a pH natural.

Teniendo en cuenta la degradacién de los MC en términos de concentracion total, en ASS
si se alcanz6 el objetivo del 80% de degradacién a los 240 minutos de tiempo de

iluminacion y 50,5 kJ/L de energia UV acumulada, al contrario que en AN, para el que
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con el mismo tiempo de iluminacion y energia acumulada se obtuvo un 73% de

degradacion de MC totales.

IV.2.3. Comparacion de los residuos valorizados como agentes complejantes
del hierro para la degradaciéon de MC mediante foto-Fenton solar a pH

neutro

La comparacién del uso de alpechin y STH como agentes complejantes del hierro (111) en
la degradacion de MC mediante foto-Fenton solar a pH neutro, se realiza con los ensayos
llevados a cabo en AN con 5,5 mg/L de Fe** y, por un lado, 10 mg/L de STH con 10 mg/L
de H20- (Figura 1V.37) y, por otro lado, una dilucion de alpechin de 1:1200 con 50 mg/L
de H2O> (Figura 1V.24b).

En ambos casos, se obtuvo una degradacion similar del CVF (aproximadamente del 50%)
con una energia UV acumulada de 50 kJ/L y 240 minutos de iluminacion, pero con un
consumo de 24,2 mg/L de H20> cuando se usé alpechin y un consumo de 8,9 mg/L para
el caso de STH. En cuanto a TBT, uno de los MC maés recalcitrantes, junto con CVF, se
obtuvo una degradacion mucho mayor con el uso de alpechin, degradandose
practicamente por completo con 50 kJ/L de energia UV acumulada y un consumo de 24,2
mg/L de H>O> (240 minutos de tiempo de iluminacion). Con el uso de STH, se consiguid
una degradacion inferior al 50% para las mismas condiciones de energia acumulada, pero
un consumo de H20-de 8,9 mg/L. Por otro lado, PCP y DCF se degradaron por completo
en ambos casos, pero con el uso de STH la velocidad de degradacién fue mucho mas
rapida, con el consiguiente menor requerimiento energético (< 20 kJ/L de energia UV
acumulada y 90 minutos de iluminacién) y un consumo de H>O> de 4,3 mg/L.

Por ultimo, la Figura 1V.39 muestra el perfil de degradacion de la suma de los MC
mediante el uso de STH y de alpechin. Se observa como el uso de alpechin permite
alcanzar una degradacion total del 86% (50 kJ/L, 240 minutos de tiempo de iluminacién
y un consumo de 24,2 mg/L de H203) al contrario que con el uso de STH, donde se obtuvo
una degradacion solo del 73% con una energia UV acumulada de 49,4 kJ/L, un consumo
de H202 de 8,9 mg/L para el mismo tiempo de iluminacion. Ademas, con el uso de
alpechin, se logra el objetivo general de alcanzar el 80% de degradacion de la suma de
MC a partir de una energia UV acumulada de 30 kJ/L (150 minutos de tiempo de
iluminacién) y 16,5 mg/L de consumo de H2Ox.
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Figura 1V.39. Degradacion de los MC en AN con el uso de STH (10 mg/L de H20,) y
alpechin (50 mg/L H20.) como agentes complejantes del hierro a pH natural.

1VV.2.4. Conclusiones

Los resultados obtenidos a partir de la experimentacién desarrollada en esta segunda parte
de la Tesis Doctoral permiten asegurar que el uso de compuestos naturales, tanto alpechin
muy diluido como STH, son opciones interesantes frente a otros complejos artificiales
para mantener el hierro en disolucién en el proceso foto-Fenton solar a pH neutro para la
eliminacién de MC presentes en aguas residuales. Sin embargo, el uso de alpechin parece
postularse como la mejor alternativa, debido a que se obtiene una mayor degradacion de
los MC (80% de degradacién), ademas de facilitar la reutilizacion de este tipo de ARI
complejas, que pueden emplearse de forma directa para este fin sin requerir ningun tipo
de tratamiento previo y con el consiguiente menor coste que esto conlleva. Por el
contrario, las STH necesitan de un arduo proceso de aislamiento o extraccion, aunque se
requiera un menor consumo de H->O, para llevar a cabo la eliminacion de MC mediante

foto-Fenton.

Sin embargo, es importante Ilamar la atencion sobre el hecho de que, si bien los
polifenoles presentes en el alpechin podrian usarse para complejar el hierro y ejecutar el
proceso de foto-Fenton solar a pH neutro para la eliminacion de MC, se ha demostrado
que este proceso esta activo solo durante los primeros minutos del tratamiento, ya que el

complejo Fe:polifenoles no es lo suficientemente estable. De hecho, s6lo fue posible
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mantener el hierro (111) requerido en disolucién durante la primera hora de tratamiento,
cuando se aplicaron factores de dilucion de 1:400 (v:v), 1:200 (v: v) o inferiores de
alpechin, no cumpliendo, en esos casos con el principio de "aumento minimo de COD".
Por lo tanto, mantener el hierro en solucion a pH neutro solo podria aplicarse con éxito a
procesos de foto-Fenton solar que necesiten tiempos de tratamiento cortos, en el rango de

decenas de minutos, y con un factor de dilucion de, como minimo, 1:1000 (v:v).

Por lo tanto, la aplicacion de agentes complejantes, que son componentes ubicuos de
muchas aguas residuales cuya disponibilidad, ademas, suele coincidir con la abundancia
del recurso solar, podria justificarse para ejecutar procesos similares a los de foto-Fenton
solar que solo requieren unos minutos de tratamiento para lograr el objetivo deseado de
eliminacién de MC y reutilizacion del agua tratada. No obstante, es importante resaltar el
valor agregado de reutilizar aguas residuales industriales complejas como es el alpechin,
para eliminar otros contaminantes especificos recalcitrantes. Tomando como ejemplo el
volumen de alpechin generado en Andalucia, que es de alrededor de 3,8 Mm®afio, y
empleando la dilucion 1: 1200 de este para complejar el hierro en el proceso foto-Fenton,
se podrian tratar 4500 Mm?®/afio (12,3 Mm?®dia) de efluentes de EDAR. Ademas, los
costes preliminares sugieren que el uso de agentes complejantes sintéticos no seria
necesario, reduciendo alrededor del 80% los costes de operacion (Miralles-Cuevas y col.,
2017). Por ultimo, el agua tratada seria compatible con aplicaciones muy diferentes,
incluida la reutilizacion del efluente en riego de cultivos, solo después de un ligero ajuste

de pH mediante una simple mezcla con agua natural.
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V. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

CONCLUSIONES

A partir de la discusion de los resultados obtenidos en esta Tesis Doctoral, y teniendo en

cuenta los objetivos que se plantearon en su inicio, se pueden extraer las siguientes

conclusiones:

La metodologia empleada tanto para la caracterizacién, monitorizacion y
definicion de la combinacion de tecnologias mas conveniente para el tratamiento
completo de lixiviados de vertedero, puede extrapolarse con toda fiabilidad a otro
tipo de ARI tdxicas y/o no biodegradables con el objetivo final de su reutilizacion
y posible recuperacion de nutrientes para otro tipo de aplicaciones.

La primera etapa de cualquier linea de tratamiento que se proponga para un ARI
debe comenzar con un pre-tratamiento fisico-quimico que permita,
principalmente la eliminacion de sdlidos en suspension, turbidez y color. De esta
forma se lograra siempre mejorar la eficiencia del PAO que se desea aplicar
posteriormente, y mas especialmente si se pretende utilizar radiacion solar, y en

consecuencia reducir los costes de operacion asociados.

El disefio y operacién de sistemas bioldgicos especificamente adaptados a la
fraccion biodegradable de un ARI es clave para lograr un tren de tratamiento
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eficiente y de bajo coste. La operacion de cualquier sistema biolégico debe
asegurar no solo la eliminacion de la carga organica, sino también la posible
recuperacion de sustancias de valor afiadido como nutrientes. En el caso de esta
Tesis Doctoral se observo la acumulacion de amonio en el efluente del RLF
operado en modo continuo debido a la descompensacion existente entre la carga
de carbono organico y el nitrogeno de la alimentacion. Por tanto, una vez
optimizada la fase de nitrificacion se afrontd la recuperacion del nitrégeno en
forma de amonio como nutriente de especial interés en la formulacion de nuevos

fertilizantes de base nitrogenada respetuosos con el medio ambiente.

El desarrollo de técnicas microbioldgicas avanzadas como la determinacion de la
concentracion de ADN, la técnica gPCR y secuenciacién masiva aplicadas a la
monitorizacion de sistemas bioldgicos especificos para el tratamiento de ARI,
permite la caracterizacion e identificacién de la nueva poblacion microbiana
generada capaz de afrontar la remediacion de este tipo de aguas residuales de
elevada complejidad. Dicha informacion resulta especialmente valiosa para el
disefio de sistemas bioldgicos especificos para el tratamiento de determinado tipo
de ARI.

La aplicacion de técnicas analiticas avanzadas (cromatografia liquida y gaseosa
acoplada a espectrometria de masas) para la identificacion, cuantificacion y
monitorizacion de contaminantes desconocidos presentes en ARI, ofrece la
oportunidad de correlacionar los valores de toxicidad y baja biodegradabilidad
con la presencia de determinados compuestos. En esta Tesis Doctoral, se confirmé
una clara reduccion del contenido de MC cuantificados del 94% con respecto a la
carga inicial, después de la linea de tratamiento propuesta para lixiviados de
vertedero. Ademas, se reveld la presencia de tres MC que no habian sido
reportados previamente para este tipo de aguas residuales: di-n-nonil ftalato, o-

fenilfenol y tonalida.

La optimizacion y validacion de un sistema de destilacion por membranas de
contacto directo (membrana comercial de PTFE) a escala de laboratorio, demostro
la viabilidad e interés de esta tecnologia para la recuperacion de nutrientes y

especificamente de amonio como tratamiento terciario. Esta nueva aplicacion abre
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nuevos nichos de mercado para la destilacion por membranas incluyendo la

cristalizacion para recuperacion de otras especies inorganicas de especial interés.

Con respecto a la valorizacion de ARI y/o complejas en otro tipo de aplicaciones,
se verifica la idoneidad del uso de diluciones de alpechin y residuos procedentes
de la extraccion de sustancias tipo humicas (STH) del alperujo, como agentes
complejantes del hierro (111) para llevar a cabo procesos de foto-Fenton solar a pH

neutro, gracias a su elevado contenido en polifenoles.

Se obtuvo una mejor eficiencia en la eliminacion de MC mediante foto-Fenton
solar a pH neutro con el uso de alpechin (> 86%) como agente complejante del

hierro (I11) en comparacién con el uso de STH (73%).

Los complejos formados entre el alpechin y STH, y el hierro (I111) mostraron
suficiente estabilidad para llevar a cabo el proceso de foto-Fenton solar a pH
neutro durante unos pocos minutos al inicio del tratamiento (alrededor de 20
minutos para alpechin). Por tanto, el retso de este tipo de aguas complejas se
convierte en una alternativa muy interesante para la eliminacion de MC presentes
en efluentes de EDAR, que suele ocurrir en los primeros minutos de tratamiento
terciario (20-30 minutos). Ademas, este tipo de aplicacion supone un valor
afiadido al tratamiento de este tipo de efluentes conteniendo MC, desde el punto

de vista econémico y medioambiental.

Finalmente es importante mencionar que los resultados obtenidos en esta Tesis
Doctoral respecto a la eliminacién de MC mediante foto-Fenton solar a pH neutro,
se muestran conservadores con la situacion de Suiza, el Unico pais de Europa en
el que existe actualmente legislacion vigente que regula la calidad del agua a la
salida de EDAR urbanas respecto a su contenido en MC. Dicha legislacion obliga
a la eliminacion del 80% de los MC en relacidn con las aguas residuales sin tratar,
incluyendo todas las etapas convencionales (primario y secundario) existentes en
las EDAR, complementados con adsorcion con carbon activo (PAC y GAC) y/o

ozonizacién (Rizzo y col., 2019).
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CONCLUSIONS

From the discussion of the results obtained in this PhD Thesis and taking into account the

objectives that were set at the beginning, the following conclusions can be drawn:

The methodology used for characterization, monitoring and definition of the most
convenient combination of technologies for the landfill leachate complete
treatment, can be extrapolated with all reliability to other types of toxic and/or
non-biodegradable industrial wastewater to its reuse and possible recovery of

nutrients for other applications as the final objective.

The first stage of any treatment line proposed for industrial wastewater should
start with a physical-chemical pre-treatment to remove suspended solids, turbidity
and colour. Thus, it will always be possible to improve the efficiency of the AOP,
to be applied later and with solar radiation especially; and so reduce the associated

operating costs consequently.

The design and operation of biological systems specifically adapted to the
industrial wastewater biodegradable fraction is the key to achieve an efficient and
low-cost treatment line. The operation of any biological system must ensure not
only the elimination of the organic load, but also the possible recovery of value-
added substances such as nutrients. In the case of this PhD Thesis, the
accumulation of ammonium in the RLF effluent operated in continuous mode was
observed due to the decompensation between the organic carbon load and the
nitrogen in the feed. Therefore, once the nitrification phase was optimized, the
nitrogen recovery in the form of ammonium as a nutrient of special interest in the

formulation of new environmentally friendly nitrogen-based fertilizers was faced.

The development of advanced microbiological techniques such as the
determination of DNA concentration, gPCR technique and massive sequencing
applied to the monitoring of specific biological systems for the treatment of
industrial wastewater, allows the characterization and identification of the new
generated microbial population capable of facing the remediation of this type of
high complexity wastewater. This information is especially valuable for the design
of specific biological systems for the treatment of a certain type of industrial

wastewater.
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The application of advanced analytical techniques (liquid and gas chromatography
coupled to mass spectrometry) for the identification, quantification and
monitoring of unknown contaminants present in industrial wastewater, offers the
opportunity to correlate toxicity values and low biodegradability with the presence
of certain compounds. In this PhD Thesis, a clear reduction of the quantified MC
content of 94% with respect to the initial load was confirmed, after the landfill
leachate treatment line proposed. In addition, it was revealed the presence of three
MCs that had not been previously reported for this type of wastewater: di-n-nonyl

phthalate, o-phenylphenol and tonalide.

The optimization and validation of a membrane distillation system by direct
contact membranes (commercial PTFE membrane) at laboratory scale,
demonstrated the viability and interest of this technology for nutrients recovery
and specifically of ammonia as tertiary treatment. This new application opens up
new market niches for membrane distillation including crystallization for recovery

of other inorganic species of special interest.

With respect to the valorization of industrial wastewater and/or complexes in other
types of applications, the suitability of the use of olive mill wastewater dilutions
and residues from the extraction of humic substances (STH) from "alperujo”, as
iron complexing agents (I11) to carry out solar photo-Fenton processes at

circumneutral pH, thanks to its high polyphenol content, has been demonstrated.

A better efficiency in the elimination of MC was obtained by solar photo-Fenton
at neutral pH with the use of olive mill wastewater (> 86%) as a complexing agent
for iron (111) compared to the use of STH (73%).

The complexes formed between olive mill wastewater and STH, and iron (I11)
showed sufficient stability to carry out the solar photo-Fenton process at
circumneutral pH for a few minutes at the beginning of the treatment (about 20
minutes for olive mill wastewater). Therefore, the reuse of this type of complex
wastewaters becomes a very interesting alternative for the elimination of MCs
present in MWWTP effluents, which usually occurs in the first minutes of the
tertiary treatment (20-30 minutes). In addition, this type of application implies an
added value to the treatment of this type of effluents containing MCs, from the

economic and environmental point of view.
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Finally, it is important to remark that the results obtained in this PhD Thesis
regarding the elimination of MCs by solar photo-Fenton process at circumneutral
pH, are conservative with the situation of Switzerland, the only country in Europe
where there is currently legislation in force that regulates the quality of water at
the exit of urban WWTPs regarding its content in MCs. This legislation requires
the elimination of 80% of the MCs in relation to the untreated wastewater,
including all the conventional stages (primary and secondary) existing in the
MWWTP, supplemented with activated carbon adsorption (PAC and GAC)

and/or ozonation (Rizzo et al., 2019).
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