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Resumen

El agua es un recurso fundamental para la vida, ampliamente utilizado tanto en el
ambito doméstico como en numerosos sectores industriales. Sin embargo, nos
encontramos en un contexto global de escasez hidrica, agravado por la creciente demanda
y la presién derivada del cambio climatico. Esta situacion hace imprescindible adoptar una
gestion sostenible del recurso, en la que la reutilizacion de aguas residuales juega un papel
clave.

Este nuevo enfoque requiere del desarrollo de tecnologias avanzadas de depuracion,
capaces de revalorizar este recurso mas alla del tratamiento convencional. Las estaciones
depuradoras de aguas residuales (EDAR) tradicionales presentan limitaciones
importantes, especialmente en la eliminacion de un alto contenido en nutrientes como el
nitrégeno y el fésforo, asi como de contaminantes emergentes, entre los que destacan los
compuestos disruptores endocrinos (CDEs). Estos ultimos, han cobrado especial
relevancia por su capacidad para alterar el sistema endocrino de organismos acuaticos y
humanos, incluso en concentraciones muy bajas.

En los ultimos afos, la preocupacion por los CDEs ha aumentado considerablemente,
debido tanto a su elevada produccién como a su abundante presencia en diferentes masas
de agua, tanto superficiales, como subterraneas y residuales. Dado que los tratamientos
actuales no estan disefiados especificamente para su eliminacioén, resulta necesario
desarrollar procesos innovadores que eviten su vertido y reintroduccion en el ciclo del
agua. Entre las tecnologias emergentes para la eliminacion de CDEs se encuentran
procesos de oxidacién avanzada, cloracidon o tratamientos basados en membranas. No
obstante, estas alternativas presentan una serie de desventajas importantes, como su
selectividad solo hacia determinados compuestos, su alta demanda energética y sus
elevados costes. En este contexto, los sistemas basados en microalgas representan una
alternativa prometedora y sostenible. Estos microorganismos, tanto eucariotas como
cianobacterias, han despertado un gran interés en los ultimos afios por sus multiples
aplicaciones, desde la obtencién de productos de alto valor ahadido (como carotenoides
o ficobiliproteinas), hasta su uso en la obtencién de biocombustibles (como el biogas)y en
procesos de biorremediaciéon. Gracias a su capacidad para asimilar simultdneamente
carbono organico e inorganico, nitrégeno y fosforo presentes en las aguas residuales,
mientras producen biomasa, las microalgas ofrecen una alternativa integral a los
tratamientos convencionales. Ademas, durante su crecimiento, fijan el CO, atmosférico a
través de la fotosintesis, contribuyendo a la mitigacion del cambio climatico. A esto se
suma su capacidad para eliminar CDEs, reforzando su potencial en el tratamiento
avanzado de aguas residuales.

El objetivo principal de esta tesis es evaluar un sistema basado en microalgas para la
depuraciéon de aguas residuales domésticas, logrando la eliminacion de nutrientes y la
degradacion de CDEs. Ademas, se persigue el aprovechamiento energético de la biomasa



obtenida tras el tratamiento mediante digestién anaerobia para la produccion de biogas,
integrando ambos procesos dentro del concepto de biorrefineria en el marco de la
economia circular para el tratamiento de aguas residuales.

Para lograr este objetivo, el primer paso fue desarrollar un método preciso, fiable y
robusto para la deteccion de la mezcla de estudio de CDEs en muestras acuosas. Se
seleccion6é una estrategia combinada basada en extraccion en fase soélida (SPE) y
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) acoplada a un detector de matriz de diodos
(DAD). Para ello, se empled un enfoque inverso, en primer lugar, se desarrollaron dos
métodos cromatograficos mediante HPLC-DAD vy, una vez se logré la identificacion y
cuantificaciéon de los CDEs, se evaluo el efecto de distintas variables sobre la recuperacion
de los contaminantes en el proceso de SPE (masa de adsorbente, volumen de muestra,
volumen de eluyente y pH). Con los resultados obtenidos y considerando las limitaciones
experimentales existentes, se desarrolld un protocolo de SPE que permitié enriquecer
eficazmente las muestras en los analitos de interés. Posteriormente, se estudiaron dos
estrategias de biorrefinerias basadas en el uso de microalgas como tratamiento bioldgico
(secundario) o como tratamiento terciario para la depuracion de aguas residuales. En la
primera, se evalud su aplicacién como tratamiento biolégico (secundario) en una planta
depuradora. Para ello, se cultivaron Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. en agua residual
sintética (ARS), preparada en el laboratorio de forma que simulase el efluente del
tratamiento primario, durante siete dias. A lo largo del cultivo, se midi6 la eliminacion de
nutrientes y CDEs, el crecimiento de la biomasa, asi como su composicidon bioquimicay
elemental al final del experimento. Por otro lado, se analizaron los mecanismos de
eliminacién (bioadsorcidn, bioacumulacidn, bioeliminacién o degradacion abiética) de los
CDEs estudiados mediante balances de masa a lo largo del experimento.

Posteriormente, la biomasa obtenida se co-digirié con fangos de depuradora para su
valorizacidn mediante digestion anaerobia para obtener biogas, en condiciones mesoéfilas.
Se realiz6 un pretratamiento hidrotermal a la biomasa, previo a su digestion para mejorar
su biodegradabilidad y se evalué la influencia del mismo en la produccion de biogas
respecto a la biomasa sin pretratar.

En la segunda estrategia de biorrefineria, se exploré la aplicacion de las microalgas
estudiadas como tratamiento terciario para la depuracidn de aguas residuales. Se evalud
el crecimiento y la capacidad de eliminacién de nutrientes de Scenedesmus sp. y C.
vulgaris en agua residual real (ARR) procedente de la salida del tratamiento secundario de
una planta depuradora. Los resultados permitieron identificar a Scenedesmus sp. como la
especie mas adecuada para crecer en este medio. Asi, esta especie fue cultivada en el
agua residual real durante siete dias y se monitoreé su crecimiento y la eliminacion de
nutrientes en presenciay ausencia de CDEs, evaluando su capacidad para degradarlos.

La presente tesis se ha dividido en cuatro bloques, cuyos resultados y conclusiones
principales se muestran a continuacion.



1. Desarrollo de un método analitico para la deteccion de compuestos
disruptores endocrinos en aguas residuales.

En primer lugar, se seleccionaron seis compuestos pertenecientes a diferentes familias
de CDEs para conformar la mezcla con la que se doparon las muestras: metilparabeno
(MeP), propilparabeno (PrP), butilparabeno (BuP), benzofenona (BP), bisfenol A (BPA) y
estrona (E). Estos compuestos fueron elegidos debido a su presencia habitual en aguas
residuales.

Para desarrollar el método de analisis de estos compuestos, se selecciond un tandem
de extraccién en fase solida (SPE) seguido de una cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC) acoplado a un DAD, ademas fue necesario desarrollar primero el método de
cromatografia para, tras poder cuantificar los CDEs, evaluary seleccionar los parametros
de la SPE.

Para la cuantificacion de los CDEs mediante HPLC-DAD, se establecieron como
longitudes de onda: 254 nm para los parabenosy la BPy 210 nm para el BPAy la E. Para
lograr una correcta separacion de los compuestos, se desarrollaron dos métodos
cromatograficos, uno con elucion isocratica para la separaciéon de PrP, BuP, BP, BPAy Ey
otro en gradiente exclusivo para MeP. En ambos casos, se empled una mezcla de
acetonitrilo y agua como fase mévil. Ambos métodos fueron evaluados y validados en
funcidn de los siguientes parametros analiticos: factor de asimetria, resolucion de picos,
ndimero tedrico de platos, factor de retencidn, estudio de la linealidad y la precision y
estimacion de los limites de cuantificacion (LOQ) y deteccion (LOD). Los resultados
mostraron que ambos métodos proporcionaban una excelente resolucién cromatografica,
una buena interaccion de los analitos con la columna, una alta linealidad (R>>0,99), una
precision aceptable (errores <10% al estimar las concentraciones) y unos valores de LOQ
y LOD adecuados para trabajar en niveles de concentracion en el intervalo 100-25 ppb.

Una vez establecido un método robusto para la cuantificaciéon de la mezcla de
compuestos, se desarrollé un protocolo de SPE para la preparacidon de muestras, con el
objetivo de preconcentrar los analitos y reducir interferencias de la matriz. Se estudio el
efecto del volumen de muestra, elvolumen de eluyente, el pHy la masa de adsorbente tipo
C18 en la recuperacioén de cada uno de los compuestos. En general, el cartucho con 500
mg de adsorbente ofrecid las mejores recuperaciones para todos los compuestos. Se
observé que un pH de 4,5 solo mejoraba las recuperaciones con volumenes de elucion
bajos (0,5 mL), mientras que un pH neutro de 7 result6 mas efectivo con volumenes
mayores (10 mL), altrabajar con cartuchos de 500 mg. Asimismo, la recuperacién varié con
elvolumen de elucion en funcidn del tamafio del cartucho: en cartuchos de 50 mg, fue mas
eficiente volumenes bajos (0,5 mL) y, en los de 500 mg, con volumenes altos (10 mL).
Finalmente, la dependencia de la recuperacion con el volumen de muestra en cartuchos
de 500 mg se vio muy influenciada por el compuesto: MeP, PrP y BPA mostraron mejores
resultados con volumenes de muestra bajos (10 mL) y BP y E lo hicieron con volumenes
altos (100 mL).



No obstante, para la seleccidn final de los valores éptimos no solo se tuvieron en
consideracidon estos resultados experimentales, sino que también se ajustdé a las
limitaciones operativas de los experimentos (disponibilidad de volumen de muestra,
diferencias en el comportamiento de cada compuesto y necesidad de una concentracion
6ptima para el analisis). Como resultado, se establecieron las siguientes condiciones
finales: 30 mL de volumen de muestra, 2 mL de eluyente, pH de 7 y un cartucho con 500
mg de masa de adsorbente.

Para comprobar la fiabilidad del método desarrollado se evaluaron los siguientes
factores: el punto de ruptura del cartucho, la linealidad y la reproducibilidad. En el rango
de trabajo (1 ppm a 25 ppb), no se alcanzé el punto de ruptura del adsorbente, por lo que
no se perdi6 eficacia en el proceso de recuperacion. Ademas, se obtuvo una excelente
linealidad (R?>>0,99 para todos los compuestos, excepto MeP con R=0,98) vy
reproducibilidad. Asimismo, los ensayos con muestras realesy en presencia de microalgas
confirmaron que las pérdidas de recuperacion eran aceptables para este tipo de técnicas
y no se detectaron interferencias ni solapamiento de picos en los cromatogramas.
Finalmente, los calibrados elaborados en agua residual real presentaron R>>0,99 (excepto
MeP con R?=0,97), lo que demuestra que el método SPE-HPLC-DAD desarrollado es
adecuado para la deteccion de CDEs en las concentraciones de trabajo en aguas
residuales y aplicable a muestras complejas.

2. Evaluacion de un sistema basado en microalgas como tratamiento biolégico

Como punto de partida, se seleccionaron dos especies de microalgas para llevar a cabo
este estudio. Las especies elegidas fueron Scenedesmus sp. y C. vulgaris, debido a su
amplio uso en la eliminacion de contaminantes en aguas residuales 'y a su capacidad para
ser aisladas de plantas depuradoras.

Ambas especies fueron cultivadas durante siete dias en un ARS acorde al efluente de
un tratamiento primario, tanto en ausencia (control) como en presencia de 1 ppm de la
mezcla de CDEs. En general, el crecimiento de Scenedesmus sp. fue menor que el de C.
vulgaris, debido a que la fuente principal de nitrégeno en el ARS es el amonio, que es
preferido por C. vulgaris en comparacién con Scenedesmus sp.. Ademas, a dia 7 se
encontrd que la presencia de CDEs habia mejorado el crecimiento de C. vulgaris respecto
al control, indicando que la eliminacion de estos compuestos puede favorecer su
crecimiento. EL menor crecimiento de Scenedemus sp. también se reflejo en el consumo
de nutrientes, alcanzando una eliminacién total de fosfatos en 7 dias, pero solo un 32% de
eliminacion de amonio en presencia de CDEs y un 48% en el control. En contraste, C.
vulgaris mostré una eliminacidon completa tanto de fosfatos como de amonio en el mismo
periodo.

Para evaluar la eliminaciéon de CDEs, ademas de los experimentos con microalgas, se
estudio la influencia de la luzy el oxigeno en la degradacion abidtica de estos compuestos.
Para ello, se realizaron experimentos en ARS sin microalgas durante 7 dias bajo diferentes



condiciones: aireacién, exposicion a la luz y la combinacidon de ambos factores. Los
resultados indicaron que los parabenos no sufrieron degradacion abidtica significativa,
pero en presencia tanto de C. vulgaris como de Scenedesmus sp. se lograron
eliminaciones totales de dichos compuestos en 7 dias. Respecto a la BP, se observé una
degradacion abidtica superior al90% en presencia de oxigeno (por aireacion), mientras que
con los experimentos realizados con microalgas se obtuvieron eliminaciones del 86% con
Scenedesmus sp. y del 62% con C. vulgaris. El BPA presentd una degradacion abidtica de
aproximadamente el 20%, pero en presencia de microalgas la eliminacion aumento hasta
el 82% con Scenedesmus sp. y el 90% con C. vulgaris. Finalmente, la E mostré una
degradacion abiotica Unicamente en presencia de BP, lo que sugiere un efecto sinérgico
entre ambos compuestos. En ausencia de BP, la degradacion abidtica de E fue apenas del
5% en 7 dias, mientras que en presencia de BP alcanzé el 40%. La eliminacion a los siete
dias alcanz6 el 70% y el 83% con Scenedesmus sp. y C. vulgaris, respectivamente.

Finalmente, se evalud la contribucién de los diferentes mecanismos de eliminacién
para cada CDEs mediante los balances de masa. La biodegradacién fue el mecanismo
predominante para los parabenos en ambas especies, representando entre el 99,3% y el
100% de la eliminacion total diaria para MeP, entre el 95,6% y el 100% para PrP y entre el
99,8% y el 100% para BuP. Ademas, se detectd una leve bioadsorcién de MeP (hasta el
1,71%) y PrP (hasta el 1,44%) en Scenedesmus sp. En el caso de la BP la degradacidén
abidtica fue el principal mecanismo, con contribuciones del 91,3% al 98,5% de la
eliminacién total diaria, aunque se observé una pequefia fraccién adsorbida en ambas
especies (0,91-1,49% con Scenedesmus sp.y 1,43-4,38% con C. vulgaris). Por otro lado, la
bioeliminacién fue el mecanismo principal para el BPA para las dos especies,
representando entre el 63,2% y el 100% de la eliminacién diaria total, con una fraccién
bioadsorbida relevante en C. vulgaris (hasta un 11,2%). Finalmente, para la E se
identificaron dos mecanismos clave: la degradacion abidtica y la biodegradacion. En
Scenedesmus sp. la bioeliminacion se volvid significativa desde el segundo dia (68%),
mientras que en C. vulgaris este proceso no fue evidente hasta el séptimo dia (40,3%).

3. Valorizacion de la biomasa: digestion anaerobia

Como ya se ha comentado anteriormente, la biomasa cultivada después de la
eliminacién de nutrientes y CDEs, se sometié a un proceso de digestion anaerobia para
producir biogas, siguiendo el esquema de biorrefineria. La composicion de pared celular
de las microalgas dificulta su biodegradabilidad y la disponibilidad de carbohidratos,
lipidos y proteinas para las bacterias involucradas en la digestién anaerobia. Por este
motivo, se llevo a cabo un pretratamiento hidrotérmico sobre la biomasa algal cultivada,
sometiéndola a 140°C y 3 bares de presidén durante 20 minutos. Este pretratamiento de
hidrolisis térmica aumento la demanda quimica de oxigeno (DQQO), el amonio y el fosfato
soluble del sobrenadante, lo que indicd que se habia producido la ruptura de la pared
celulary la liberacion de compuestos intracelulares.



En cuanto a la produccion de metano acumulado obtenido durante los 32 dias de
experimento en condiciones mesodfilas, se registraron los siguientes valores: 280,01 mL
CH./g SV con Scenedesmus sp. para la biomasa sin pretratary 367,72 mL CH,/g SV para la
biomasa pretratada. Para C. vulgaris, estos valores fueron de 348,82 mL CH,/g SV sin
pretratar y 521,35 mL CH./g SV tras el pretratamiento. En general, se obtuvo una mayor
produccion de metano con C. vulgaris en comparacion con Scenedesmus sp., que se
atribuye a la mayor cantidad de lipidos que contiene la primera, que tienen mayor
contenido energético que las proteinas y los carbohidratos. Se concluyé que el
pretratamiento de hidrélisis térmica mejord la obtencion de metano en comparacién con
la biomasa sin tratar. En particular, la produccién fue 1,3 veces mayor para Scenedesmus
sp.y 1,5 veces mayor para C. vulgaris.

4. Evaluacion de un sistema basado en microalgas como tratamiento terciario

En primer lugar, se evalué la idoneidad de las especies de microalgas estudiadas en el
apartado anterior para la eliminacién de CDEs presentes en un ARR procedente de la salida
del tratamiento secundario de una planta depuradora. Para ello, se -cultivaron
Scenedesmus sp, y C. vulgaris por separado en ARR y se analizé su crecimiento y
capacidad de eliminacion de nutrientes. Los resultados confirmaron que la especie que
mejor se adaptoé a este medio fue Scenedesmus sp., debido principalmente a que la fuente
predominante de nitrogeno en el ARR eran los nitratos, forma preferida por esta especie.

Para evaluar la eficiencia en la eliminaciéon de CDEs en el ARR, Scenedesmus sp. fue
cultivada durante 7 dias en ARR en ausencia (control) y en presencia de 1 ppm de la mezcla
de CDEs. En este caso, los experimentos se llevaron a cabo en fotobiorreactoresde 5 L. En
cuanto al crecimiento, se observd que fue adecuado tanto en el control como en las
muestras en presencia de CDEs, alcanzando una densidad algal finalde 0,18 g/Ly 0,28 g/L,
respectivamente. La eliminacion de nutrientes fue eficiente, logrando una degradacion
completa de fosfatos en 7 dias y una eliminacién de nitratos del 70% para el control,
mientras que en las muestras dopadas se alcanzé un 90%.

En el estudio de la eliminacién de CDEs, se compard la degradacién de estos
compuestos en presencia de microalgas con la degradacion abidtica (en presencia de luz
y aireacion). Los resultados mostraron que los parabenos se degradaron completamente
de forma abidtica en 7 dias, mientras que en presencia de Scenedesmus sp. no se alcanzé
una eliminacion total. Los resultados obtenidos para esta familia de CDEs sugieren que el
PrPy el BuP podrian estar degradandose en MeP, tanto en condiciones abidticas como en
presencia de microalgas. La BP no se degradé completamente en ninguno de los casos,
aunque la presencia de Scenedesmus sp. mejoré su degradaciéon hasta el 56%.
Finalmente, el BPA y la E no mostraron degradaciéon abidtica, pero en presencia de
microalgas se logro su eliminaciéon completa en 7 dias.

En conjunto, todos estos resultados demuestran la idoneidad de los tratamientos
basados en microalgas para la eliminacién eficaz de CDEs en aguas residuales,
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posicionandolos como una alternativa sostenible y prometedora para mejorar la calidad
del efluente tratado y contribuir a una gestion mas circular, eficiente y respetuosa del
recurso hidrico.

vii



viii



Indice de abreviaturas

ACN: Acetonitrilo

ACV: Analisis de ciclo de vida

ADN: Acido desoxirribonucleico

AEOM: materia organica extracelular algal

AGV: Acidos grasos volatiles

ANVISA: Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AP: Alquilfenoles

APEO: Alquilfenoles etoxilados

ARN: Acido ribonucleico

ARR: Agua residual real

ARS: Agua residual sintética

ART: Agua residual tratada

ATP: Adenosin trifosfato

BeP: Bencilparabeno

BFR: Bifenilos polibromados

BMP: Potencial bioquimico de metano

BP: Benzofenona

BP-1: Benzofenona-1 o 2-4-dihidroxibenzofenona

BP-2: Benzofenona-2 0 2,2',4,4'-Tetrahidroxibenzofenona
BP-3: Benzofenona-3 o 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona
BP-4: Benzofenona-4 o acido 2-hidroxi-4-metoxibenzofenona-5-sulfénico
BP-6: Benzofenona-6 o 2,2’-dihidroxi-4,4’-dimetoxibenzofenona
BP-12: Benzofenona-12 o 2-hidroxi-4-(octiloxi)-benzofenona
BPA: Bisfenol A

BPAP: Bisfenol AP

BuP: Butilparabeno

CDE: Compuesto disruptor endocrino

CG: Cromatografia de gases

CPFA: Compuestos per-y polifluoroalquilados

DA: Digestion anaerobia

DAD: Detector de matriz de diodos

DDE: Diclorodifenildicloroetileno

DDT: Diclorodifeniltricloroetano

DBO: Demanda bioldgica de oxigeno

DQO: Demanda quimica de oxigeno

E: Estrona

EAOP: Procesos electroquimicos basados en oxidacidon avanzada
EE. UU.: Estados Unidos

EDAR: Estacién depuradoras de aguas residuales

EDSP: Programa de Evaluacion de Disruptores Endocrinos
ELISA: Ensayos de inmunoadsorcion ligado a enzimas
ENP: Etoxilatos de nonilfenol

EOP: Etoxilatos de octilfenol

EPA: Agencia de Proteccion Ambiental

EPS: Sustancias poliméricas extracelulares



ESI: lonizacién por electrospray

EtP: Etilparabeno

FC: Factor de concentracion

FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos
FLD: Detector de fluorescencia

HBCD: Hexabromociclododecano

HPLC: Cromatografia liquida de alta resolucion
HRAP: Estanques de algas de alta tasa

HT: Hidrdlisis térmica

iBuP: Isobutilparabeno

IE: lonizacion electrénica

ILOQ: Limite de cuantificacion instrumental
iPrP: Isoporpilparabeno

LLME: Microextraccién liquido-liquido

LOD: Limite de deteccion

LOQ: Limite de cuantificacién

MAE: Extracciéon por microondas

MBR: Biorreactores de membrana

meOH: Metanol

MeP: Metilparabeno

MS: Detector de espectrometria de masas
NADP+: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidada
NADPH: Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato reducida
NAT: Nitrogeno amoniacal total

NP: Nonilfenol

NT: Nitrégeno total

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
OP: Octilfenol

OTC: Compuestos organoestannicos
PBDE: Eteres de polibromodifenilos

PCDD: Dibenzo-p-dioxinas policloradas
PCB: Bifenilos policlorados

PCDF: Dibenzofuranos policlorados

PCP: Productos de cuidado personal
PHBA: Acido p-hidroxibenzoico

PrP: Propilparabeno

PSII: Fotosistemalll

PT: Fésforo total

PTFE: Politetrafluoroetileno

POC: Pesticidas organoclorados

POF: Pesticidas organofosfatos

PVC: Policloruro de vinilo

ROS: Especies reactivas de oxigeno

SPE: Extraccién en fase sélida

ST: Sélidos totales

SV: Sélidos volatiles

TBBP-A: Tetrabromobisfenol A

TCD: Detector de conductividad térmica



TDAH: Trastorno de déficit de atencion con hiperactividad
TMP: Rendimiento maximo tedrico de metano

TRFIA: Inmunoensayo de fluorescencia resuelta en el tiempo
TRH: Tiempo de retencion hidraulico

UAE: Unidades de actividad enzimatica

UE: Unién Europea

UHPLC: Cromatografia liquida de ultra alta presién

UV: Ultravioleta

Xi



xii



Indice

1. INEFOAUCCION ettt e e e e aaa e eeas 1
1.1. La gestidn sostenible del agua: necesidad y desafios actuales .................. 1
1.2. Compuestos disruptores eNdOCHNOS c..cuvuiiiiiiiiiieieeieeieeeeeeeieeeeeeeeeanaens 4

1.2.1. CDES SINTETICOS .. tetuiiiiiiiiieiiteeeie ettt et e ete e et e et e enaeeeraeeeeneenns 6
1.2.2. Métodos de deteccion de CDEs enlas aguas .....ccceevevivnennennennnnnn. 25
1.2.3. LEZISLACION . eueitieieie ettt ettt e e e e e eanns 29
1.2.4. Tratamientos para la eliminaciéon de CDEs en aguas residuales....... 31

1.3. Métodos basados en microalgas para la eliminacién de CDEs de las aguas

FESIAUALES oot ettt et e e et e b st e e ea e e eaaaes 38
1.3.1. Microalgas y Cianobacterias ....cccuvveeieiiiiiiiiiiiiiieiee e e 38
1.3.2. Cultivo de mMICIroalgas ....ccuuiuiuiiiiieii e e eeaeaaas 39
1.3.3. Mecanismos de eliminacion de CDES .........cceviiiiiiineiiinciiinnennnnenn. 51

1.4, Biorrefineria.. i 55
1.4.1. Produccion de biogas a partir de microalgas ......ccceeveevvivieniennennnne. 56
1.4.2. Biorrefinerias propuestas......ccevviieiiiiiiiie e 64

2. (0] o] 1=1 410 1 S PP PP PPP PR PRPPRPRPPIN 69
3. L= doTo [o] Lo Y= - FON PPN 73
3.1. Cultivo de MiICroalgas c..cuueenieuiieiiiiieeie ettt et eie et et eeneennas 73
3.2. Método analitico para la deteccion de CDEs en aguas residuales........ 74

3.3. Experimentos del sistema basado en microalgas como tratamiento
o]T0] Lo} (1o RO PP PP PP PPPPTPPRPPPRPRt 79

3.4. Experimentos de digestidon anaerobia (DA) para la revalorizacién de la
biomasa

3.5. Experimentos del sistema basado en microalgas como tratamiento
terciario.

4. Resultados Y diSCUSION .. ccuuiiiiiiie ettt ettt et et et e et eeeaeeeeanees 105

4.1. Desarrollo de un método analitico para la deteccién de CDEs en aguas
residuales

4.1.1. Método de cromatografia liquida: HPLC-DAD .......ccceceeevuieiineeennnnee 105

Xiii



4.1.2, Método de extraccion enfase sélida.......cceeeeuveniiniiniiiiiiiiiiiieennns 116
4.1.3. ENsayos cON mMUEStrasS reales ....cuuvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeieeeeeeeanenns 137

4.2, Evaluacién de un sistema basado en microalgas como tratamiento bioldgico

.......................................................................................................... 142

4.2.1. Crecimiento de las microalgas en ARS.......cccoiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeenee, 142
4.2.2. Eliminaciéon de nutrienteS Yy CDES ....ceevniiiiniiiiiiiiiiieceeeeeeeans 146
4.2.3. Estudio de los mecanismos de eliminacion de CDEs..................... 171
4.3. Valorizacion de la biomasa algal: digestidn anaerobia..........ccccveuvenennnn. 179
4.3.1. Caracterizacidon de la biomasade partida ......ccccceenvviviiiiiniinnennn... 179
4.3.2. Pretratamiento: hidrolisis t€rmica......cccceeuveeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeennnees 180
4.3.3. Produccion de biogas ....cu.euiiiiiiiii s 182

4.4, Evaluacién de un sistema basado en microalgas como tratamiento terciario
.......................................................................................................... 190

4.4.1. Caracterizacidn del agua residual.......ccceevviviiiiiiiiiiiiiiieeeceeeene, 190
4.4.2. Seleccion de la especie de Microalga ......eeeeveeenieinieiniieiniennnennnns 191
4.4.3. Crecimiento de Scenedesmus sp. eN ARR.....coiiiiiiiiiiiiiininnenne. 193
4.4.4. Eliminacion de nutrientes Yy CDES ....ccceviviiiiiiiiiiiiiee e 195

5. CONCIUSIONES ..uiiiiiiiiieii ettt et ettt e et et e et e etneenneernaeennans 209
5.1. Recomendaciones futUras.........ccceveiuuiiiiniiiiniiiiiiiiniiiiiicei e 213
6. Bibliografia . cceeee e e e 217
7. AANEXOS ettt ettt ettt ettt et e e e et b e et e ea e eba e en e eenaa e 265
7.1, Calibrados CDES.......ciiuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii it 265
7.2. Calibrados NULHENTES......iiuuiiiiiiiiiiiiii et 266

Xiv



INTRODUCCION







INTRODUCCION

1.Introduccion

1.1. La gestion sostenible del agua: necesidad y
desafios actuales

El agua constituye un recurso esencial para la vida y una materia prima
fundamental en diversas industrias, como la farmacéutica, electrénica, alimentaria,
de bebidas, petroquimica, agroquimica, y de gas y petrdleo, ademas de su uso en el
ambito doméstico [1]. Sin embargo, a pesar de su importancia, Unicamente el 2,5%
del agua presente en el planeta es dulce, y de esta fraccion, menos del 1% se
encuentra accesible para el ser humano [2].

En las dltimas décadas, el desarrollo industrial y el aumento de la poblacién
mundial han provocado un incremento drastico en la demanda de agua dulce. Se
estima que, para el afio 2050, el consumo global de agua con fines agricolas,
industriales y municipales aumentara entre un 20% vy un 30% [3]. Este escenario se ve
agravado por la persistente desigualdad en el acceso a este recurso, ya que mas de
770 millones de personas en todo el mundo no tienen acceso a agua potable y segura
para consumo y uso doméstico. Ademas, alrededor de 700 millones habitan ya en
regiones que enfrentan una escasez crénica de agua [4].

A este panorama se afiade el impacto del cambio climatico, que esta teniendo un
efecto critico sobre la gestion de los recursos hidricos, alterando los patrones de
precipitacion, favoreciendo los fendmenos meteoroldgicos extremos, la subida del
nivel del mar o la acidificaciéon de los océanos [5]. Actualmente, se estima que mas
del 50% de la poblacion mundial vive en areas sometidas a una importante escasez
de agua forzada por el cambio climatico [4], y las proyecciones indican que para 2030
el mundo podria enfrentarse a un déficit del 40% en la disponibilidad de agua, lo cual
representa un gran desafio para el desarrollo social y econdmico [6].

En este contexto de creciente demanda, presion climatica y recursos limitados,
resulta imprescindible avanzar hacia una gestion integral y sostenible del agua, que
garantice el acceso a agua limpia a la generacidon actual sin comprometer las
necesidades de las generaciones futuras. En este marco, el tratamiento de aguas
residuales cobra un papel fundamental, ya que no solo contribuye a aumentar la
disponibilidad de este recurso, sino que también permite reducir la presion sobre los
recursos hidricos naturales [4,7].

El término "aguas residuales como recurso" representa un cambio profundo de
paradigma, ya que lo que anteriormente se consideraba un residuo problematico y
una fuente de enfermedades, hoy se reconoce como un recurso estratégico con
potencial para afrontar los desafios relacionados con el abastecimiento y el
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saneamiento del agua, siendo especialmente interesante en zonas éridas y
semiaridas. No obstante, para que este enfoque se traduzca en beneficios reales, es
imprescindible el desarrollo y la implementacidon de tecnologias adecuadas que
permitan valorizar el agua residual [4].

Las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDAR) convencionales se
centran en la eliminacién de sélidos en suspensién mediante procesos mecanicosy
en la reduccién de la demanda biolégica de oxigeno (DBO) a través de tratamientos
biolégicos [8]. Su principal objetivo es disminuir la carga de materia carbonosa y
compuestos de nitrogeno (N) y fédsforo (P) en las aguas residuales antes de su vertido
en sistemas receptores, como rios y lagos, para prevenir la eutrofizacién. Elvertido de
elevadas concentraciones de nitrégeno y fésforo en los efluentes provoca la
denominada eutrofizacion, un fendmeno caracterizado por el crecimiento
descontrolado de fitoplancton y algas que reduce la transparencia del agua y, en
consecuencia, limita la penetracién de luz hacia la vegetacion acuatica sumergida.
Esto disminuye la produccién de oxigeno (O,) disuelto generado por la fotosintesis.
Posteriormente, cuando esta biomasa se descompone, el O, disuelto sigue
disminuyendo debido a la actividad de bacterias heterétrofas que degradan la
materia organica biodegradable. Como resultado, se generan condiciones hipoxicas
o anéxicas, las cuales pueden afectar a la flora y fauna autéctonas [9]. En la Figura 1
- 1 se presentan las etapas tipicas de las que consta habitualmente una EDAR
convencional[10,11].

Pretratamiento: Desbaste para eliminar sélidos de gran tamano,
evitando atascos y protegiendo los equipos mecanicos posteriores.

Tratamiento primario: Eliminacion de sélidos en suspension,
aceites y grasas. Para ello, se emplean desarenadores-
desengrasadores o decantadores.

Tratamiento secundario: Procesos biolégicos para la eliminacién de
materia organica biodegradable. El método mas utilizado es el
proceso de fangos activados, aunque hay otros sistemas como filtros
percoladores y biodiscos.

Tratamiento terciario: Procesos necesarios para que el agua tratada
cumpla con criterios de calidad adecuados para su reutilizacién.
Destacan la cloracién, irradiacion UV, humedales y ozonizacién.

Tratamiento de fangos: se encarga de acondicionar los lodos
generados en las etapas previas para su evacuacion. Los fangos se
estabilizan mediante digestién anaerchia en digestores, aunque
también pueden tratarse con cal o incineracién.

Figura 1 - 1. Etapas del tratamiento de aguas residuales en una EDAR.

Estas EDAR estan disefiadas para cumplir con los requisitos de vertido
pertinentes, habitualmente relacionados con la DBO, la demanda quimica de oxigeno
(DQO), el total de sélidos en suspension, el fdsforo total (PT) y el nitrégeno total (NT).
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Sin embargo, a pesar de su eficacia en la eliminaciéon de N, Py carbono (C) organico;
tienen una capacidad de degradacion limitada con otra gran variedad de sustancias
guimicas que estan apareciendo en las aguas residuales [3]. Por ejemplo, no logran
eliminar muchos contaminantes emergentes presentes en aguas residuales
municipales, como productos farmacéuticos y metales pesados. Ademas, su
eficacia es reducida en el tratamiento de aguas agricolas, que contienen altas
concentraciones de nutrientes, pesticidas, herbicidas, antibiéticos y otros farmacos
administrados a animales. Del mismo modo, las aguas industriales, aunque
presentan menor contenido de N y P, suelen contener elevadas concentraciones de
C, sdélidos y compuestos toxicos, como fenoles y metales pesados, lo que dificulta su
adecuado tratamiento con tecnologias convencionales [3,8].

Todo ello evidencia la falta de tecnologias eficaces para la recuperacion del agua
utilizada, lo que estd agravando la contaminacién de los recursos hidricos [6] y
favoreciendo que los contaminantes presentes en las aguas residuales municipales,
agricolas e industriales - como microplasticos, compuestos disruptores endocrinos
(CDEs), metales pesados y altas concentraciones de nitratos, fosfatos y carbono -
puedan ingresar a la cadena alimentaria, afectando los ecosistemas y la salud
humana [8].

Particularmente, los CDEs se plantean en los Uultimos afios como una
preocupacion significativa para la salud publica [12], debido a que potencialmente
pueden causar efectos adversos en la salud humana y los ecosistemas acuaticos,
especialmente alterando el equilibrio hormonal, cuando superan una determinada
concentracion [13]. La abundante presencia de CDEs en el medio ambiente se debe
principalmente a las actividades humanas. El ecosistema acuatico es el mas
afectado por esta contaminacion, fundamentalmente debido a las descargas de
contaminantes en rios, lagos y mares. Aunque algunas de estas descargas pueden
considerarse accidentales, como los vertidos o las deposiciones atmosféricas,
lamentablemente la mayoria son intencionadas y provienen de los efluentes de
ciertas industrias y de las EDAR, consideradas como “puntos calientes” de CDEs
[14,15]. Como resultado, se han detectado CDEs tanto en aguas superficiales como
subterraneas [16-18], en ambientes marinos [19-21], aguas residuales [22,23], y en
rios y lagos [24-27]. La concentracion de estos compuestos en las aguas suele estar
entre 1 ng/Ly 1 pg/L, aunque en algunos casos pueden ser superiores [28].

Todo lo anteriormente expuesto pone de manifiesto la urgente necesidad de
desarrollar nuevas estrategias para el tratamiento de aguas residuales. Estas deben
superar las limitaciones de las tecnologias convencionales mediante procesos mas
eficientes, estables y sostenibles, capaces de operar con menor consumo
energético, reducir la emision de carbono, minimizar la produccion de lodos y
optimizar la recuperacion de recursos reciclables. Ademas, estas innovaciones
deben alinearse con los principios de desarrollo sostenible, priorizando una menor
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huella de carbono, un menor consumo de energia y un mayor reciclaje de recursos,
apostando por una gestion mas circular del agua [6].

Solo mediante el avance tecnolédgico en el campo del tratamiento de aguas
residuales sera posible promover la reutilizacion del agua y, con ello, afrontar los
desafios actuales relacionados con este recurso y avanzar hacia una gestion
verdaderamente sostenible. Para ello, es imprescindible abordar la creciente
presencia de CDEs en los ecosistemas acuaticos, cuyos efectos nocivos sobre la
salud y el medio ambiente requieren de una gran atencion.

1.2. Compuestos disruptores endocrinos

Segun el National Institute of Environmental Health Sciences estadounidense, los
compuestos disruptores endocrinos (CDEs) se definen como “sustancias quimicas
naturales o artificiales que pueden imitar o interferir con las hormonas del cuerpo,
conocidas como sistema endocrino. Estos quimicos estan relacionados con muchos
problemas de salud tanto en la vida salvaje como en las personas”[29]. Esto implica
que estos agentes son capaces de interferir con la sintesis, secrecién, transporte,
union o eliminacion de hormonas naturales en el cuerpo, las cuales son responsables
de mantener la homeostasis, la reproduccion, el desarrollo y/o el comportamiento
[30].

La disrupcién endocrina puede manifestarse a través de diversos mecanismos,
entre los que destacan los siguientes:

e Imitacion de hormonas naturales. Algunos CDEs pueden actuar como
hormonas enddgenas naturales, desencadenando respuestas no deseadas,
tales como la evasion de mecanismos de defensay la alteracion de procesos
de desarrollo [31].

e Bloqueo de efectos hormonales. Pueden interferir o bloquear las hormonas
naturales o sus receptores, alterando, por ejemplo, su metabolismo en el
higado [32].

e Alteracion de los niveles hormonales. Los CDEs pueden modificar la
produccién, descomposiciéon o almacenamiento de hormonas en el
organismo, afectando los niveles hormonales generales [31].

e Disrupcion hormonal miltiple. Diversos CDEs pueden interferir con varias
hormonas, afectando potencialmente a multiples sistemas del organismo.
Por ejemplo, la exposicion a BPA puede alterar la produccién de hormonas
tiroideas y de estradiol en los ovarios, lo que puede repercutir en el
comportamiento, el metabolismo, la funcién tiroidea y la reproduccion [33].

¢ Interfiriendo en la sintesis hormonal. Algunos CDEs pueden afectar a la
produccion de hormonas en las glandulas endocrinas. Por ejemplo, los
ftalatos pueden reducir la sintesis de testosterona en los testiculos fetales de
ratas, resultando en una insuficiencia de testosterona [34,35].
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e Alteracion del transporte hormonal. Pueden modificar la biodisponibilidad
hormonal al interferir en la distribucién de las hormonas en los tejidos
sensibles o en su circulacién, incluso desplazandolas de sus proteinas de
unién en el suero. Esto puede resultar en una alteracién de la liberacién activa
de hormonas en los tejidos diana [36].

e Afeccion del metabolismo hormonal. Pueden interferir en los procesos
metabdlicos del organismo, afectando la sintesis y el control de las
concentraciones hormonales naturales [37].

Estas alteraciones pueden afectar a multiples drganos y glandulas endocrinas,
tales como el hipotalamo, la glandula suprarrenal, el timo, el pancreas o las génadas
[38], como se muestra en la Figura 1 - 2.

Cerebro Hipotalamo
T'r°'.de.";y Glandula Glandula
paratiroldes pineal pituitaria

Glandula

suprarrenal

Pancreas

Figura 1 - 2. Resumen de las principales glandulas objetivo de los CDEs. Adaptacion de Pironti et al.
(2021) [38].

Cabe destacar que los efectos toxicoldgicos de los CDEs sobre la salud, a su vez,
dependen de varios parametros, como el modo de exposicidn, el tipo de compuesto,
la concentracion en la que esté presente o la presencia de otros CDEs en el entorno,
ya que se pueden producir sinergias negativas entre ellos. Ademas, otros factores
como la etnia, el género o la pertenencia a grupos de la poblacién mas vulnerables,
como mujeres embarazadas o nifios, también pueden influir [39].

Estos compuestos presentan una elevada heterogeneidad, lo que hace que los
criterios para su clasificaciéon sean muy diversos. Atendiendo a su origen pueden
clasificarse como sigue:

e Los CDEs naturales incluyen metales pesados, como el cadmio o el
arsénico, compuestos quimicos, como el yodo, y sustancias derivadas de
hongos, plantas y bacterias, como los fitoestrégenos o las cianotoxinas [39].
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o Los CDEs sintéticos son aquellos generados por el hombre y utilizados
principalmente en la industria y la agricultura. Estos, a su vez, pueden
agruparse en [40]:

Pesticidas.

Productos quimicos sintéticos de uso doméstico o industrial.

Plasticos y plastificantes.

Fungicidas.

Agentes farmacéuticos.

o O O O

En las ultimas décadas, la preocupacion por los efectos toxicolégicos de los
CDEs, particularmente aquellos de origen sintético,b, ha aumentado
significativamente. Esta atencidn se debe principalmente a dos factores: primero, la
alta produccidn de estos compuestos, como los ftalatos, cuya fabricacion anual en
Europa alcanza 1 millon de toneladas [41]; y segundo, el aumento de la
contaminacion por estos compuestos [42]. Diversas investigaciones han demostrado
que la principal via de exposicidon humana a estos contaminantes es la alimentacion,
ya sea a través de los propios alimentos o de sus envases. Por ejemplo, se ha
detectado la presencia de bisfenol A (BPA) en productos carnicos enlatados,
conservas de pescado o botellas de agua [43].

Aungue los CDEs sintéticos son actualmente los que generan mayor inquietud, es
importante destacar que los CDEs naturales también pueden interactuar con los
receptores endocrinos y alterar el equilibrio hormonal, aunque su potencia sea
inferior a la de las hormonas enddgenas. La exposicion mas significativa a CDEs
naturales en los seres humanos ocurre a través de la ingesta de alimentos,
especialmente en dietas ricas en soja, té verde y mostaza dulce [44].

Los pesticidas son compuestos quimicos empleados para eliminar organismos no
deseados en cultivos, areas publicas, casas y jardines, como roedores, hongos,
insectos, y parasitos en medicina [45]. Existen principalmente tres tipos de
pesticidas: organoclorados (POC), organofosfatos (POF) y carbamatos [46]. En
términos generales, la exposicién a pesticidas puede estar asociada con efectos
adversos significativos, incluyendo enfermedades como el céancer, alergias, y
trastornos neuroldgicos o reproductivos [45].

Las moléculas de POC estan compuestas por atomos de carbono, hidrégeno y
cloro, dispuestos en diversas configuraciones estructurales. Estos compuestos
presentan propiedades de lipofilicidad, bioacumulaciéon y biomagnificacién, lo que
les confiere una elevada persistencia y toxicidad. La exposicion a POC en humanos
puede ocurrir por inhalacién, contacto dérmico o ingesta de alimentos, siendo esta
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ultima la via principal. A medida que los POC se biomagnifican en la cadena trofica;
los consumidores de alimentos de origen animal, como pescado, carne o leche,
experimentan niveles elevados de exposicion. Un ejemplo de esta bioacumulaciény
persistencia la presenta el diclorodifeniltricloroetano (DDT), que puede permanecer
durante 50 afios en el tejido adiposo [47].

ELDDT, cuyas propiedades insecticidas fueron descubiertas en 1939, es conocido
por sus significativas consecuencias ambientales y su asociacidon con la drastica
disminucién de numerosas poblaciones animales. Aunque su uso fue restringido a
principios de la década de 1970, la exposicion a este plaguicida sigue siendo
generalizada. En los paises desarrollados, su lenta eliminacidon del organismo implica
que una gran proporcién de la poblacidn aun presenta niveles detectables de DDT o
su metabolito, el diclorodifenildicloroetileno (DDE), en el cuerpo. Ademas, en los
paises en desarrollo, su uso continua, lo que resulta en ingestas diarias superiores a
los niveles recomendados en muchos bebés amamantados [48]. La estructura
quimica del DDTy del DDE se presentan en la Figura 1 - 3.

Cl Cl Cl Cl
Cl

Cl Cl Cl Cl

ooT DDE

Figura 1 - 3. Estructura quimica del diclorodifeniltricloroetano (DDT) y del diclorodifenildicloroetileno
(DDE). Elaboracidn propia.

La exposicion al DDT puede producir obesidad en nifios y adultos [49,50], cancer
de pancreas y efectos negativos sobre la reproduccién y el desarrollo, incluyendo
muertes fetales [48]. Por su parte, el DDE puede causar diabetes tipo 2 [51], mientras
que otros POC, como el hexaclorociclohexano, provocan crecimiento lento en
lactantes [52]. Ademas, el Lindano altera funciones respiratorias y deteriora las
funciones endocrinas, nerviosas, renales, hepaticas y reproductivas [53].

Los POF son compuestos organicos derivados de ésteres de fdsforo,
generalmente derivados tidlicos o amidas de los acidos tiofosférico, fosfinico,
fosfénico y fosférico, con cadenas laterales adicionales de grupo fenoxi, cianuro y
tiocianato. Ademas de su aplicacion como herbicidas, pesticidas e insecticidas,
también se utilizan como componentes en el gas nervioso [54].
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La estructura basica de estos POF incluye un oxigeno terminal unido al fésforo
mediante un doble enlace, formando un grupo fosforilo, dos grupos lipofilicos unidos
al fésforo y un grupo saliente, generalmente haluro, también unido al fésforo [55].
Entre los POF utilizados como insecticidas se incluyen el acefato, el propetamfos, el
diazindn o el terbufds, siendo el uso de estos dos ultimos regulado por la Agencia de
Protecciéon Ambiental de Estados Unidos (EPA) [56], cuya estructura molecular
aparece en la Figura 1 - 4.
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Figura 1 - 4. Estructura quimica del acefato, propetamfos, diazinén y terbufds. Elaboracion propia.

Otros POF muy empleados son el glifosato, el clorpirifos o el malation. La
exposicion al primero puede causar asma vy rinitis, trastorno del espectro autista,
Parkinson o hipotiroidismo, entre otros [57]. Ademas, el clorpirifos puede disminuir
los niveles plasmaticos de testosterona, aumentar la hormona foliculoestimulante y
luteinizante [58], y afecta a la homeostasis de las glandulas tiroides y suprarrenales
[59]. Por su parte, el malatién genera dano hepatocelular en el tejido hepatico y
aumenta la actividad de las enzimas hepaticas [60].

Los carbamatos, derivados del acido aminoférmico, son compuestos N-
metilcarbamatos que generalmente presentan alta polaridad y solubilidad en agua,
asi como baja estabilidad térmica. Sin embargo, no es posible generalizar las
propiedades de este grupo [61].



INTRODUCCION

A diferencia de otros plaguicidas como los POF, los carbamatos no son
persistentes en el medio ambiente. Pese a ello, su degradacion es crucial debido a su
toxicidad para los seres vivos. Tal es asi, que la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) clasifica los plaguicidas carbamatos como toxicos, peligrosos y de uso
restringido [62]. Algunos de los plaguicidas carbamatos mas utilizados son el carbaril,
el carbofurano y el aminocarb, cuya configuracion molecular se recoge en la Figura 1

-5[63].

o CH; H3C—NH

)L JCH; CH, )*O

0 NH o o
2 e

Carbaril Carbofurano Aminocarb

CHy H4C

Figura 1 - 5. Estructura quimica del carbaril, el carbofurano y el aminocarb. Elaboracidn propia.

Entre los efectos secundarios de los carbamatos como el carbaril o la
carbendazima destacan los dafios en el acido desoxirribonucleico (ADN) vy
mutaciones cromosdmicas en espermatozoides [64], la embriotoxicidad, la
disminucién en el recuento de espermatozoides, la inhibiciéon de su movilidad y el
aumento la incidencia de anomalias o la disfuncién de las células hepaticas [65].

En esta categoria se incluyen CDEs presentes en productos destinados a usos
tanto industriales como domésticos, tales como detergentes alquilfenoletoxilatos,
retardantes de llama, disolventes, lubricantes y sus subproductos. Se trata asi de
compuestos de uso comun y que se aplican cotidianamente en una amplia gama de
productos, que incluyen desde articulos infantiles, electrénicos y productos de
cuidado personal (PCP), hasta textiles y materiales de construcciéon [32]. A
continuacidn, se detallan algunos de los CDEs mas representativos de esta categoria.

Las dioxinas constituyen un grupo de compuestos organoclorados caracterizados
por la presencia de dos anillos bencénicos enlazados por dos atomos de oxigeno, y
que contiene entre cuatro y ocho atomos de cloro. Este grupo incluye las dibenzo-p-
dioxinas policloradas (PCDDs), los dibenzofuranos (PCDFs), los bifenilos (PCBs) y sus
derivados [66]. A diferencia de los PCBs, los PCDDs y los PCDFs nunca se han
producido intencionadamente con fines comerciales. De hecho, las dioxinas son
subproductos no deseados de procesos industriales y de combustién [67].
Actualmente, la liberacidon mads significativa de estas sustancias al medio ambiente
proviene principalmente de la incineracion, el blanqueo con cloro de papely la pulpa
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de papel, y la fabricacion de ciertos pesticidas, herbicidas y fungicidas [66]. Entre las
pequenas fuentes naturales de dioxinas se incluyen las erupciones volcanicas y los
incendios forestales [42]. La estructura quimica de las PDCCs, los PCDFs y los PCBs
aparece en la Figura 1 -6.

E: :D: ;g !. :: '!
cl 0 cl cl 0 cl

PCOD PCDF

(ch, (Cl),
PCB

Figura 1 - 6. Estructura quimica general de las dibenzo-p-dioxinas (PCDDs), los dibenzofuranos
(PCDFs) y los bifenilos policlorados (PCBs). Elaboracion propia.

La exposicién humana a las dioxinas ocurre fundamentalmente a través de
consumo de alimentos contaminados con PCDDs y PCDFs. Esto se debe a la
acumulacidon de estas sustancias en la cadena alimentaria, especialmente en
alimentos ricos en grasas como los lacteos, los huevos y algunos pescados. Entre los
efectos adversos asociados a esta exposicion se encuentran las lesiones en tejidos
blandos, linfomas, lesiones cutaneas y cancer de estdmago [68]. A estos efectos se
le suma, por ejemplo, la diabetes mellitus tipo 2 debida a la exposicion a 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina [69].

o

< Bifenilos policlorados:

Los PCBs constituyen una familia de 209 compuestos con estructuras
moleculares similares, caracterizadas por poseer dos anillos bencénicos unidos, asi
como entre 1y 10 atomos de cloro. Estos compuestos poseen propiedades quimicas
y fisicas, como baja inflamabilidad y aislamiento eléctrico, que les hacen iddoneos
para aplicaciones industriales, incluyendo fluidos aislantes eléctricos y de
transferencia de calor. Entre sus aplicaciones comerciales mas destacadas se
encuentra su uso como fluidos dieléctricos en condensadoresy transformadores, asi
como aditivos en pinturas, adhesivos, sellantes y plasticos [70,71].

Después de varios incidentes de intoxicacion humana por PCBs, como el ocurrido
en el oeste de Japdén en 1968 y otro en Taiwan entre 1978 y 1979, aumento la
preocupacién por la seguridad de estos compuestos, lo que llevé a su prohibicién. Su
descontaminacion comenzo en Estados Unidos en 1978. Sin embargo, en algunos
paises de Europa y Asia, su uso continué hasta 1980, e incluso mas tarde.
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Actualmente, no se conoce ningun pais en el mundo que continue fabricandolos;
excepto para la sintesis de pequenas cantidades con fines cientificos [70,71].

La exposicién a PCBs se ha relacionado con varios trastornos en humanos,
principalmente toxicidad en el desarrollo, inmunotoxicidad, enfermedades
metabdlicas como la diabetes tipo Il, trastornos tiroideos y problemas de salud
reproductiva tanto en mujeres como en hombres [72].

Estas sustancias conforman un amplio grupo de origen antropogénico. Sus
moléculas se caracterizan por una cadena de carbono alifatica, la cual puede ser
lineal, ramificada o ciclica, y contienen al menos un grupo fluorado, que puede serun
grupo de metilo perfluorado (-CF3-) o de metileno perfluorado (-CF,-) [73]. Estas
sustancias suelen emplearse en productos de uso diario como tensioactivos,
recubrimientos antiadherentes, tejidos impermeables o espumas antincendios [74].
A esta familia pertenecen compuestos como el perfluoro octanoato de amonio, el
metil perfluoro propil etil o el politetrafluoroetileno (PTFE), cuyas estructuras
moleculares se representan en la Figura 1 -7 [75].
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Figura 1 - 7. Estructura quimica del perfluoro octanoato de amonio, el metil perfluoro propil etil o el
politetrafluoroetileno (PTFE). Elaboracidn propia.

Las principales vias de exposicion a los CPFAs son a través de los alimentos y el
agua potable, aunque también pueden ser adsorbidos por el organismo a través de la
pielo lainhalacién de aire contaminado, ya que se han detectado en el polvo [76]. Los
efectos toxicos de estas sustancias incluyen dafos en el higado, la tiroides, el
sistema inmunitario, la calidad del esperma y presentan potencialmente
neurotoxicidad [77]. Particularmente, la exposicién al sulfonato de perfluorooctano
causa hepatotoxicidad, incluyendo hepatosteatosis y hepatomegalia, y disminuye la
produccion de hormona tiroidea. Por otro lado, el acido perfluorooctanoico puede
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provocar toxicidad hepatica, alterar los 6rganos reproductores masculinos y
femeninos, afectar los niveles de hormonas sexuales y la expresién de genes
relacionados, asi como reducir el nUmero de espermatozoides [78].

Los principales compuestos de esta familia son los bifenilos polibromados (BFRs).
Los BFRs estan formados por sustancias quimicas estructuralmente muy diferentes,
con una gran variedad de caracteristicas fisicoquimicas y de reactividad. Dentro de la
familia de los BFRs destacan los éteres de polibromodifenilos (PBDEs),
tetrabromobisfenol A (TBBP-A) y hexabromociclododecano (HBCD), que se
representan en la Figura 1 - 8 [79].

Br Br
0 CHg
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Figura 1 - 8. Estructura quimica de los éteres de polibromodifenilos (PBDEs), el tetrabromobisfenol A
(TBBP-A) y el hexabromociclododecano (HBCD). Elaboracién propia.

Estos BFRs tienen numerosas aplicaciones, por ejemplo, los PBDEs se utilizan
principalmente en equipos electrénicos (televisores, ordenadores o tarjetas de
circuitos), pero también en materiales de construccion, en el sector del transporte y
en aparatos eléctricos [80].

La exposicién a BFRs puede darse a través del aire, el polvo, o ingerido en la
comida, y esta asociada a enfermedades hepaticas, alteraciones en la homeostasis
de la hormona tiroidea, y disfunciones en los sistemas reproductor y nervioso, con
efectos negativos sobre el neurodesarrollo [81]. Especificamente, el contacto con
TBBP-A puede provocar un aumento del peso absoluto y relativo del higado, alterar la
expresion de genes relacionados con los receptores de estrégenos, la biosintesisy el
metabolismo en el higado y el Utero, asi como causar hiperplasia endometrial atipica
[82]. Entre los BFR comerciales se encuentra el FireMaster BP-6, que en estudios con



INTRODUCCION

ratas demostré su capacidad para aumentar el peso del higado, disminuir el peso
uterino gravido y afectar negativamente al peso de las crias [83].

Estos compuestos son una de las familias de tensioactivos mas utilizadas,
empleandose en detergentes domésticos, pesticidas y productos industriales. Entre
los APEOs méas comunes en el mercado se encuentran los etoxilatos de octilfenol
(EOP) y los etoxilatos de nonilfenol (ENP), que aparecen en la Figura 1 - 9 [84].
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Figura 1 - 9. Estructura quimica de los etoxilatos de octilfenol (EOP) y de los etoxilatos de nonilfenol
(ENP). Elaboracion propia.

Los APEOs son reconocidos como contaminantes persistentes debido a su lenta
y, en muchos casos, incompleta degradacion. Al ser liberados al medio ambiente, se
transforman en compuestos de cadena mas corta y alquilfenoles (AP), como el
nonilfenol (NP) y el octilfenol (OP), los cuales a menudo exhiben una mayor toxicidad
y persistencia que los compuestos originales [84,85]. Sus estructuras quimicas se
presentan en la Figura 1 - 10. Las principales fuentes de liberacion de AP al medio
ambiente son los efluentes de las estaciones depuradoras de aguas residuales
(EDAR) y los vertidos de residuos industriales [86]. Como resultado, la principal via de
exposicion de los seres humanos y la fauna a estas sustancias quimicas es a través
del agua, aunque también se observa cierta exposicion terrestre [84].

Investigaciones cientificas previas sugieren que los AP pueden estar asociados a
trastornos endocrinos en humanos, problemas de fertilidad y enfermedades del
cerebro y del sistema nervioso [87]. Mas especificamente, el NP puede imitar a la
hormona natural 17B-estradiol, compitiendo con ella por el sitio de unién al receptor
de estrégenos, posee actividad antiandrogénicay afecta negativamente a la fertilidad
[88]. Ademas, el 4-tert-octilfenol afecta a los niveles de hormonas tiroideas
(triyodotironinay tiroxina libres) [89].
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Figura 1 - 10. Estructura quimica del 4-n-octilfenol (4-n-OP) y del nonilfenol (NP). Elaboracidn propia.

Los parabenos son ésteres alquilicos del acido p-hidroxibenzoico (PHBA) que se
emplean como conservantes en alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos
debido a sus propiedades antimicrobianas y antifungicas. A esta familia pertenecen
el metilparabeno (MeP), el etilparabeno (EtP), el n-propilparabeno (PrP), el
isoporpilparabeno (iPrP), el n-butilparabeno (BuP), el isobutilparabeno (iBuP) y el
bencilparabeno (BeP) [90]. Como ejemplo, en la Figura 1 - 11 se representan las
moléculas de MeP, EtP, PrP y BuP.

La principal via de exposicién humana a los parabenos es a través de los PCPs.
Estos compuestos, una vez que son absorbidos por via dérmica o gastrointestinal, se
distribuyen sistematicamente por todo el organismo. De hecho, estudios han
detectado la presencia de parabenos en tejidos humanos, sangre, leche materna y
orina, siendo el MeP, el EtP, el PrP y el BuP los mas comunes en los fluidos biolégicos
[91].

En cuanto a los efectos adversos de los parabenos en la salud humana, la
exposicion a estos compuestos puede aumentar la proliferaciéon de ciertas células
cancerigenas [92], como las células del cancer de mama [93] o alterar la
concentracién de hormonas tiroideas, como la tiroxina y la triyodotironina [94]. Es
conocido que el MeP puede causar un aumento de la concentracion de globulina
fijadora de hormonas sexuales, mientras que el BuP disminuye la concentracién de
estradiol y aumenta la concentracion de tiroxina libre [95], ademas de disminuir la
calidad del esperma [96].
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Figura 1 - 11. Estructura quimica del metilparabeno (MeP), etilparabeno (EtP), propilparabeno (PrP)y
butilparabeno (BuP). Elaboracién propia.

Las benzofenonas constituyen una familia de moléculas caracterizadas por la
presencia de dos anillos bencénicos unidos por un grupo carbonilo, diferenciandose
entre ellas por diversos sustituyentes y patrones de sustituciéon (Figura 1 - 12). Los
miembros mas destacados de esta familia incluyen desde la benzofenona-1 (BP-1)
hasta la benzofenona-12 (BP-12). Estos compuestos se utilizan principalmente como
filtros UV y estan presentes en productos de uso diario como protectores solares,
cremas, cosméticos, lacas, lociones, tintes, champus y otros PCP. Ademas, las
benzofenonas se emplean comunmente en procesos de polimerizacidon, como
aditivos plasticos o para prevenir la pérdida de calidad en alimentos [97], [98].
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Figura 1 - 12. Estructura quimica de la benzofenona (BP), 2-4-dihidroxibenzofenona (BP-1), 2-hidroxi-
4-metoxibenzofenona (BP-3) y 2,2’-dihidroxi-4,4’-dimetoxibenzofenona (BP-6). Elaboracidn propia.

La exposicidon humana a estos filtros ultravioleta (UV) es muy comun debido a su
presencia habitual en PCPs. La principal via de exposicion es la absorciéon dérmica
resultante del uso de estos productos [99]. No obstante, también se produce una
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exposicion indirecta a las benzofenonas a través de los vertidos de aguas residuales
y durante el bafo, por ejemplo, en el mar, afectando igualmente a los individuos que
utilizan PCPs sin estos contaminantes [100].

Numerosos estudios han investigado el potencial riesgo para la salud asociado
con dicha exposicién a las benzofenonas, destacando principalmente sus efectos
adversos en la reproduccién y el desarrollo infantil, asi como su potencial
carcinogénico [100,101]. Por ejemplo, se ha encontrado una correlacién positiva
entre la concentracion de BP-3 en la orina y la artrosis [102], y la exposicién a altas
concentraciones de BP-1 podria estar asociada con la endometriosis [103]. Ademas,
se ha encontrado que BP-3 puede alterar los genes implicados en la esteroidogénesis
y las vias hormonales [104], disminuye el peso al nacer de las niflas y aumenta el peso
al nacer de los nifios [105]. Por su parte, la exposicidon de peces a benzofenona-2 (BP-
2) afecta negativamente a su reproduccion, inhibiendo el desarrollo de
espermatocitos y ovocitos [106].

Los plasticos se fabrican a partir de polimeros organicos a los cuales se les afiade
una serie de aditivos para conferirles unas propiedades determinadas de dureza,
flexibilidad o color. En los ultimos afios, se ha encontrado que algunos de estos
aditivos, como el bisfenol A (BPA) o los ftalatos, poseen propiedades de alteracién
endocrina, con la capacidad de interferir en las acciones de algunas hormonasyy, por
ende, contribuir a los problemas de salud humana [107].

Este compuesto organico sintético es un derivado del difenilmetano y los
bisfenoles cuyo principal uso es la polimerizacion en plasticos de policarbonato y
resinas epoxi, aunque también se emplea como aditivo, por ejemplo, en papel
térmico, del que puede liberarse facilmente con el calor y el tiempo. Dentro de la
familia de los bisfenoles, es el mas predominante [108,109]. En la Figura 1 - 13
aparece representada la estructura quimica del BPA.
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Figura 1 - 13. Estructura quimica del bisfenol A (BPA). Elaboracién propia.

Se trata de uno de los contaminantes mas abundantes en los ecosistemas debido
a su uso generalizado en bienes de consumo y productos basicos [107]. Se ha
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encontrado BPA, por ejemplo, en aguas superficiales y residuales, sedimentos o biota
[110-112].

Los seres humanos se encuentran expuestos directa o indirectamente al BPA a
través de la inhalacién de polvo en la industria [113], la exposicion dérmica[114] o la
ingesta, representando esta Ultima aproximadamente el 90% de las exposiciones a
este compuesto [115]. Este elevado porcentaje de exposicidn se debe principalmente
al empleo de BPA en botellas de policarbonato y latas de alimento o bebidas
recubiertas de resina epoxi[116,117].

Respecto a los efectos perjudiciales para la salud del BPA, algunos estudios
llevados a cabo en animales han encontrado una relacion entre la exposicion a este
compuestoy la disminucién de esperma, la proliferacion celular en cancer de mama
o el cambio en el desarrollo de los 6rganos reproductores masculinos [118]. Ademas,
se ha observado un aumento del riesgo de obesidad [119] y de la resistencia a la
insulina [120].

Estos compuestos son diésteres de los acidos ftalicos que suelen emplearse
como plastificantes que confieren a los plasticos mayor flexibilidad, maleabilidad y
elasticidad. Ademas, también se encuentran en cosméticos, PCPs, envases
alimentarios y productos médicos [121]. Su estructura quimica se presenta en la
Figura 1-14.
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Figura 1 - 14. Estructura quimica general de un ftalato. Elaboracion propia.

Estos productos se generan en elevadas cantidades debido a la diversidad de
aplicaciones en las que se utilizan. Por este motivo, los ftalatos han pasado a ser
compuestos ubicuos en el medio ambiente, pudiendo encontrarse en las aguas[122],
elairey el polvo [123] 0 en suelos [124], entre otros. La presencia de ésteres de ftalato
en la atmodsfera puede producir un riesgo real de exposicion por inhalacidony contacto
con la piel para la salud, pudiendo acumularse en los seres vivos a través de la cadena
alimentaria, pasando por el aguay el suelo [125].

Estudios epidemioldgicos han encontrado una fuerte relacidn entre la exposicién
a ésteres de ftalato y una disminucion de la calidad del esperma en varones o el

17



INTRODUCCION

desarrollo de sintomas de trastorno de déficit de atencidn con hiperactividad (TDAH)
en ninos [126]. En particular, la exposicién a di(2-etilhexil)ftalato, ftalato de dibutilo,
butilbencilftalato y dietilftalato puede causar, por ejemplo, diabetes tipo 2 [127].

Los fungicidas son agentes utilizados para prevenir o erradicar infecciones
fungicas en plantas o semillas, y también se emplean en medicamentos para
humanos y animales. Aunque la mayoria de los fungicidas presentan una toxicidad
baja 0 moderada, se ha demostrado que algunos pueden causar toxicidad en el
desarrollo y oncogénesis [128]. Los fungicidas azdlicos son uno de los principales
tipos de fungicidas con efectos conocidos de alteracién endocrina [129]. Ademas,
otros fungicidas como el boscalid, el ciprodinil o la iprodiona también han mostrado
efectos similares [130].

Los fungicidas azdlicos son ingredientes activos comunes en numerosos PCPs,
medicamentos de uso humano y veterinario, y pesticidas. Estos compuestos se
caracterizan por contener, al menos, una fraccién azdlica, como un anillo imidazol o
triazol [131].

Se ha detectado la presencia de algunos de estos compuestos antifingicos, como
el clotrimazol, el fluconazol, el climbazol y el epoxiconazol (Figura 1 - 15), en aguas
residuales, lodos y diversos entornos naturales, especialmente en ecosistemas
acuaticos, a menudo en concentraciones preocupantes [132].
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Figura 1 - 15. Estructura quimica de algunos fungicidas azélicos: clotrimazol, fluconazol, climbazoly
epoxiconazol. Elaboracion propia.

Algunos de los efectos conocidos de los fungicidas azélicos como disruptores
endocrinos son su interferencia en la biosintesis de hormonas esteroideas al inhibir
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enzimas de la via esteroidogénica y la capacidad para alterar el desarrollo
reproductivo, especialmente cuando la exposicidn se produce durante el embarazo
[129]. Como ejemplo de esta interferencia con las hormonas, el flusilazol puede
afectar a los niveles de androstenediona y estrona [133].

Constituyen un grupo de moléculas organometdlicas caracterizadas por la
presencia de un atomo de estaino (Sn) unido covalentemente a uno o mas
sustituyentes organicos, tales como metilo, etilo, butilo, propilo o fenilo.
Quimicamente, estos compuestos se representan mediante las formulas tipo RSnX83,
R2SnX2, R3SnX, R4Sn, donde R puede ser cualquier grupo alquilo o arilo, y X una
especie anidnica, como haluro, 6xido o hidroxido [134]. Ejemplos de OTC incluyen
tricloruro de butilestano, el dicloruro de dibutilestafno o el tributilestaio, cuyas
moléculas aparecen representadas en la Figura 1 - 16.
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Figura 1 - 16. Estructura quimica del tricloruro de butilestafo, del dicloruro de dibutilestafio y del
tributilestafo. Elaboracién propia.

Los OTC tienen una amplia gama de aplicaciones: los OTC mono-y di- sustituidos
se utilizan como estabilizantes del policloruro de vinilo (PVC), catalizadores y en el
recubrimiento de vidrio, mientras que los OTC trisustituidos se emplean como
biocidas y pesticidas, aunque estos usos estén en declive. Finalmente, los OTC
tetrasustituidos se utilizan exclusivamente como intermedios en sintesis quimica. El
uso extensivo de OTC como biocidas y en la produccion de bienes de consumo
resulta en una contaminacién continua de los medios acuatico y terrestre,
exponiendo a los seres humanos a estos compuestos a través de la contaminacion,
por ejemplo, de pescado y marisco [135].
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La exposiciéon a OTC puede provocar dafos neurolégicos, incluyendo la alteracion
del sentido del olfato y amnesia, asi como efectos hepaticos, tales como la elevacioén
de la actividad de las transaminasas séricas [136]. Particularmente, el tributilestafio
puede causar obesidad o esteatosis hepatica [137].

En este grupo se incluyen productos farmacéuticos como el antiepiléptico
carbamazepina y los principios activos de varios antidepresivos (fluoxetina,
sertralina, venlafaxina, citalopram, norfluoxetina, difenhidramina, diltiazem).
Ademas, también se encuentran anticonceptivos humanos, como el etinilestradiol, o
cualquier farmaco que presente efectos secundarios hormonales, como el
naproxeno [32].

Dentro de los agentes farmacéuticos mas empleados también se encuentra el
diclofenaco, cuya exposicion a altas concentraciones esta asociada con la alteracion
de marcadores funcionales renales como la urea, la creatinina, el acido urico y las
citocinas [138], con cambios drasticos en la actividad enzimatica [139] y con la
reduccion significativa de la velocidad de los espermatozoides [140].

La carbamazepina se sintetiza mediante el uso de 5H-dibenz[b,flazepina y
fosgeno, seguido de una reaccion posterior con amoniacoy se emplea generalmente
para el tratamiento de trastornos convulsivos y dolor neuropatico, aunque también
puede utilizarse, por ejemplo, en casos de trastorno bipolar o esquizofrenia [141]. En
la Figura 1 - 17 se presenta la estructura quimica de la carbamazepina.

N
G)\HHE

Carbamazepina
Figura 1 - 17. Estructura quimica de la carbamazepina. Elaboracidn propia.

La exposicién humana involuntaria a la carbamazepina se debe principalmente al
uso de agua residual tratada (ART) para el riego agricola [142]. Estudios realizados en
diferentes niveles tréficos como algas, cladécerosy peces, indican que este farmaco
afecta al sistema reproductor de estas especies. Los efectos observados incluyen
cambios en el comportamiento y el crecimiento, modificaciones en la fecundidad,
desarrollo de anomalias, alteraciones histolégicas en las géonadas y disminucion de
la hormona cetotestosterona [143].
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Los estrogenos son hormonas enddégenas con multiples actividades fisiologicas.
En el cuerpo humano, se encuentran principalmente en tres formas: estrona,
estradiol y estriol. Ademas, el estreol, producido durante el embarazo, y el
etinilestradiol, de origen sintético, también son relevantes. Diversas fuentes pueden
contribuir a la contaminacion ambiental con estrégenos, incluyendo descargas de
granjas de animales, mataderosy grandes centros urbanos. Los estrégenos presentes
en los excrementos, ya sea por procesos naturales o artificiales (como la terapia
hormonal o la anticoncepcién) pueden contaminar el agua y el suelo a través de
aguas residuales o fertilizacion [144,145]. La exposicidn a estos estrogenos, como por
ejemplo el 17B-estradiol, puede provocar cancer de testiculos y ovarios,
osteoporosis, enfermedades cardiovasculares y estimular la endometriosis [37].

+» Estrona (E):

La estrona es una hormona natural de tipo estrogénico producida principalmente
por los ovarios, el tejido adiposo, los fibroblastos de la piel, la placenta y el cerebro
[146]. Alas mujeres posmenopausicas que reciben terapia hormonal, se les prescribe
comunmente estrona o estradiol. Este ultimo, puede transformarse también en
estrona, lo que resulta en la excrecion de este compuesto a través de la orina y las
heces, liberandose asi al medio ambiente [23,147]. Su composicién molecular puede
observarse en la Figura 1 - 18.

t:ij

HO

Estrona

Figura 1 - 18. Estructura quimica de la estrona. Elaboracién propia.

Los altos niveles de estrona en las aguas residuales representan un riesgo
significativo, ya que la contaminacién por esta hormona puede facilitar procesos
como la feminizacion, la disfuncion reproductiva y la carcinogénesis en el entorno
circundante [23].

Como se ha comentado previamente, todos estos CDEs expuestos aparecen
habitualmente en los ecosistemas acuaticos. Existen diversas rutas a través de las
cuales los CDEs pueden llegar al medio acuatico, tales como la eliminacion de
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esiduos farmacéuticos y hospitalarios, las EDAR, la lixiviacion de productos
quimicos utilizados en articulos industriales y domésticos (por ejemplo, detergentes
y PCPs), y la liberacién de residuos pesticidas procedentes de actividades agricolas
[38], las cuales se muestran en la Figura 1 - 19.
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Pesticidas
Agricolas
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4 >
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e i
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Descargas Depuradora "“i
Industriales de Aguas ’A .

¢TI

) & » > Articulos domésticos

Residuales

Figura 1 - 19. Fuentes de CDEs en el ecosistema acudtico. Adaptacidn de Pironti et al. (2021) [38]

Por ejemplo, los parabenos y otros conservantes empleados en PCPs y
cosmeéticos, las benzofenonas utilizadas en protectores solares o el galaxolide usado
en fragancias, se liberan al agua durante su uso y lavado, para después ser
descargados al medio acuatico por las EDAR. Lo mismo sucede con los
medicamentos y los farmacos hormonales, como el ibuprofeno o el 17a-
etinilestradiol, que se excretan por la orinay acaban en el sistema de aguas residuales
[148].

Ademas, se debe tener en cuenta que el agua no es una masa estatica, sino que
sigue un ciclo que favorece la distribucion de estos CDEs. El ciclo urbano del agua
incluye todas las formas posibles por las cuales los contaminantes pueden ingresar
al medio y ser atenuados en el camino [28]. Asi,el agua de las precipitaciones puede
arrastrar los contaminantes presentes en los edificios, las calles o los campos de
cultivo, que acabaran en las aguas superficiales como rios o lagos, o infiltrandose en
acuiferos que actuan como depdsitos de agua potable. El agua de lluvia también
puede acabar en el sistema de alcantarillado, donde se mezcla con las aguas
residuales domésticas e industriales. Desde alli, puede ser descargada directamente
en las aguas superficiales en periodos de precipitaciones abundantes, cuando se
supera la capacidad del sistema de alcantarillado, o puede ser tratada en la EDAR. El
principal problema es que estas sustancias no se eliminan facilmente del agua con
los tratamientos convencionales de las EDAR, por lo que acabaran siendo vertidas
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también junto con los efluentes [28,38]. En la Figura 1 - 20 se presenta un ejemplo d
un ciclo urbano del agua genérico.
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Figura 1 - 20. Esquema de un ciclo urbano del agua genérico. Adaptacion de Pal et al. (2014) [28].

En la Tabla 1 - 1 se recoge la abundancia de estos contaminantes en diferentes
tipos de receptores acuaticos de diversos paises.

Tabla 1 - 1. Concentraciones tipicas de los CDEs en el ecosistema acuatico.

Rios
Concentracion .
CDEs Pais Ref.
(ng/L)
E 1,01-26,73
17B-estradiol 1,04-31,25
BPA 9,76-1070,22 Indonesia [149]
Triclorocarbanilida 1,22-290,32
MeP 4,56-22,33
BPA 83964,00
Triclosan 17063,00
MeP 966,00 India [24]
PrP 1430,00
BuP 104,00
Lagos
17a-etinilestradiol 84,96
BPA 47,43
Estrona 0,46 [26]
Estriol 35,69 China
BPA 0,02-3,99
Triclosan 0,24-1,05 [150]
BP-3 1,52-5,99
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Tabla 1 - 2. Continuacidn. Concentraciones tipicas de los CDEs en el ecosistema acuatico.

Agua de mar

Concentracion

CDEs (ng/L) Pais Ref.
2,3,4-
trihidroxibenzofenona 57,40
BP-1 74,00
BP-3 956,00 Rumania- [20]
Salicilato de etilhexilo 203,00 Mar Negro
Bisfenol F 11,20
Bisfenol E 16,50
BPA 165,00
Aguas residuales
OP 294,00-1300,00
NP 184,60-624,00
BPA 324,00-702,00 s
Triclosan 22,60-69,10 Pakistan [151]
E 92,40-189,2
Estriol 694,00-1776,00
17B-estradiol 0,40-15,10
17a-etinilestradiol 1,30-407,50
BPA 1,90-450,00 México [152]
4-NP 0,40-18,90
4-terc-octilfenol 0,70-58,80
MeP 1482,00
EtP 115,00
PrP 224,00 China [153]
Triclocarban 481,00
Triclosan 295,00
BP-1 1740,00
2,3,4-
trihidroxibenzofenona 303,00 Rumania [154]
4-hidroxibenzofenona 55,70
BP-3 47,40
Aguas subterraneas
Estrona 6,00
BiszePnAol E 622,1680 Eslovenia [155]
Bisfenol C 17,00
BPA 20,80
NP 39,40 China [156]
E 2,81
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El analisis de la presencia y concentracion de los CDEs, tanto en las fuentes de
emision como en las diferentes matrices en las que aparecen (agua, aire y suelos), es
de gran importancia para estimar su impacto a largo plazo. Sin embargo, este analisis
de CDEs presenta algunas dificultades [157]:

e Las matrices donde se encuentran los CDEs son muy complejas.

e Como se havisto antes en la Tabla 1 - 1, las concentraciones en las que
suelen estar presentes estos contaminantes en el medio son muy bajos
(del orden de ppt o ppb).

e Ademds de los propios CDEs también estan presentes is6meros,
enantiomeros o diasteromeros que dificultan la diferenciaciéon de
compuestos.

e Al tratarse de contaminantes emergentes, muchos de ellos
recientemente identificados, no existen métodos analiticos precisos para
su correcta identificacion y cuantificacion.

Las técnicas convencionales mas empleadas para la deteccidn, identificacién y
cuantificacion de CDEs en muestras acuosas son los métodos de separacion
cromatografica, principalmente la cromatografia de gases (CG) y la cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC), que pueden estar acopladas a un detector de
espectrometria de masas (MS) [157]. La principal ventaja de este detector MS es que
permite la identificacion de los compuestos en funcion de su relacion masa-carga
(m/z) y de la abundancia relativa de los iones moleculares y fragmentarios resultantes
de laionizacién electrénica (IE). De este modo, es posible identificar los compuestos
al compararlos con librerias comerciales de espectros de masas [158].

La eleccion entre CG o HPLC dependen en gran medida de las propiedades de los
analitos. En general, la CG se aplica a compuestos volatiles o semivolatiles, que sean
gaseosos atemperatura ambiente o tengan puntos de ebullicidon bajos [157,159]. Para
CDEs polares menos volatiles, se puede aplicar una etapa de derivatizacién, que
reduce su polaridad y mejora su volatilidad [160,161]. Sin embargo, el HPLC suele ser
la técnica preferida para analizar compuestos polares y sensibles a la temperatura,
ya que permiten su deteccidn sin derivatizacion previa. Aunque el analisis por HPLC
puede ser mas lento que por CG, el desarrollo de tecnologias como la cromatografia
liguida de ultra alta presion (UHPLC), con columnas de particulas de menos de 2 um,
ha permitido acelerar los tiempos de andlisis (<5 min) y alcanzar limites de
cuantificacion mas bajos, incluso de 10-50 ng/L [38,157]. Ademas, los sistemas de
HPLC ofrecen una gran versatilidad, pudiendo utilizarse distintas modalidades, como
la cromatografia de particion (liquido-liquido), en fase normal, en fase reversa, de
interaccion hidrofilica, de intercambio i6nico, de exclusién por tamafo, quiral y de
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afinidad [162]. En la Tabla 1 - 3 se resumen ejemplos de deteccion de CDEs en

diferentes matrices acuosas mediante estas técnicas.

Tabla 1 - 3. Ejemplos de deteccién de CDEs en aguas con técnicas de cromatografia
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Un requisito fundamental para un analisis cromatografico preciso de los CDEs es
la preparacion adecuada de la muestra. Esta etapa permite extraer eficazmente el
contaminante de la matriz ambiental en la que se encuentra. Existen diversas
técnicas que pueden emplearse para este fin, como la extraccion en fase sélida (SPE),
la microextraccion liquido-liquido (LLME) o la extraccion por microondas (MAE) [157].
Por ejemplo, Hejji et al. (2021) combinaron una técnica MAE y SPE para detectar 24
CDEs en frutas y verduras, con posterior analisis por CG-MS [168].

En el presente estudio se utilizé la técnica de SPE, que permite aislar los analitos
sobre una fase sélida, donde quedan retenidos hasta su elucién con un disolvente
adecuado. La SPE es ampliamente empleada en muestras ambientales,
farmacéuticas o alimentarias, y puede realizarse con diversos adsorbentes: 6xidos
inorganicos, adsorbentes de baja especificidad y adsorbentes especificos. Estos
materiales pueden presentarse en distintos formatos, siendo el cartucho el mas
comun (Figura 1 - 21), aunque también se emplean discos, filtros, placas o columnas
de centrifugacién [169-171].

Acondicionamiento ‘ Muestra ] Elucién ‘

il — Edjlgj

O--.______ Analito de

O interés \
A Interferencias
0

Figura 1 - 21. Representacion del proceso de SPE con cartucho. Elaboracién propia.

La eficiencia del proceso de SPE depende de muchas variables, (Figura 1 - 22),
como la cantidad de adsorbente, el volumen de muestra, el pH o el volumen de
elucion, lo que hace que el desarrollo del método sea complejo y que la optimizacién
de las variables resulte critica para obtener la mejor respuesta posible [172]. En la
Tabla 1 - 4 se presentan algunos ejemplos de recuperaciones de CDEs en aguas
mediante SPE con adsorbentes comerciales.
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( Técnicas de extraccion en fase solida 1

Tiempo de — Tipo/volumen
o Temperatura
desorcion de solvente
| |
Tiempo de fiRe
Lo cantidad de Fuerzaidnica
extraccién
adsorbente
volimende pH Agitacién

muestra

Figura 1 - 22. Variables tipicas que considerar en el desarrollo de métodos de extraccion en fase
sélida. Fuente: Adaptacién de Miller et al. (2019) [172].

Finalmente, existen también otras técnicas menos convencionales desarrolladas
para la deteccion y cuantificacion de CDEs, conocidas como técnicas
inmunoquimicas. Entre ellas se encuentran los ensayos de inmunoadsorcion ligado
a enzimas (ELISA) y el inmunoensayo de fluorescencia resuelta en el tiempo (TRFIA)
[157].

Actualmente, el desarrollo de métodos analiticos fiables para la deteccién y
cuantificacion de CDEs en muestras acuosas sigue siendo un cuello de botella en el
ambito del analisis de este tipo de muestras. Principalmente, la dificultad radica en
las bajas concentraciones que presentan estos contaminantes en matrices acuosas,
la complejidad y heterogeneidad de dichas matrices y la diversidad estructural de los
CDEs. Por todo ello, la seleccion del método de pretratamiento de las muestrasy de
las técnicas de deteccion y cuantificacion mas adecuadas resulta critica, y requiere
una buena optimizacién para garantizar la maxima recuperacion posible de los
compuestos, ademas de una alta selectividad y reproducibilidad. En este contexto, el
disefio y validacidon de un método robusto para el analisis de CDEs en muestras
complejas constituye un paso clave en la presente tesis, permitiendo abordar con
fiabilidad los estudios de eliminacién de estos contaminantes.
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Tabla 1 - 4. Aplicaciones de la SPE utilizando adsorbentes convencionales para CDEs recuperados
de muestras acuosas.
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Elenfoque general de la legislacion busca siempre limitar la exposicion humanay
ambiental a estas sustancias, debido a los efectos potencialmente peligrosos que
tienen en la salud y el ecosistema. A continuacion, se presenta un resumen de las
regulaciones en la Unién Europea (UE) y Estados Unidos (EE. UU.), que se consideran
como las mejor desarrolladas y de mayor alcance [177].
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Las estrategias a largo plazo propuestas por la UE se centran en el desarrolloy la
adaptacion de instrumentos legislativos y acciones politicas que permitan la
identificacion de peligros, asi como la evaluaciény gestidon de riesgos asociados a los
CDEs [178]. Entre estas estrategias se incluyen:

Reglamento de Registro, Evaluacién, Autorizacion y Restriccion de
Sustancias Quimicas (REACH 1907/2006): Identifica de forma temprana
las propiedades intrinsecas de las sustancias quimicas y adopta medidas
para evitar efectos negativos sobre la salud humanay el medioambiente,
promoviendo su eliminacién gradual o restriccion [179].

Regulacion de Plaguicidas (1107/2009): Establece las normas
aplicables a la autorizacion de productos fitosanitarios, incluyendo

CDEs, con el objetivo de garantizar la proteccion de la salud humana y
animal, asi como del medioambiente [180].

Regulacion de biocidas (528/2012): Define una lista de sustancias
activas permitidas en la elaboracién de biocidas, asegurando que no
tengan efectos nocivos en la salud humana o animal ni efectos
inaceptables en el medio ambiente. Para la aprobacién de nuevas
sustancias activas, es obligatorio realizar estudios especificos de
toxicidad para evaluar sus propiedades de alteracién endocrina [181].

Regulacidén sobre los productos cosméticos (1223/2009): Establece las

normas que deben cumplir todos los productos cosméticos
comercializados para proteger la salud humana. Entre las sustancias
prohibidas en productos cosméticos se encuentran CDEs como el
isopropilparabeno o la benzofenona [182].

En EE. UU., existen dos entidades encargadas de regular este tipo de sustancias.
Por un lado, la Administraciéon de Alimentos y Medicamentos (FDA) se encarga de las
principales leyes de la regulacién quimica sobre alimentos y aditivos alimentarios,
medicamentos y cosméticos. Por otro lado, la EPA se encarga de las leyes relativas a
pesticidas y otros productos quimicos comerciales no cubiertos en otros lugares

[177]:

La EPA regula los CDEs bajo el Programa de Evaluacion de Disruptores
Endocrinos (EDSP). La EPA implementa programas que evallan e
investigan los posibles efectos endocrinos asociados con el uso de
determinados quimicos. Ademas, toma las medidas necesarias para
mitigar los riesgos asociados y garantizar la protecciéon de la salud
publica y el medio ambiente. Por ejemplo, en la lista de ingredientes
activos para pesticidas aparecen el acefatoy el carbarilcomo sustancias
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con potencial para interactuar con los sistemas hormonales de
estrégeno, andrégeno o tiroides [183].

e |LaFDA esresponsable de garantizar la seguridad de los medicamentos
humanosy veterinarios, productos biolégicos y dispositivos médicos, asi
como de la seguridad del suministro de alimentos y cosméticos [184].
Sin embargo, la FDA presenta menos restricciones que la UE,
permitiendo, por ejemplo, el uso de NP, BPA, tributilestafo, triclosany
algunos ftalatos en materiales en contacto con alimentos [177].

Otras regulaciones menos estrictas incluyen, por ejemplo, la Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) en Brasil, que controla la produccién, comercializacion
y uso de productos y servicios sujetos a regulacidon sanitaria [185]. El principal
problema que presenta es que, aunque ha llevado a cabo estudios sobre el potencial
carcinogénico de compuestos como el glifosato, no dispone de una lista clara de
CDEs prohibidos. También destaca el Convenio de Estocolmo sobre Contaminantes
Organicos Persistentes, que restringe algunos CDEs como el DDT o los PCBs [186].

Como se ha visto, uno de los grandes desafios pendientes de la identificacion y
regulacion de estos compuestos a nivel global es la falta de criterios unificados,
sumado a la dificultad de demostrar los efectos especificos en humanos cuando la
exposicién es cronica o multifactorial [187].

Existen diferentes tipos de métodos para eliminar los CDEs en los efluentes de
aguas residuales, que pueden dividirse en tres grupos: tratamientos fisicos, quimicos
y electroquimicos, y biolégicos [188].

Esta técnica se emplea habitualmente en el tratamiento primario y secundario de
las EDAR, aunque resulta bastante ineficiente para la eliminacién de CDEs [189]. Por
ejemplo, cuando se sometié a un tratamiento de sedimentacién un lixiviado de
vertedero enriquecido con 100 pg/L de 4-t-octilfenol, 4-n-octilfenol, NP y BPA, y 50
pg/L de dietil ftalato, ftalato de dibutilo, ftalato de butilbencilo y dietilhexil ftalato, se
encontré que la distribucién sélido-liquido en sedimento/sobrenadante fue bastante
inferior al 50% para todos los compuestos, excepto para el NP, donde fue superior al
90% [190].

Estas tecnologias son consideradas las mas efectivasy fiables para la eliminacién
de CDEs presentes en aguas residuales. Ademas, se caracterizan por su facil
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operacion, alta flexibilidad de uso, ausencia de subproductos nocivos y rentabilidad
[188].

La eficiencia del proceso de adsorcion depende de varios parametros del
adsorbente, como su area especifica, la hidrofobicidad o hidrofilicidad de su
superficie, la presencia de grupos funcionales y la densidad. En cuanto al adsorbato,
sus propiedades mas significativas son la solubilidad y el tamafio molecular.
Ademads, otros parametros como el pH de la solucién, la temperatura y otras
condiciones operativas también pueden influir significativamente en la adsorcion
[188].

Entre los adsorbentes mas utilizados se encuentran las zeolitas, minerales,
estructuras metal-organicas, carbdn activado, biochar, hidrochar activado,
nanotubos de carbono, grafenos, materiales compuestos de carbdén activado y
nanocompuestos mesoporosos de polimeros y arcilla [191]. El carbdn activado es
considerado uno de los adsorbentes mas efectivos para el tratamiento de aguas
debido a su gran area superficial y naturaleza quimica [188]. Por ejemplo,
Ndagijimana et al. (2019) lograron eliminaciones entre el 100% y el 75% de BPA
utilizando polvo de carbén activado a partir de una concentracion inicial de 40 mg
BPA/L [192]. Zhao et al. (2019) encontraron eliminaciones del 99% de BPA,
carbamazepina y dietil ftalato en una hora con una concentracién inicial de 1 ppm
empleando carbén activado granular [193]. Otros adsorbentes, como el éxido de
grafeno, presentan menores recuperaciones, por ejemplo, entre el 72% vy el 35% para
el estriol, partiendo de una concentracion inicial de 5 ppm [194].

Las tecnologias basadas en membranas también se presentan como métodos
prometedores para la eliminacién de CDEs. Aunque estos procesos tienen altos
costes asociados, ofrecen algunas ventajas significativas como un amplio rango de
selectividad, la capacidad de operar de manera continua, la ausencia de
subproductos o metabolitos, y su facil adaptaciéon a los tratamientos de aguas
convencionales. La eliminacion de CDEs mediante estas tecnologias se lleva a cabo
a través de tres mecanismos principales: exclusion por tamafo, repulsion de carga e
interacciones fisicoquimicas, como el peso molecular, la solubilidad en agua y las
propiedades electroestaticas [188,195].

Existen diferentes tipos de membranas que se clasifican segun el tamafo de poro
y el peso molecular de corte, asi como la fuerza que controla el transporte de los
solutos a través de las fases. Las membranas mas empleadas en la eliminacién de
CDEs son las de microfiltracién, ultrafiltracién, nanofiltracién y dsmosis inversa,
ordenadas de mayor a menor tamafo de poro y de menor a mayor presion de trabajo
[195].
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Como ejemplos de efectividad de estos métodos, Dai et al. (2021) encontraron
tasas de rechazo del 53,7%, 69,1%, 79,1% y 91,3% para MeP, EtP, PrP y BeP,
respectivamente, utilizando una membrana de nanofiltracién con una concentracion
de parabenos de 1 g/L [196]. Ademas, Aziz et al. (2020) lograron eliminaciones del
84% y 100% de 17B-estradiol y testosterona, respectivamente, empleando
membranas de 6smosis inversa y nanofiltracion [197].

La cloracién es el método convencional més empleado en procesos de
tratamiento de aguas potables y residuales. Se emplea como método de desinfeccion
quimica para eliminar microorganismos, ya que es capaz de interrumpir la actividad
respiratoria de la membrana celular. En cuanto a su uso como método de eliminacién
de CDEs, su eficacia depende del tipo de contaminante, las dosis de cloro
empleadas, el tiempo de contacto y el pH [189]. Por ejemplo, se han encontrado
eliminaciones entre el 60-74% para NP, entre el 75-80% para BPA y entre el 77-84%
para triclosan, utilizando diferentes dosis de cloracion [198]. Sin embargo, también
se han reportado eliminaciones inferiores. Noutsopoulos et al. (2015) alcanzaron
eliminaciones de aproximadamente el 10% para ibuprofeno y del 20% para el
ketoprofeno y etoxilatos de nonilfenol, empleando también diferentes dosis de cloro
inicial [199].

Elozono es un gas altamente reactivo, capaz de oxidar bacterias, materia organica
y contaminantes en los sistemas de aguas residuales. La optimizacién de un proceso
basado en ozono depende de diversos factores, tales como la cantidad de ozono, la
densidad energética aplicada, el tipo de catalizador, la temperatura, el caudal de aire
y la presion [189]. Dogruel et al. (2020) reportaron que la eficiencia del proceso de
ozonizacién aplicado a diclofenaco, ibuprofeno, naproxeno, ciprofloxacina,
sulfametoxazol, atenolol, propanolol, estradiol, etinilestradiol, carbamazepina, BPA,
cafeina, hidroxi diclofenaco, dihidroxi diclofenaco, hidroxi ibuprofeno, paraxantina,
dihidroxi carbamazepina, epoxi carbamazepina y acetil sulfametoxazol, fue superior
al 80% para 7 de estos compuestos, mientras que 4 mostraron eficiencias entre el 50
y el 80%, y el resto presentaron eliminaciones por debajo del 50% [200].

La fotocatalisis es un proceso de oxidacion que implica la formacion de radicales
hidroxilo (-OH) mediante la accién de luz UV, utilizando un o6xido metélico
semiconductor como catalizador. Esta tecnologia es capaz de descomponer y
mineralizar compuestos persistentes, tanto orgdnicos como inorgénicos, en diéxido
de carbono (CO,), agua y compuestos inorganicos mas simples, empleando la luz
como fuente de energia. Entre los 6xidos metalicos semiconductores mas utilizados
en fotocatalisis se encuentran el TiO,y el ZnO. La eficiencia en la eliminaciéon de CDEs
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en aguas residuales mediante este proceso depende de varios factores, como la
temperatura, la superficie del semiconductor y la intensidad de la luz seleccionada
[188,201]. Por ejemplo, Vela et al. (2019) encontraron eliminaciones entre el 50% y
100% al tratar seis pesticidas con una concentracion inicial de 0,3 mg/L de cada uno,
utilizando ZnO y afiadiendo Na,S,05 [202].

La electrocoagulacion es una tecnologia avanzada que combina métodos
convencionales de coagulacién, flotacidn y electroquimica. Este proceso consta de
tres pasos [188]:

e Formacidn del coagulante mediante la disolucion de los iones metalicos
del electrodo anddico.

e Desestabilizacidon de contaminantes y particulas en suspension.

e Desemulsificacién y agregacion de fases insolubles y formacion de
fléculos.

Los metales mas empleados en los procesos de electrocoagulacién son el
aluminio y el hierro. Estudios previos han reportado eficiencias de eliminacion
superiores al 80% para concentraciones iniciales de 200 ug/L de E, 17B-estradiol,
estrioly 17a-etinilestradiol, empleando electrodos de hierro [203].

Estos procesos han experimentado mejoras significativas en la ultima década,
principalmente debido a los avances en los materiales de los electrodos y al empleo
de fuentes de energia renovables mas econdmicas. El principio de estas técnicas se
basa en el uso de anodos con un elevado potencial de oxidacién, que consumen
energia eléctrica para degradar los contaminantes. Como resultado, se generan
agentes superoxidantes, como los -OH, en la solucién, capaces de mineralizar
completamente dichos contaminantes. Sin embargo, los EAOPs son procesos
complejos debido a la gran cantidad de parametros de operacioén involucrados, tales
como el tipo de electrodo, el tiempo de tratamiento, la intensidad de corriente
aplicada, asi como el pH y la conductividad del medio [188]. Como ejemplo de la
eficacia de este método, Calzadilla et al. (2021) lograron ratios de mineralizacion
superiores al 70% en un efluente de tratamiento secundario real dopado con 30
farmacos [204].

Pese a que el objetivo fundamental del proceso de fangos activos es la eliminacion
de la materia organica biodegradable presente en las aguas residuales mediante un
conjunto de microorganismos que la utilizan como sustrato y la descomponen [10],
este tratamiento también ha resultado ser efectivo en la eliminacion de CDEs en las
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EDAR. Ya en 1974, se reportaron porcentajes de eliminacion entre el 83 y el 90%
empleando etoxilatos de nonilfenol con una concentracion inicial de 5 ppm de cada
uno de ellos [205]. Posteriormente, Nakada et al. (2006) encontraron eficiencias de
eliminacioén del 86% para E, 90% para 17B-estradiol y del 100% para estriol con este
tratamiento [206]. Mas recientemente, se ha investigado la posibilidad de emplear el
residuo solido del tratamiento de fangos activados como adsorbente para eliminar
CDEs, alcanzando capacidades de adsorcion maximas de 6,14 pg/g de 17p-estradiol
y de 7,15 pg/g de 17a-etinilestradiol [207].

No obstante, a pesar de su potencial, para que el tratamiento convencional de
fangos activos pueda implementarse como estrategia especifica para la eliminacién
de CDEs en una EDAR seria necesario realizar ajustes significativos. Estos incluyen el
aumento de la cantidad de fango y los tiempos de retencidn hidraulicos, la reduccion
de la relaciéon nutrientes/microorganismos y modificaciones estructurales en el
disefio de la planta existente [208].

Los biorreactores de membrana (MBR) representan un avance prometedor en el
tratamiento de aguas, ya que ofrecen mayor flexibilidad para operar a tiempos de
retencidon del fango mas prolongados. Esta tecnologia combina el tratamiento
biolégico convencional de fangos activos con un proceso de filtraciéon mediante
membranas con didmetros de poro entre 0,02 y 0,4 pm, que permiten separar
eficazmente los microorganismos del agua tratada [209]. Los parametros operativos
qgue influyen en la biodegradacién de CDEs con este tratamiento incluyen el tiempo
de retencion del fango, el tiempo de retencidn hidraulico, la DQO, la temperaturay el
pH [188]. S6zlidogru et al. (2022) reportaron eliminaciones de entre el 35% y el 100%
para carbamazepina, BPA, 17a-etinilestradiol, triclosan, EtP, MeP, B-estradiol,
tonalide, galaxolide y E usando un sistema MBR andxico/d6xico de lamina plana
sumergida [210].

Las lagunas de aireacién se presentan como una alternativa viable para el
tratamiento de aguas en comunidades rurales, ya que ofrecen gran flexibilidad y son
mas econdmicas que otros tratamientos convencionales y avanzados de aguas
residuales [188]. Estas lagunas son estanques de poca profundidad, generalmente
entre 0,5y 1 m, que no estan disefiados para tratar altas cargas organicas. En su
interior proliferan bacterias aerobias, protozoos y algas [10]. En cuanto a su eficacia,
estudios han demostrado una eliminacién del 52,5% de estradiol empleando agua
residualreal [211].

Los tratamientos anaerobios se emplear habitualmente en aguas residuales con
alta carga de materia organica biodegradable, ya que aplicar un tratamiento aerobio
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en estas condiciones supondria un consumo energético excesivo. No obstante, el
principal inconveniente de los procesos anaerobios es su baja velocidad [10].
Estudios que combinan farmacos, como el ibuprofeno o el naproxeno, con CDEs,
como el BPAy el NP, han encontrado eliminaciones de estos compuestos entre el 20
y el 80% durante la digestién anaerobia de lodos [212]. Adem3s, Paterakis et al. (2012)
alcanzaron eliminaciones totales de estrégenos (E, 17B-estradiol, estriol, estrona-3-
sulfatoy 17a-etinilestradiol) en fango procedente del tratamiento primario del 53% en
condiciones mesofilicasy del 51% en condiciones termofilicas [213].

Se han estudiado numerosos microorganismos para evaluar su capacidad de
degradar CDEs, incluyendo hongos, levaduras, bacterias, microalgas y, mas
recientemente, consorcios microbianos formados varias especies [195].

En este sentido, Lzaod et al. (2022) investigaron la degradacién de 4,4'-
dihidroxibifenilo mediante las enzimas oxidativas extracelulares, particularmente
lacasas, producidas por el hongo Trametes versicolor, alcanzando eliminaciones del
65% en tan solo 20 minutos [214]. Asimismo, Kasonga et al. (2019) reportaron
eficiencias de eliminacion del 89,77%, 95,80% y 91,41% para carbamazepina,
diclofenaco e ibuprofeno, respectivamente, partiendo de una concentracién inicial
de 1 ppm de cada compuesto tras 24 horas de tratamiento con un consorcio fungico
compuesto por Aspergillus niger, Mucor circinelloides, Trametes polyzona,
Trichoderma longibrachiatum y Rhizopus microsporus [215].

En cuanto al uso de levaduras para la eliminacién de CDEs, Debs et al. (2019)
emplearon biomasa de levadura residual procedente de la industria del etanol para
eliminar 17a-etinilestradiol y E mediante bioadsorcién, obteniendo eficiencias de
eliminacién de entre el 50% y el 60% para el primero, y del 30% al 70% para el
segundo, con concentraciones de contaminante comprendidas entre 1 y 5 mg/L
[216].

Respecto la capacidad de algunas bacterias para degradar contaminantes,
Eltoukhy et al. (2020) demostraron que Pseudomonas putida fue capaz de eliminar
aproximadamente el 60% de bisfenol B y el 67% de bisfenol F, partiendo de una
concentracion inicial de 100 mg/L. Sin embargo, obtuvieron menores eficiencias de
degradacion con bisfenol S (30%), ftalato de dibutilo (20%) y ftalato de dietilhexilo
alrededor (18%) [217]. Por otro lado, Palma et al. (2021) aislaron cepas bacterianas
de fangos procedentes de una EDAR capaces de eliminar 17a-etinilestradiol. Entre
ellas se encontraron Acinetobacter bouvetii, Acinetobacter kookii, Pantoea
agglomeransy Shinella zoogloeoides, que alcanzaron porcentajes de degradacion del
47%, 55%, 64% y 35%, respectivamente, a partir de una concentracion inicial de 13
mg/L tras 168 horas [218].
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Aunque en secciones posteriores se profundizara en la aplicacién de microalgas
para eliminar CDEs en aguas residuales, cabe destacar que existen trabajos que han
obtenido resultados satisfactorios en este campo. Asi, Ahn et al. (2024) obtuvieron
eliminaciones del 87,1%, 80,1%, 79,2% y 77,1% con Chlamydomonas mexicana,
Chlorella vulgaris, Chlorella sorokiniana 'y Scenedesmus obliquus, respectivamente,
a partir de una concentracion inicial de 0,2 mg/L de bisfenol AP (BPAP) en 12 dias. Al
aumentar la concentracion a 1 mg BPAP/L, las eliminaciones fueron 86,5%, 86,0%,
56,5% y 78,9%, respectivamente [219]. Ademas, Huang et al. (2019) alcanzaron
eliminaciones del 65% y el 92% partiendo de 1y 0,5 mg/L de 17B-estradiol en 10 dias
empleando Chlorella [220].

Como ejemplo de consorcio de microorganismos, Fu et al. (2023) consiguieron
una eliminacion del 57,5% de 20 mg BPA/L en 5 dias con un consorcio de la microalga
Chlorella pyrenoidosa con la bacteria Acinetobacter sp. [221].

Pese a la eficacia demostrada de los procesos mencionados en apartados previos
para eliminar diferentes CDEs, muchos presentan limitaciones practicas o
economicas. Por ejemplo, los métodos de adsorcion presentan un problema a la hora
de eliminar el adsorbente, que se encuentra concentrado en contaminantes, de
forma segura para el medioambiente. Por otro lado, la aplicacién de microfiltracion o
ultrafiltracién como tratamiento terciario para la eliminacién de CDEs implica costes
energéticos muy elevados para mantener una velocidad de paso adecuada a través
de la membrana. En cuanto a la cloracidn, se sabe que es eficiente en procesos con
grupos funcionales fenol y amino y sus derivados, pero no reacciona con cetonasy
alcoholes, lo que la hace un proceso demasiado selectivo. Asimismo, actualmente
existen pocas instalaciones operativas basadas en procesos de oxidacion avanzada
debido a su alto costo en instalaciones a gran escala. Las desventajas que presentan
los procesos de fangos activos ya se han comentado previamente. Finalmente, si se
emplea un proceso de tratamiento anaerobio para eliminar CDEs, el biosdlido
generado no podra ser reciclado en terrenos agricolas o vertederos, debido a su
contenido en contaminantes recalcitrantes [208].

Frente a estas limitaciones, las tecnologias basadas en microorganismos -
especialmente en microalgas - han surgido como una alternativa versatil y
prometedora para el tratamiento de CDEs presentes en aguas residuales. Entre sus
ventajas, las microalgas presentan una elevada eficiencia fotosintética, rapido
crecimiento y un valor econémico sustancial. Asimismo, son capaces de eliminar
simultaneamente diferentes contaminantes, ademas de nutrientes, sin necesidad de
energia adicional o costes elevados, ya que la fuente de nutrientes para la produccion
de biomasa puede proceder de recursos reciclables, fijan CO, durante la fotosintesis
y la biomasa cosechada puede convertirse en productos de alto valor anadido, que
incluyen biodiesel y fertilizantes [222]. Debido a este potencial, la presente tesis se
centra en la evaluacion de la eliminacion de CDEs mediante microalgas.

37



INTRODUCCION

38

1.3. Métodos basados en microalgas para la
eliminacion de CDEs de las aguas residuales

Las microalgas se definen estrictamente como microorganismos unicelulares,
eucariotas y fotosintéticos que, habitualmente, habitan en ambientes acuaticos,
tanto marinos como de agua dulce. Aunque las cianobacterias son organismos
procariotas y, por lo tanto, no son verdaderas algas, suelen incluirse dentro de este
término debido a sus similitudes fisioldgicas y ecoldgicas con las microalgas
eucariotas. En este sentido, las cianobacterias, también conocidas como algas
verdeazuladas, representan el grupo de microalgas procariotas, mientras que las
microalgas eucariotas incluyen principalmente a las diatomeas y a las algas verdes.

En cuanto a su origen evolutivo, se estima que la fotosintesis surgié hace
aproximadamente 3,5 mil millones de afios en las cianobacterias, particularmente en
los océanos. Posteriormente, tras un proceso evolutivo de entre 1y 1,5 mil millones
de afos, aparecieron los organismos eucariotas [223,224].

Estos organismos unicelulares fotosintéticos tienen la capacidad de generar
biomasa a partir de sustancias inorganicas y elementos minerales completamente
oxidados, mediante la conversion de energia luminosa durante la fotosintesis.
Ademas, su produccion no genera contaminacion ambiental, contribuyen a la fijacion
de CO, mientras generan oxigeno, requieren un consumo relativamente bajo de agua
y puede cultivarse en terrenos no aptos para la agricultura [225].

Las microalgas presentan diversas aplicaciones en distintos sectores, entre ellas
[226]:

e Productos de alto valor afiadido, como carotenoides, acidos grasos
poliinsaturados y ficobiliproteinas. La Figura 1 - 23 muestra un enfoque de
biorrefineria para la extraccién de diversos compuestos bioactivos a partir
de biomasa microalgal.

e Biomasa completa para nutracéuticos, alimentos y piensos. Las
microalgas contienen sustancias bioactivas con propiedades
antioxidantes, antibacterianas, antivirales, antitumorales, regenerativas,
antihipertensivas, neuroprotectoras e inmunoestimulantes [225].

e Extractos o biomasa procesada para producir biofertilizantes y
biocombustibles. Estos organismos pueden emplearse como materia
prima en la produccién de biodiésel, biogas, biohidrégeno, bioetanol,
butanol, bioaceite, carbdn vegetal e incluso energia [227].

e Microorganismos vivos utilizados en procesos de biorremediacion de
aguas residuales, suelos y gases. Gracias a su capacidad de crecimiento
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en diversas condiciones y tipos de aguas residuales, las microalgas se
utilizan en procesos de descontaminacion y tratamiento ambiental [3].
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Figura 1 - 23. Biorrefineria de extraccion de componentes a partir de biomasa microalgal. Adaptacion
de Koyande et al. (2019) [228].

El cultivo de microalgas con fines de investigacion se inicié en 1890, cuando
cientificos holandeses aislaron el alga verde Chlorella y lograron mantenerla en
cultivo puro en el laboratorio. Décadas mas tarde, en la década de 1970, comenzé el
cultivo de microalgas a nivel comercial, destacando la produccién de Arthrospira 'y
Chlorella [224].

El crecimiento de microalgas esta influenciado por diversos factores y
parametros, como la composicién del medio de cultivo, la fuente e intensidad de luz,
la disponibilidad de nutrientes y CO,, la temperatura, el pH, la salinidad, la
concentracion de oxigeno y la agitacion del cultivo. Estos elementos juegan un papel
crucial en la optimizacion del crecimiento y la productividad de las microalgas [229].

Y

<% Temperatura:

La temperatura es uno de los factores ambientales mas determinantes en el
crecimiento de las microalgas, ya que influye en su tasa de crecimiento, tamafo
celular, composicion bioquimica y requerimientos de nutrientes. La temperatura
6ptima para su desarrollo varia entre 15°C y 35°C, dependiendo de la cepa, aunque
algunas especies mesofilicas pueden tolerar temperaturas superiores a 40°C.
Temperaturas por debajo del rango éptimo reducen la tasa de crecimiento, mientras
que el sobrecalentamiento es particularmente critico, ya que puede provocar dafos
celulares irreversibles [225,229].
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Por ejemplo, Monoraphidium sp., cultivada en aguas residuales industriales,
mostré un crecimiento 6ptimo durante siete dias a temperaturas entre 25°C y 35°C.
Sin embargo, cuando la temperatura alcanzé 40°C, su crecimiento comenzdé a
disminuir gradualmente a partir del segundo dia de cultivo [230]. De manera similar,
Chaetoceros sp. exhibié un buen crecimiento en el rango de 25°C a 35°C, pero su
desarrollo se redujo a 40°C. En el caso de Tetraselmis suecica, temperaturas
superiores a 30°C resultaron letales, con su maxima tasa de crecimiento especifica
registrada a 25°C. Por otro lado, Nannochloropsis sp. crecié de manera eficiente entre
25°C y 35°C, aunque su tasa de crecimiento disminuyd a medida que aumentaba la
temperatura [231].

< Nutrientes:

La composicién bioquimica de las microalgas esta fuertemente influenciada por
las condiciones de cultivo, especialmente en escenarios de limitacidon de nutrientes.
Un medio de cultivo 6ptimo debe proporcionar los elementos inorganicos esenciales,
entre ellos fésforo (P), nitrégeno (N) y hierro (Fe), fundamentales para el crecimiento
celular. En este sentido, los macronutrientes clave para el crecimiento autotréfico
incluyen el carbono (C), el Ny el P, ya que desempefan un papel crucial en la
biosintesis de moléculas esenciales.

Ademas, para un desarrollo adecuado de las microalgas, el medio de cultivo debe
contener oligoelementos en concentraciones traza, como el Mg, S, Ca, Na, C|, Fe, Zn,
Cu, Mo, Mn, B y Co. La mayoria de estos micronutrientes pueden encontrarse de
manera natural tanto en aguas residuales como en agua de mar, lo que permite su
aprovechamiento en cultivos de microalgas [225,231].

o Carbono:

Aproximadamente el 50% de la biomasa de microalgas esta compuesta por C. Las
microalgas pueden utilizar CO, y aniones bicarbonato (HCO3;) como fuentes de
carbono inorganico para la fotosintesis; sin embargo, no pueden asimilar el ion
carbonato (CO3%) como fuente de carbono.

Por otro lado, algunas especies de microalgas pueden utilizar fuentes de carbono
organico en su crecimiento, los cuales incluyen azlcares (glucosa, galactosa y
fructosa), alcoholes (glicerol y etanol) y acidos (acetato). En cuanto a las
concentraciones de carbono requeridas, estas deben ser elevadas, ya que el C es el
principal constituyente de las sustancias organicas sintetizadas por las células,
como carbohidratos, proteinas, acidos nucleicos, vitaminas y lipidos [231,232].

o Nitrégeno:

EL N es el segundo elemento mas abundante en la biomasa de microalgas,
después del C, representando entre 1% y 14% de su peso seco. Las microalgas
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pueden asimilar nitrégeno inorganico a partir de diversas fuentes, incluyendo nitrato
(NO3), nitrito (NO2) y amonio (NH,"). Generalmente, el amonio es la opcion preferida,
ya que su asimilacion requiere un menor gasto energético, siempre que se trate de la
fuente de nitrogeno preferencial para la especie cultivada. Ademas, algunas
microalgas son capaces de utilizar fuentes de N organico disuelto, como
aminoacidosy urea.

El N asimilado se transforma en proteinas, acido ribonucleico (ARN) y ADN, los
cuales constituyen aproximadamente 70-90%, 10-15% y 1-2% del nitrogeno celular
total de la microalga, respectivamente. En condiciones de déficit de nitrégeno, las
microalgas alteran su metabolismo, favoreciendo la sintesis de lipidos y
carbohidratos (polisacaridos), ademas de experimentar cambios en la coloracion
celular, los cuales se deben a una disminucién en la cantidad de clorofilas y un
aumento en la acumulacion de carotenoides [225,231,232].

o Fésforo:

El fédsforo es otro nutriente esencial para el crecimiento de las microalgas y para
diversas actividades metabdlicas celulares, representando entre el 0,05% y el 3,3%
de su peso seco. Este elemento es fundamental en la sintesis de acidos nucleicos,
como ADN y ARN, necesarios para la expresion genética, asi como en la produccion
de adenosin trifosfato (ATP), la principal molécula de almacenamiento y transferencia
de energia. Ademas, el P es un componente principal de los fosfolipidos, los cuales
constituyen la mayor parte de la membrana celular.

Las microalgas asimilan preferentemente P inorgéanico, el cual se encuentra en
forma de fosfatos (PO,*), hidrogenofosfato (HPO,*) y dihidrogenofosfato (H,PO*),
siendo los ortofosfatos la principal fuente de este nutriente.

Aligual que ocurre con el N, la composicién de la biomasa se ve afectada por la
disponibilidad de fdsforo, influyendo en el contenido de lipidos y carbohidratos.
Ademas, las microalgas cuentan con un mecanismo de acumulacion de reservas
intracelulares de fosforo, permitiéndoles almacenarlo y utilizarlo en condiciones de
agotamiento de fosfato en el medio [225,231,232].

% CO,:

Otro factor clave en el crecimiento de las microalgas es la disponibilidad de CO,.
Parte del carbono fijado por las microalgas se utiliza para el mantenimiento celulary
el crecimiento, mientras que el resto se almacena en diferentes formas segun la
especie. Se estima que para generar 1 kg de biomasa se requieren entre 1,8y 2 kg de
CO,, lo que hace que la concentracion de este gas en el aire (0,03%) sea insuficiente
para un cultivo eficiente. Por ello, para optimizar la fotosintesis, es necesario
enriguecer el medio de cultivo con una fuente adicional de carbono, ya sea en forma
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de sales, como el bicarbonato, o mediante la inyeccién de aire con mayor
concentracién de CO, [225,231].

En este sentido, Aditya et al. (2023) estudiaron el efecto de distintas
concentraciones de CO, en el crecimiento de Scenedesmus sp., observando que el
incremento en la concentracion de CO, favorecia el crecimiento de la microalga. Sin
embargo, también detectaron que a medida que aumentaba la disolucién de CO,, el
pH del medio disminuia debido a la naturaleza acida de este gas, lo que resalta la
importancia de mantener un equilibrio adecuado en las condiciones del cultivo [233].

< pHysalinidad:

El pH es un factor fundamental en el cultivo de microalgas, ya que influye en
multiples procesos celulares, como el metabolismo energético, la sintesis de
proteinas, la estructura y funcion de los organulos celulares, entre otros. Ademas, el
pH no solo afecta directamente a las microalgas, sino que también determina la
solubilidad de los minerales y el CO, en el medio de cultivo.

La variacion de pH en el medio esta influenciada por su composicién, capacidad
tampodn, cantidad de CO, disuelto, temperaturay actividad metabdlica de las células.
A medida que las microalgas metabolizan los nutrientes, el pH puede cambiar. Por
ejemplo, cuando las microalgas consumen NH,", se liberan protones que acidifican
el medio, al igual que ocurre con la disoluciéon de CO,, que se convierte en acido
carbénico.

Cada especie de microalga tiene un rango especifico de tolerancia al pH, lo cual
afecta directamente en su crecimiento. Sin embargo, en términos generales, los
valores Optimos para el cultivo de microalgas suelen situarse entre un pH neutroy
ligeramente alcalino (7-10), ya que en estas condiciones el CO; se captura de manera
mas eficiente de la atmodsfera, favoreciendo la produccion de biomasa. No obstante,
cuando el pH supera 9,5 la cantidad de clorofila tiende a disminuir [225,231,234]. Por
ejemplo, en el caso de C. sorokiniana, se ha determinado que el pH 6ptimo para su
crecimiento en medio PE-001A es 6, observdndose una reduccién del crecimiento en
rangos de pH entre 7 y 9 [235]. Con C. vulgaris, se encontré que el pH éptimo para
maximizar el crecimiento en un biorreactor en medio Bristol 3 N estaba entre 6,5y 7
[236].

El pH también influye en la disponibilidad de los nutrientes presentes en el medio
de cultivo [231]:

e Carbono: Un aumento del pH, causado por la acumulacién de OH" durante
la fijacion fotosintética de CO,, desplaza el equilibrio del carbono inorganico
hacia la formacién de CO3s%, una fuente poco accesible para las microalgas.
Por otro lado, una disminucion del pH favorece la presencia de CO,, que es
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la fuente preferente de C, aunque este puede liberarse a la atmdsfera;
disminuyéndose en el medio de cultivo la concentracidon de este nutriente.

e Nitrégeno: Si la fuente de nitrogeno es NH,", un pH elevado reduce la
concentracion de nitrégeno disponible para las microalgas, ya que favorece
la conversidon de NH;" en amoniaco, que puede volatilizarse y perderse del
medio de cultivo debido a la aireacién.

e Fodsforo: Valores altos de pH pueden provocar la precipitacion de fosfatos
(fosfato de calcio, fosfato de hierro y fosfato de aluminio), reduciendo asi la
disponibilidad de este nutriente esencial.

Dado elimpacto del pH en el crecimiento de las microalgas y la disponibilidad de
nutrientes, es crucial monitorearlo y ajustarlo durante el cultivo. Para minimizar las
fluctuaciones de pH, se pueden emplear soluciones tampdn; sin embargo, su uso en
sistemas de cultivo a gran escala es inviable debido a los elevados costos de
produccién. Una alternativa mas eficiente es el control del pH mediante la inyeccion
de aire atmosférico o enriquecido en CO,, ya que la disolucién de este gas en el medio
contribuye a reducir el pH [225].

Otro factor relevante en el cultivo de microalgas es la salinidad, especialmente en
cultivos abiertos, donde la evaporacién tiende a aumentar su concentracion. Algunas
especies, en particular las de agua dulce, presentan una tolerancia muy limitada a
variaciones en la salinidad. Un estudio realizado por Haris et al. (2022) analizé el
efecto de diferentes concentraciones de salinidad (0, 10, 20, 30 y 40 ppt de NaCl) en
el crecimiento de Tetraselmis chuii, C. vulgaris e Isochrysis galbana. Se observo que
T. chuii logré crecer en todas las concentraciones de salinidad excepto para 0 ppt,
aunque con menor densidad celular a 10y 20 ppt en comparacion con 30y 40 ppt. En
el caso de C. vulgaris, la especie mostré una mejor adaptacion a todas las
concentraciones de salinidad, alcanzando su maximo crecimiento a 10 ppt.
Finalmente, /. galbana crecio en todas las concentraciones de salinidad excepto a 0
ppt, registrando los valores maximos de crecimiento a 24 ppty 30 ppt [237].

< Intensidad de la luz, longitud de onda y fotoperiodo:

La intensidad luminica es un factor clave en la fase fotoquimica de la fotosintesis,
ya que influye directamente en la absorciéon de luz por las moléculas de clorofila, la
sintesis de ATP y la fotdlisis del agua. En términos generales, la fotosintesis es el
proceso mediante el cual los organismos fotoautdtrofos convierten el CO, y el agua
en polisacaridos y oxigeno, empleando la energia de la luz [238].

La cantidad de luz que reciban los cultivos de microalgas esta directamente
relacionada con la fijacién del C. Sin embargo, la fotosintesis solo aumenta con la
intensidad luminica hasta alcanzar un punto de saturacién, donde se llega a la
velocidad maxima del proceso. Mas alla de este punto, el exceso de luz puede inducir
fotoinhibicion, un fendmeno que altera el fotosistema Il, afectando el transporte de
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electrones y la reduccidn de nicotinamida adenina dinucleétido fosfato oxidada
(NADP+) a nicotinamida adenina dinucledétido fosfato reducida (NADPH) [225].

En cuanto a las longitudes de onda aprovechables por las microalgas, estas se
encuentran en elrango de 400 a 700 nm, correspondiente al 50% de la radiacién solar,
con intensidades 6ptimas entre 800 y 1000 W/m?2[225].

Por otro lado, los ciclos de luz y oscuridad (fotoperiodos) también influyen en la
eficiencia fotosintética, la productividad de biomasay la composicion metabdlica de
las microalgas. Un aumento en la frecuencia del ciclo luz/oscuridad puede mejorar la
produccion de biomasa y la eficiencia fotosintética, aunque su impacto varia segun
la especie cultivada [225,239].

+ Agitacién:

La mezcla juega un papel fundamental en el equilibrio de gases y el
mantenimiento del pH en los cultivos de microalgas. Ademas, contribuye a la
distribuciéon homogénea de los nutrientes en el medio, evita la sedimentacion celular
y promueve el desplazamiento de las células entre zonas iluminadasy oscuras, lo que
optimiza la eficiencia fotosintética. No obstante, una mezcla excesiva puede generar
estrés mecanico en las células, dafarlas y, en consecuencia, reducir su tasa de
crecimiento.

La agitacion del medio de cultivo se realiza comunmente mediante aireacidon con
burbujas de gas enriquecido en CO,, agitacién mecanica o una combinacién de
ambas estrategias [231].

Las condiciones para el cultivo de microalgas pueden clasificarse en tres tipos
segun la fuente de C y la disponibilidad de luz: fotoautotréfico, heterotréfico y
mixotréfico [225,240].

e Crecimiento fotoautétrofico: Las microalgas utilizan el CO, como
fuente de C inorganica y la luz como fuente de energia para sintetizar
compuestos organicos a través de la fotosintesis. Este método es el mas
econdmicoy ecoldégico, ya que favorece un mayor secuestro de CO,.

e Crecimiento heterétrofo: En este tipo de cultivo, las microalgas

dependen de una fuente de C organico en ausencia de luz, obteniendo
energia a través de rutas respiratorias y fermentativas. A diferencia del
crecimiento fotoautotrofico, las microalgas cultivadas bajo estas
condiciones requieren una menor relacion superficie/volumen, lo que
facilita su cultivo en biorreactores cerrados.

e Crecimiento mixotréfico: Este método combina la asimilaciéon de CO,y

la utilizacién de C organico de manera simultanea para la produccion de
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biomasa y metabolitos, mediante procesos tanto respiratorios com
fotosintéticos.

Los sistemas de cultivo de microalgas pueden clasificarse en sistemas abiertosy
cerrados.

A) Sistemas de cultivo abiertos

Los sistemas de cultivo en abierto presentan varias ventajas, entre ellas su menor
costo de construccién y mantenimiento, su viabilidad para la produccién a gran
escala y su menor consumo energético en comparacion con los sistemas cerrados.
No obstante, también presentan desafios significativos, como un alto riesgo de
contaminacién y una menor capacidad para controlar los parametros de crecimiento
y las condiciones de cultivo. A nivel mundial, las microalgas mas comunmente
cultivadas en estanques abiertos pertenecen a los géneros Arthrospira 'y Chlorella
[241].

Las configuraciones mas comunes de estos sistemas incluyen los raceway y los
estanques circulares [234].

7

% Raceway:

También conocidos como estanques de algas de alta tasa (HRAP), los raceway son
estanques poco profundos disefiados con una pared central que divide el flujo en dos
canales dispuestos en un bucle cerrado (Figura 1 - 24). El cultivo de microalgas en
estos sistemas es agitado de manera continua, alcanzando un flujo turbulento
generado por diferentes dispositivos, como bombas, elevadores de aire o ruedas de
paletas, siendo estas uUltimas las mas utilizadas.

Figura 1 - 24. Estanques abiertos para el cultivo de microalgas. Fuente: Pal et al. (2018) [242]
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A pesar de sus ventajas en términos de costos y escalabilidad, estos sistemas
presentan algunas limitaciones. Una de sus principales desventajas es la
imposibilidad de controlar la temperatura y la iluminacion, lo que los hace altamente
dependientes de las condiciones climaticas. En climas calidos, la alta evaporacién
puede provocar pérdidas significativas de CO,, mientras que, en climas frios, el
crecimiento de las microalgas puede verse inhibido.

Ademas, debido a la necesidad de mantener una baja profundidad para maximizar
la exposicion a la luz, estos sistemas requieren una gran superficie para cultivar
volumenes significativos de biomasa. La poca profundidad es esencial porque la luz
incidente se atenua progresivamente a medida que penetra en el medio, quedando
completamente absorbida en el fondo del estanque y generando zonas oscuras que
limitan la eficiencia fotosintética.

Para mejorar la productividad de la biomasa, se suele incorporar aireacién
adicional, utilizando aire puro o enriquecido con CO,, lo que no solo favorece el
crecimiento de las microalgas, sino que también ayuda a regular el pH del medio de
cultivo [243].

7

< Estanques circulares:

Los estanques circulares son uno de los sistemas de cultivo de microalgas a gran
escala mas antiguos y se basan en los estanques empleados en el tratamiento de
aguas residuales. Se trata de estanques circulares con un agitador pivotante central
(Figura1-25). Eldiseno de estos sistemas limita eltamafo del estanque a unos 10000
m?2, ya que con sistemas mas grandes la mezcla uniforme con un brazo giratorio no es
posible [241].

inaf

Figura 1 - 25. Estanque circular para el cultivo de microalgas. Fuente: Y. Shen et al. (2009) [244].
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Los sistemas de cultivo cerrados incluyen los fotobiorreactores, que consisten en
vasijas disefiadas para contener el cultivo y que estan equipadas con fuentes
controladas de CO, y luz. Estos sistemas presentan diversas ventajas en
comparacion con los cultivos abiertos, como una mayor eficiencia en el uso del
espacio, un mejor control de los parametros de cultivo, un menor riesgo de
contaminacion y una mayor productividad.

Sin embargo, suimplementacion a gran escala presenta desafios significativos, ya
que requiere costos de construccién elevadosy un mayor consumo energético, lo que
limita su viabilidad para la produccidon masiva [234]. La Figura 1 - 26 presenta una
clasificacion de los distintos tipos de fotobiorreactores utilizados en el cultivo de
microalgas.

Fotobiorreactor

Tubular De panel plano Hibrido

~
~
~
~

.
~

SRR a | BREETETT R |
| Columna de :
burbuja |

\
.o

| Piramide !
truncada

(S
9

Figura 1 - 26. Clasificacion de los fotobiorreactores. Adaptacion de Rehman et al. (2022) [234]

7

< Fotobiorreactor tubular:

Los fotobiorreactores tubulares son los mas utilizados en el cultivo de microalgas
debido a su alta productividad de biomasa en periodos de cultivo y cosecha
relativamente cortos. Estan compuestos por tubos fabricados con materiales
transparentes, lo que mejora la eficiencia en la captacion de la luz. Adema3s, estos
sistemas cuentan con tecnologias de bombeo que facilitan la circulacion del cultivo
a través de los tubos, asi como conexiones para la inyeccién de gas enriquecido en
CO:..

Existen diversas configuraciones de fotobiorreactores tubulares, entre las que se
incluyen los tubos verticales (Figura 1 - 27 (a)), que abarcan los reactores de columna
de burbuja y los de tipo airlift, asi como los reactores de tubo horizontal (Figura 1 -
27(b)), los helicoidales y, mas recientemente, los de forma en U. La disposicién y
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eometria del fotobiorreactor juegan un papel fundamental en la conversién de
energia luminosa, especialmente cuando se emplean en cultivos al aire libre, donde
su orientacién con respecto al sol influye directamente en la eficiencia fotosintética
[245].

Figura 1 - 27. Izquierda: fotobiorreactor tbular vertical. Fuente: Huo et al‘. (2018) [246]. Derecha:
fotobiorreactor tubular horizontal. Fuente: Alaswad et al. (2015) [247].

<+ Fotobiorreactor de panel plano:

Los fotobiorreactores de panel plano estan disefiados con materiales
transparentes para mantener condiciones éptimas de iluminacién, al igual que los
fotobiorreactores tubulares. Pueden recibir luz de fuentes naturales o artificiales, ya
sea de manera externa o interna. Una de las principales ventajas es su alta relacién
superficie/volumen, lo que permite una mayor exposicion a la luz. Ademas, su disefio
permite su disposicién estratégica para maximizar la exposicion a las fuentes de luz
externa. En la Figura 1 - 28 se presenta un fotobiorreactor de panel plano.

Figura 1 - 28. Fotobiorreactor de panel plano. Fuente: Koller et al. (2018) [248]
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Para lograr una adecuada mezcla del cultivo, los fotobiorreactores planos
modernos utilizan aireacidn, inyectando una mezcla gaseosa a través de un tubo de
aire perforado dentro del medio de cultivo. Esta estrategia reduce los requerimientos
energéticos y materiales en comparacién con los sistemas que emplean bombas
mecanicas.

Uno de los principales inconvenientes de estos sistemas es el ensuciamiento,
fendmeno que ocurre cuando las células de microalgas se adhieren a la superficie
interna de las paredes. Esto puede bloquear a la penetracién de la luz hacia las capas
mas profundas del cultivo [249].

K/

< Fotobiorreactor hibrido:

Los fotobiorreactores hibridos se disefian mediante la combinacién de dos o mas
tipos de fotobiorreactores con el objetivo de optimizar el rendimiento del cultivo de
microalgas. Dado que cada tipo de fotobiorreactor presenta limitaciones especificas,
los sistemas hibridos buscan aprovechar las ventajas individuales de cada
configuracion [249].

Por ejemplo, Depra et al. (2019) propusieron un fotobiorreactor hibrido que
combina una estructura tubular iluminada acoplada a un reactor de columna de
burbuja (Figura 1 - 29) [250].
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Figura 1 - 29. Ejemplo de fotobiorreactor hibrido. Fuente: Depra et al. (2019) [250].

El cultivo de microalgas en aguas residuales para la eliminacién de CDEs ofrece
diversas ventajas frente a los procesos tradicionales de cultivo y a los procesos
convencionales de depuracion [6]:

e Las microalgas pueden crecer utilizando directamente los nutrientes
presentes en las aguas residuales, sin necesidad de suplementos
adicionales. Por ejemplo, Tran et al. (2021) cultivaron Chlorella variabilis
en agua residual doméstica recogida en un rio de Vietnam, alcanzando
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una concentracién final de biomasa de 1,52 g/L en fotobiorreactores de 5
L en 14 dias [251]. Asimismo, Ling et al. (2019) también crecieron S.
obliquus en agua residual bruta y agua procedente del proceso de fangos
activados de diferentes plantas depuradoras de China. Asi, lograron
concentraciones de biomasa entre 2y 3 g/L en 6 dias [252].

e Las microalgas son capaces de asimilar nutrientes de las aguas
residuales hasta niveles muy bajos, lo que permite cumplir con
normativas de vertido y reutilizacion. En el estudio de Hawrot-Paw et al.
(2020), Chlorella minutissima cultivada en aguas residuales de
acuicultura logré una reduccién del 87,9% del NTy del 99,1% del PTen 10
dias [253]. Por otro lado, Arias et al. (2018) utilizaron Scenedesmus sp. en
fotobiorreactores de 30L con agua residual del tratamiento secundario
combinada con digestato de digestion anaerobia, obteniendo una
eliminacién completa de amonio y fosfatos, asi como reducciones del
58% en nitratos y del 78% en DQO en 8 dias de tiempo de retencién [254].

e La capacidad de las microalgas de eliminar CDEs permite reducir los
costos de depuracion. Bano et al. (2021) lograron eliminaciones del 92%
de estradiol, 75% de diclofenacoy 79% de triclosan en 13 dias, utilizando
un consorcio de seis tipos de microalgas dominado por Chlorella sp.,
Merismopedia sp., Closteriopsis sp.y Scenedesmus sp. [255]. De manera
similar, Li et al. (2020) alcanzaron eficiencias de eliminacién del 89,9% de
17B-estradiol y del 76,6% de cobre en 12 dias empleando Scenedesmus
dimorphus [256].

e La biomasa cosechada del cultivo de microalgas en aguas residuales
puede revalorizarse en productos de alto valor afiadido, como biogas,
biocombustibles, fertilizantes, piensos para animales, etc.

Entre las especies mas empleadas para la eliminacidn de contaminantes en
aguas residuales, debido a su rapido crecimiento, bajos costos de producciény alta
tolerancia a condiciones extremas o de estrés, destacan aquellas pertenecientes a
los géneros Chlorella y Scenedesmus. No obstante, otras cepas como
Desmodesmus sp., Heterochlorella sp., Nannochloris sp. o Selenastrum
capricornutum también han demostrado un gran potencial para este propdsito [3].

En la Tabla 1 - 5 se recogen algunas de las ultimas aplicaciones de microalgas en
el campo de la eliminacién de CDEs.
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Tabla 1 - 5. Aplicacion de sistemas basados en microalgas para la eliminacion de CDEs.

Especie CDEs Ciniciau Duracion Eliminacion Ref.
oP 3,5
pe/L
Clase Nonilfenol 100,0%
Chlorococcales - 15ug/L 195 min ’ [257]
cianobacterias tecnico
y 4-NP 10 pg/L
BPA 10 pg/L ~90,0%
17B-estradiol 49 pg/L 60,0%
E 35 ug/L 30,0%
17a-
0,
etinilestradiol 38 pg/L 70,0%
0,
Nannochloris sp. Testosterona 421 ;’E/L 7 dias _2%0% [258]
BPA 45,0%
pg/L
Triclosan 34 pg/L 100,0%
Acido salicilico 185 60,0%
pg/L
j j 17B-estradiol - 4,5- %
Raphldogel/s : [3 es' radio 0,1-1,5 4 dias 84,5-88,8% [259]
subcapitata Dietilestilbestrol ~ mg/L 51,7-88,0%
Phaeocystis 66,4%
globosa
Nannochloropsis 0
oculata NP or’]f_fl’_s 5 dias 74,8% [260]
Dunaliella salina g 69,9%
Platymonas 0
subcordiformis 82,4%
E 91,0%
S. obliquus : oo nor
17B-estradiol 5 g/l 15 dias 99,0% [261]
C. vulgaris E _520%
Vg 17B-estradiol 99,0%
- 0,3-1,5 .
C. sorokiniana TBBP-A ma/L 10 dias 22,0-28,0% [262]
Chlorella PY-ZU1 . _17(} ) 1 mg/L 9dias 88,0% [263]
etinilestradiol
C. vulgaris MeP 1-80 6 dias 100,0% [264]
-vulg mg/L il
17a- 15
. . o
S. quadricauda. etinilestradiol me/L 10,5 dias 58,0% [265]

1.3.3. Mecanismos de eliminaciéon de CDEs

Particularmente, la biorremediacion de CDEs del medio acuatico empleando
microalgas envuelve varios mecanismos: bioadsorcidon, bioacumulacion,
biodegradacion y fotodegradacion; que aparecen en la Figura 1 - 30 [1].
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Figura 1 - 30. Biorremediacién de contaminantes con microalgas. Adaptacion de Abdelfattah et al.
(2023) [1].

El mecanismo éptimo de eliminaciéon de los CDEs vendra dado por las propias
caracteristicas de los contaminantes y de la microalga empleada [266].

La bioadsorciéon de CDEs es un proceso fisico y no-metabdlico, mediante el cual
los contaminantes se adsorben en la pared celular o sobre las sustancias poliméricas
extracelulares (EPS). Estas EPS, excretadas por las células y liberadas al medio, estan
compuestas por proteinas, lipidos, polisacaridos y acidos nucleicos, y su presencia
acelera la bioadsorcion de los contaminantes.

El proceso de bioadsorcién se basa en la transferencia de materia, en el que un
compuesto se desplaza desde una fase liquida y se adhiere a la superficie de un
sélido. Este fendmeno ocurre hasta alcanzar un equilibrio dindmico entre la sustancia
adsorbida por la célulay su concentracién residual en el medio. Las células pueden
actuar como bioadsorbente tanto en estado vivo como muerto.

La pared celular de las microalgas estd compuesta por celulosa, alginatos, lipidos
y proteinas, proporcionando una variedad de grupos funcionales como hidroxilo,
fosfato, amino, sulfonato, carboxilo y tiol. Estos grupos facilitan la interaccién
electroestatica con los contaminantes, favoreciendo su retencion en la superficie

celular.

La eficiencia de la bioadsorcion depende de varios factores, incluyendo las
propiedades de la pared celular, como tamafo, carga, composicién de EPS y grado
de hidrofobicidad, asi como de las propiedades fisicoquimicas de los contaminantes,
tales como hidrofobicidad, cargay pH del medio [1,266,267].

o
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La bioacumulacién es un proceso dindmico mediante el cual los CDEs son
transportados al interior de las células de microalgas. Este mecanismo requiere
energia metabdlica y es mas lento que la bioadsorcién, su etapa predecesora.
Ademas, puede ocurrir simultdneamente con la absorcién de nutrientes. La
captacion de CDEs por las microalgas puede llevarse a cabo a través de varias vias:

o Difusion pasiva: Los CDEs se trasladan desde una zona de mayor
concentracion extracelular hacia una de menor concentraciéon
intracelular, sin requerir energia. Sin embargo, debido a la hidrofobicidad
de la membrana celular, solo los contaminantes apolares, de bajo peso
moleculary solubles en lipidos pueden atravesarla.

o Difusidn pasiva facilitada: En este caso, los CDEs ingresan a la célula
con la ayuda de proteinas transportadoras, lo que permite el paso de
moléculas polares a través de la membrana.

e Captacién activa: Este mecanismo requiere energia, ya que los
contaminantes se transportan en contra del gradiente de concentracion,
alcanzando concentraciones intracelulares superiores a las del medio.

Uno de los principales inconvenientes de la bioacumulacién de determinados
CDEs es que puede estimular la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS).
Dentro de las células pueden formarse radicales libres, como -OH, superoéxido (-0?%),
perhidroxilo (-HO,) y oxigeno singlete ('0,), asi como compuestos no radicales, como
el peroxido de hidrégeno (H,0,), que regulan el metabolismo celular, pero en exceso
pueden causar dafio oxidativo a biomoléculas, lo que provoca disfuncién celulary, en
ultima instancia, muerte celular. Como mecanismo de defensa frente al estrés
oxidativo, las microalgas pueden activar procesos de desorcion, liberando los CDEs
previamente bioacumulados.

Diversos parametros pueden afectan al proceso de bioacumulacion, incluyendo
el pH del medio, el tiempo de contacto, la temperatura y la concentracion de los
contaminantes [1,266].

La biodegradacién es el mecanismo mas eficaz para la eliminacion
contaminantes en aguas residuales, ya que permite la transformacién vy
descomposicién de moléculas complejas en compuestos mas sencillos. En
comparacion con la bioadsorcién y la bioacumulacion, este proceso es capaz de
reducir la toxicidad de los CDEs tanto dentro de las células como en el medio.

La biodegradacion puede clasificarse en dos tipos:
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e Degradaciéon metabélica: Los contaminantes funcionan como donantes
o0 aceptores de electrones y pueden ser utilizados como fuente de
carbono por las microalgas.

e Cometabolismo: La degradacion de los contaminantes ocurre gracias a
enzimas que catalizan los sustratos presentes en el medio.

Ademas, la biodegradacion puede llevarse a cabo tanto en el interior como en el
exterior de la célula o en ambos sitios simultaneamente. En el medio extracelular, los
CDEs se fragmentan, mientras que, en el interior celular, los intermedios generados
en la ruptura se descomponen en productos mas simples y menos toxicos.

El proceso de biodegradacion intracelular consta de varias fases. En la primera de
ellas, las enzimas del citocromo P45, degradan los CDEs mediante hidroxilacién o por
la incorporacion de grupos funcionales a través de procesos de oxidacion, reduccidn
o hidrdlisis. En la segunda etapa, la concentracién de glutation S-transferasa
aumenta, catalizando la conjugacioén del glutatiéon con compuestos que contienen
grupos amida, anillo epoxido y carboxilo. Este proceso protege a la célula del estrés
oxidativo y convierte los contaminantes en sustancias mas hidrofilicas y menos
toxicas. En la ultima fase participan diversas enzimas también para reducir la
toxicidad de los CDEs.

Por otro lado, la biodegradacidén extracelular esta influenciada por la presencia de
EPS y enzimas extracelulares. Las EPS pueden formar un biofilm, atrapando las
enzimas extracelularesy facilitando la degradacioén de los contaminantes en el medio
externo.

La biodegradacion de CDEs depende de varios factores como las caracteristicas
de los contaminantes, la especie de microalga utilizada, la via enzimatica de
eliminaciéony las condiciones ambientales.

Finalmente, es importante destacar que los cambios de pH del medio y la
produccion de oxigeno durante la fotosintesis pueden favorecer la formacion de ROS,
lo que puede influir en la biodegradacion de los contaminantes [1,266,267].

La fotodegradacion de contaminantes puede ocurrir a través de dos mecanismos:
directa e indirecta. La fotodegradacioén directa se produce cuando el CDE absorbe un
fotén de luz, lo que provoca cambios en su estructura quimica sin la intervencion de
la microalga. Mientras que la fotodegradacién indirecta de los CDEs es facilitada por
sustancias quimicas generadas por las microalgas durante la fotosintesis u otras
actividades celulares. Estas sustancias incluyen materia organica disuelta y
sensibilizadores inorganicos, los cuales contribuyen a la formacion de radicales
libres como '0,, -0?, carbonato (COs), peroxilo (ROO-), materia organica disuelta en
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estado excitado triplete ((DOM*) y -OH que pueden degradar los CDEs del medio
[266].

1.4. Biorrefineria

El concepto de biorrefineria es analogo al de una refineria convencional de
petrdleo, en la que biomasa se transforma en multiples productos tales como
compuestos quimicos comercializables, biocombustibles y materiales diversos. El
disefio de estas biorrefinerias debe orientarse hacia la obtencién del maximo nimero
de productos y beneficios a partir de una unica materia prima, considerando la
escasez de recursos naturales y el impacto medioambiental [268].

Como se ha mencionado anteriormente, las microalgas contienen una alta
concentracion de proteinas, lipidos y carbohidratos, caracteristica que las convierte
una materia prima excelente para obtener una amplia variedad de productos [268].
Dichos productos poseen interés para diversas industrias, incluyendo la
farmacéutica, nutracéutica, cosmética y de energias renovables. Entre los productos
de alto valor afadido derivados de las microalgas destacan las vitaminas, los
carotenoides, los esteroles, las proteinas, los lipidos o los polisacaridos. Muchos de
estos compuestos poseen propiedades muy beneficiosas, como actividades
antioxidantes, antiinflamatorias y anticancerigenas, lo que les otorga un gran
potencial en aplicaciones biomédicas y farmacéuticas. Ademas, las microalgas
pueden ser empleadas para producir otros productos energéticos de alto valor
afiadido, tales como biogas, bioetanol, biodiésel o biofertilizantes [269]. En la Figura
1 - 31 seilustra un ejemplo de aprovechamiento integral en un sistema de cultivo de
biomasa microalgal.
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Figura 1 - 31. Biorrefineria de microalgas. Adaptacién de Chew at al. (2017) [268].
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Ademas de la obtencién de estos productos de alto valor afiadido, las microalgas
también presentan importantes capacidades de proteccion medioambiental que
pueden integrarse perfectamente en el concepto de biorrefineria. Estas capacidades
incluyen el secuestro de CO, mediante la fotosintesis, la biorremediacion y
especialmente el tratamiento de aguas residuales. Como se ha comentado
previamente, las microalgas son especialmente efectivas para eliminar materia
organica, nutrientes y contaminantes emergentes como los CDEs de los efluentes de
aguas residuales [269]. Al incorporar estas propiedades medioambientales dentro
del modelo de biorrefineria, la integracién del tratamiento de aguas residuales con la
produccion energética a partir de biomasa microalgal podria mejorar
significativamente la sostenibilidad y reducir los costes operativos asociados a la
depuracion, al mismo tiempo que disminuye el consumo energético [270].

Un ejemplo practico de este concepto es la planta de tratamiento de aguas
residuales de Algal Enterprises (Australia), aplicable a diversos tipos de aguas
residuales: municipales, industriales y agricolas. En este sistema, microalgas
autoctonas utilizan la radiacion para llevar a cabo la fotosintesis en un fotobiorreactor
cerrado. Posteriormente, la biomasa generada se somete a co-digestién anaerobia
para producir biogas, que finalmente es convertido en electricidad [8].

Conelobjetivo de integrar los sistemas basados en microalgas para la eliminacion
de CDEs dentro del concepto de biorrefineria, era fundamental no solo centrarse en
la descontaminacién del agua, sino también en la valorizaciéon de la biomasa
generada. En el caso de la presente tesis, dicha valorizacién se abordé mediante la
conversion de la biomasa algal en un biocombustible renovable, concretamente
biogas, lo que permite avanzar hacia un modelo mas sostenible y circular de
tratamiento de aguas residuales.

Elbiogas se considera uno de los biocombustibles mas prometedores para mitigar
la crisis energética y el cambio climatico. Su produccién se basa en el proceso de
digestion anaerobia (DA), en el cual la materia organica compleja es degradada por
microorganismos en ausencia de oxigeno, generando productos ricos en energia
denominados biogas. El biogas obtenido por DA esta compuesto principalmente por
CH,4en un 55-70% y CO, en un 30-45%, ademas de pequeias cantidades de H,S (50-
2000 ppm), H,O, O, y trazas de hidrocarburos. Una vez purificado, el CH, puede
emplearse para generar calor o electricidad, licuarse para producir metanol,
comprimirse para su uso en transporte o inyectarse a la red de gas natural [271,272].

La DA puede llevarse a cabo con una amplia variedad de materias primas
biodegradables, siempre que no contengan compuestos téxicos para los
microorganismos. De hecho, la combinacién de diferentes sustratos puede aumentar
la produccién de biogas. Entre estas fuentes de biomasa utilizadas se incluyen
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microalgas, residuos alimentarios, residuos agricolas, purines y estiércol animal;
residuos avicolas, residuos sodlidos urbanos, residuos industriales, residuos
forestales y algunos cultivos energéticos especificos [271,273].

La DA se desarrolla en cuatro fases, en las que interactuan diferentes grupos de
microorganismos [272,273]:

e Hidrdlisis: En esta etapa, las bacterias hidroliticas degradan polimeros
complejos como carbohidratos, proteinas y lipidos en mondémeros mas
simples (azucares, aminoacidos y acidos grasos de cadena larga), por la
accion de enzimas hidroliticas, como amilasa, celulasa, lipasa, proteasa
y pectinasa.

La velocidad de degradacion depende mucho de la complejidad de
los polimeros. Por ejemplo, mientras que los carbohidratos se hidrolizan
en pocas horas, los lipidos y las proteinas pueden tardar varios dias.
Ademas, los sustratos ricos en lignina o lignocelulosa se degradan muy
lentamente y pueden limitar esta fase.

e Acidogénesis: Las bacterias acidogénicas transforman los productos de
la hidrdlisis en acidos grasos volatiles (AGV) de cadena corta (C1-C5).
Ademas de acidos como el acético, propidnico, férmico y lactico,
también se obtienen alcoholes (etanol y metanol), cetonas (glicerol y
acetona), CO,, H, y NH;. Esta etapa suele ser muy rapida.

o Acetogénesis: Los AGVy los alcoholes se convierten en acetato, CO,y H,
gracias a la accién de las bacterias acetogénicas.

e Metanogénesis: Es la etapa final de la DAy la llevan a cabo las arqueas

metanogénicas. Las bacterias metanogénicas emplean H, y CO,
(bacterias hidrogenotroficas) o acetato (bacterias acetoclasticas) para
producir CHsy CO,.

El uso de microalgas como sustrato para la produccién de biogas ha sido
ampliamente estudiado desde los afios 60, siendo Golueke et al. (1957) el pionero
empleando Chlorella sp. y Scenedesmus sp [274]. Sin embargo, estos primeros
experimentos alcanzaron bajos rendimientos de biogas debido a la pared celular de
las microalgas, que dificulta el acceso de los microorganismos anaerobios a la
materia organica y a la baja relaciéon entre el carbono y el nitrégeno (C/N), lo que
genera acumulacion de amonio e inhibicién del crecimiento de las bacterias
metanogénicas [275].

Entre las ventajas que presenta el uso de esta biomasa para DA se encuentran la
posibilidad de emplear aguas residuales o agua marina para su cultivo y de reciclar
nutrientes, menores costes operativos, menor consumo de energia y produccion
sostenible de biogas. Adicionalmente, las microalgas generan un rendimiento de
metano mayor que otras fuentes de biomasa; sobre todo respecto a la biomasa
lignoceluldsica y con lignina, que son menos biodegradables [271].
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Figura 1 - 32. Descomposicion de la biomasa durante el proceso de digestion anaerobia. Adaptacion
de Uddin et al. (2023) [273].

La eleccion de la especie de microalga es un factor determinante para optimizar
la produccidn de biogas. Las microalgas mas adecuadas deben cumplir una serie de
caracteristicas: tener una pared celular fina o inexistente, una velocidad de
crecimiento elevada, una alta tolerancia al estrés y una composicion bioquimica
favorable. La produccion de metano estd directamente relacionada con la
composicidon bioquimica de la biomasa, como se observa en las relaciones
estequiométricas que aparecen en las ecuaciones (1), (2) y (3).

(1) C¢H,905 (Carbohidratos) + H,0 — 3CH, + 3CO0,
(2) Ci6H,405N,(Proteinas) + 14,5H,0 — 8,25CH, + 3,75C0, + 4NH,
(3) CsoHooO4(Lipidos) + 24,5H,0 — 34,75CH, + 12,15C0,

Dado que los lipidos producen mas metano que los carbohidratos y las proteinas,
la productividad de biogds dependera de la composicién de la biomasa. Esta, a su
vez, dependera de diversos factores bidticos y abidticos, como las condiciones de
cultivo, las variaciones estacionales y la disponibilidad de nutrientes [271].

EnlaTabla 1-6 se presentan ejemplos de la produccién de metano obtenida con
diferentes especies de microalgas, donde se observan esas variaciones comentadas
previamente.
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Tabla 1 - 6. Produccion de metano con diferentes especies de microalgas.

Microalgas Ta Tiempo Produccion de Ref
8 (°C) (dias) metano (mL/gSV) )
C. vulgaris 308
Nannqchlorops:s 35 34 298 [276]
gaditana
S. dimorphus 397
Artrosp/ra 481
Platensis
Chlamydomonas 38 32 [277]
. . 587
reinhardti
Dunaliella salina 505
Mezcla de 35 45 188,6 [278]
microalgas
C. vulgaris 35 66 180-249 [279]
Mezola de 37 100 200-330 [280]
microalgas
Tribonema sp. 35 39 293 [281]
S. dimorphus 35 20 199 [282]
Chlat;’;;/domonas 38 20 478 [283]
C. vulgaris 369
C. minutissima 36 30 340 [284]
C. pyrenoidosa 464

Ademas, el proceso de DA esta influenciado por multiples factores, entre los que
destacan la relacion C/N, la carga organica, el tiempo de retencion hidraulico, la
temperatura, el pH y la relacién indculo-sustrato. Todos estos parametros se deben
controlar ya que, como se presenta a continuacion, afectan directamente a la
eficiencia del proceso Yy, por ende, a la produccioén de biogas.

La relacion C/N es un indicador de los nutrientes disponibles en el sustrato. Los
microorganismos anaerobios son capaces de consumir C entre 25 y 30 veces mas
rapido que el N [275]. Mientras que el C lo utilizan como fuente de energia, el N es
esencial parala sintesis de proteinasy la construccién de estructuras celulares [272].

Valores apropiados de la relacion C/N se encuentran entre 20:1 y 30:1, siendo el
6ptimo 25:1. Cuando esta relacion se encuentra por debajo de 20:1 indica un exceso
de N lo que provoca la acumulacion de NH;*y un aumento del nitrégeno amoniacal
total (NAT) y del pH del digestor. Estas condiciones pueden ser letales para las
bacterias metanogénicas, ademas de favorecer la acumulacion de AGV. Por el
contrario, una relacién C/N por encima de 35:1 indica una deficiencia de N, lo que
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hace que se agote antes que el C. Como resultado, el C no podra ser metabolizado
completamente, ralentizando la produccion de biogas [271,272].

Este concepto se define como la cantidad de carga organica, expresada en sélidos
volatiles (SV), que se introduce en el digestor por unidad de volumen. Es un parametro
critico a la hora de mantener un equilibrio entre las etapas de acidogénesis vy
metanogénesis. Durante la acidogénesis, se generan AGV, que posteriormente son
empleados en la etapa de metanogénesis. Sin embargo, un desequilibrio entre ambas
etapas puede provocar una acumulacion excesiva de AGV, lo que resulta en un
descenso del pH del digestor y afecta negativamente al metabolismo de las bacterias
metanogénicas.

Para optimizar el proceso, la carga organica diaria éptima recomendada se
encuentra entre 1,6y 4,8 kg SV/m3-d [271,272].

El tiempo de retencion hidraulico (TRH) se corresponde con el tiempo medio que
el sustrato permanece dentro del digestor. Es necesario que el sustrato esté en el
digestor el tiempo suficiente para garantizar la maxima conversidon de la materia
organica en biogas [273]. Dado que la actividad metabdlica y el crecimiento de los
microorganismos anaerobios suelen ser procesos lentos, se recomienda que el TRH
sea al menos el doble del tiempo de crecimiento de los microorganismos
metanogénicos mas lentos [272].

El TRH éptimo suele encontrarse entre 20 y 50 dias para plantas piloto o
comerciales de DA y entre 15 y 30 dias para experimentos a escala de laboratorio
[271].

La temperatura es el factor que mas influencia tiene en el proceso de DA, ya que
los microorganismos metanogénicos son muy sensibles a las variaciones térmicas.
En general, la DA puede operar en tres rangos de temperatura: psicroéfilo (10-20°C),
mesofilo (30-40°C) y termdfilo (50-60°C), siendo estos dos ultimos los mas
empleados [272]. Los procesos termodfilos, pese a su mayor rendimiento en la
generacion de biogas, tienden a ser mas inestables y costosos, debido a sus mayores
requerimientos energéticos. Sin embargo, los sistemas mesoéfilos, aunque producen
menor volumen de biogas, son mas estables y energéticamente eficientes [273].

El pH es otro factor critico en la DA, ya que afecta directamente también en el
crecimiento y metabolismo de los microorganismos metanogénicos. Aunque cada
grupo de microorganismos posee un rango 6ptimo de pH, el intervalo recomendado
para la DA se encuentra entre 6,6 y el 7,4, siendo el 6ptimo entre 7,0y 7,2 [271].
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Valores de pH por debajo de 6,6 favorece la acumulacion de acido acético e H,, lo que
puede inhibir el proceso de DA y provoca acumulacién excesiva de AGV. Por el
contrario, cuando el pH se encuentra por encima de 7,5 se favorece la conversiéon de
NH,* en amoniaco, inhibiendo el crecimiento bacteriano [275].

La relacién indculo:sustrato es otro factor clave en la producciéon de metano
cuando se utiliza biomasa de microalgas como sustrato en la DA, obteniéndose la
mayor produccion acumulada de metano con una relacion 2:1 en base a los SV [285].

1.4.1.1. Estrategias de mejora de la produccion de biogas — Pretratamiento

Como se ha comentado previamente, la produccién de biogas esta directamente
relacionada con el contenido en carbohidratos, lipidos y proteinas de las microalgas,
que a su vez depende de la especie cultivada y de las condiciones de cultivo. Sin
embargo, la complejidad de la pared celular de la biomasa de microalgas hace que
tenga una baja biodegradabilidad anaerobia. Por este motivo, aplicar un
pretratamiento previo a la DA, que facilite la disrupcién celular, mejora la produccion
de metano a partir de microalgas [275].

Los componentes principales de la pared celular de las microalgas son celulosay
pectina, que la confieren una estructura rigida y resistente a las bacterias hidroliticas.
Ademads, en las microalgas verdes aparecen también biopolimeros alifaticos
(algaenan) y en las microalgas marrones los polifenoles, que causan la inhibicién de
la actividad de las enzimas alginato liasas, dificultando su digestién [271]. En la Figura
1 - 33 se muestran las estructuras de la pared celular de las 10 especies de
microalgas mas importantes.
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Figura 1 - 33. Estructura de la pared celular de diferentes microalgas. Adaptacion de Carvalho et al.
(2020) [286].
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Los pretratamientos que pueden aplicarse a la biomasa de microalgas se pueden
clasificar como: mecanicos, térmicos, hidrotérmico, biolégicos y quimicos.

Los pretratamientos mecanicos incluyen los métodos fisicos destinados a reducir
eltamano celular (molienda) o la romper la pared celular (ultrasonido y microondas).
En el caso del ultrasonido, la cavitacion generada por ondas sonoras provoca la
ruptura de la pared celular de dentro hacia afuera. Sin embargo, este método no
puede romper enlaces quimicos. Por otro lado, las microondas si que son capaces de
romper enlaces de hidrégeno, lo que altera la estructura de macromoléculas y
debilita la pared celular [287].

En general, un mayor tiempo de exposicidon y una mayor potencia en los
pretratamientos de ultrasonido y microondas favorece una mayor solubilizacién de la
biomasa y, en consecuencia, una mayor produccion de metano [287]. No obstante,
una de las principales desventajas de estos métodos es su elevado consumo de
energia [288].

En cuanto a la eficacia de los pretratamientos mecanicos, Debowski et al. (2023)
obtuvieron una produccion de biogas entre 472 y 587 mL/gSV con Scenedesmus sp.
tras aplicar diferentes tiempos de un pretratamiento con ultrasonido, en comparacion
con los 371 mL/gSV obtenidos con biomasa sin pretratar [289]. Ademas, al aplicar un
pretratamiento de microondas a biomasa de un consorcio de microalgas (Chlorellay
Scenedesmus como especies dominantes) y bacterias, la produccién de biogas
aumentd de 172,5 mL/gSV a un rango de 194,1-307,1 mL/gSV, en funcion de la
cantidad de energia aplicada [290].

Los pretratamientos térmicos consisten en someter la biomasa a temperaturas de
hasta 100°C, con el objetivo de debilitar la pared celular de las microalgas de forma
eficiente y con menor consumo de energia [287,291]. De hecho, este pretratamiento
se considera uno de los mas efectivos para mejorar la digestidon anaerobia [288].

La temperatura y el tiempo de exposicion son factores que afectan a la
solubilizacién de la biomasa, siendo la temperatura el pardmetro més determinante.
Para incrementar la produccidon de biogds, se recomienda que el rango de
temperatura del pretratamiento térmico esté entre 55y 170°C. Sin embargo, aunque
las altas temperaturas favorecen la solubilizacion e hidrélisis de macromoléculas,
también pueden generar compuestos inhibitorios que afectan al metabolismo de los
microorganismos anaerobios [287].

En un estudio realizado por Wang et al. (2017) con biomasa de Chlorella sp.,
obtuvieron una produccién de metano de 155 mL/gSV con la biomasa sin pretratary
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al someterla a un pretratamiento térmico a 70°C, 90°C y 120°C, consiguieron un
aumento del 38%, 47% y 108% en la produccién de metano, respectivamente [292].

El tratamiento hidrotérmico puede considerarse un pretratamiento térmico
avanzado, en el cual, ademas de aplicar calor a la biomasa, se combina con presién
[293]. En este pretratamiento, se emplean temperaturas superiores a 100°C, y la
presion acumulada se libera gradualmente al finalizar el proceso. Gracias a estas
condiciones, se ve reducido el tiempo del proceso en comparacidon con otros
tratamientos a temperaturas mas bajas [294]. El pretratamiento hidrotérmico es
particularmente eficaz para romper estructuras lignocelulésicas, permitiendo la
eliminacién de una mayor proporcion de hemicelulosa y una parte de lignina, lo que
facilita su descomposicion en una fraccion soluble [291].

Diversos estudios han comprobado la eficacia de este método. Passos et al.
(2015) observaron que, al aplicar un tratamiento hidrotérmico a un consorcio de
microalgas y bacterias, se obtenia un 28% mas de metano en comparacién con los
106 mL/gSV del control sin pretratar [295]. Ademas, Dar et al. (2020) lograron una
mejora significativa al aplicar un pretratamiento hidrotérmico a Spirulina subsalsa,
obteniendo una produccién de 23,77 L/kgSV de biogas total con la biomasa sin
pretratar, mientras que la biomasa pretratada alcanzé 33,30 L/kgSV [296].

Los pretratamientos bioldgicos se basan en la hidrdlisis de la pared celular de las
microalgas mediante la accion de enzimas especificas comerciales o de
microorganismos que las producen in situ. Entre las enzimas mas empleadas en este
proceso se encuentran celulasas, lipasas o esterasas. Este tipo de pretratamiento
presenta algunas ventajas, como un menor consumo energético, una alta
selectividad de las reacciones enzimaticas y que no se producen productos
inhibitorios [293].

Sin embargo, los métodos bioldgicos requieren un buen control del proceso, ya
que son altamente sensibles a los cambios. Por ejemplo, un pH inadecuado o
temperatura elevadas pueden desactivar las enzimas y provocar la desnaturalizacién
de las proteinas [288]. Ademas, este tipo de pretratamientos presentan otras
desventajas, como altos costos de las enzimas comerciales, una duracion
prolongada del proceso y dificultades para determinar la cantidad o6ptima de
microorganismos o enzimas necesarios para lograr una hidrélisis completa [287,293].

Estudios previos han demostrado que el pretratamiento biolégico puede mejorar
la producciéon de metano. Por ejemplo, Kendir Cakmak et al. (2020) evaluaron el
impacto del pretratamiento enzimatico en la digestion anaerobia de Porphyridium
cruentum en condiciones mesoéfilas, obteniendo una produccién de metano sin
pretratamiento de 130 mL/gSV. Alemplear proteasa, consiguieron mejoras del 29% al
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77%, dependiendo de la dosis utilizada, mientras que con viscozyme encontraron
incrementos del 22% al 32% de la produccion de metano [297].

El pretratamiento quimico consiste en la adicién de compuestos alcalinos,
acidos, oxidantes o disolventes organicos a la biomasa con el objetivo de solubilizar
los polimeros de la pared y mejorar la biodegradaciéon. Dentro de esta categoria, el
pretratamiento alcalino suele realizarse con hidroxido de calcio, potasio o sodio,
trabajando en rangos de pH elevados entre 9 y 12. Por otro lado, el pretratamiento
acido emplea comunmente acido sulfurico o clorhidrico a pH bajos. Finalmente,
entre los agentes oxidantes mas usados para debilitar la pared celular se encuentran
elozonoy el peréxido de hidrégeno.

Los principales factores que influyen en estos procesos incluyen la concentracién
de los quimicos utilizados, la concentracion de biomasa, la temperatura y el tiempo
de exposicion. Entre las ventajas del pretratamiento quimico destaca su elevado
grado de solubilizacién de la biomasa y su baja demanda energética en comparacion
con los pretratamientos térmicos y mecanicos. Sin embargo, presenta también
algunas desventajas, como el coste de los reactivos quimicos, el desequilibrio del pH
del medio, la posible inhibicién de los microorganismos metanogénicos debido a la
liberacién deionesy moléculas téxicas durante el pretratamiento y la corrosion de los
reactores [287,293].

Existen evidencias previas de la eficacia del pretratamiento quimico a la hora de
mejorar la produccién de metano. Por ejemplo, al aplicar un pretratamiento alcalino
a una mezcla de Chlorella sp. y Scenedesmus sp. con un pH de 9, se logré
incrementar la produccién de metano a 363 mL/gSV, en comparacion con los 336
mL/gSV obtenidos con la biomasa sin tratar [298].

Como se ha comentado previamente, la presente tesis se enmarca en la
integracion de un sistema de tratamiento de aguas residuales basado en microalgas
para la eliminacién simultanea de nutrientes y CDEs, con el posterior
aprovechamiento de la biomasa para la produccién de biogas. Para ello, se estudiaran
dos configuraciones dentro del esquema una EDAR convencional, en la primera se
integrara el sistema con microalgas como tratamiento secundario (biolégico) y en la
segunda como tratamiento terciario.

En primer lugar, se seleccionaron dos especies de microalgas con las que se
trabajaria: Scenedesmus sp. y C. vulgaris. La eleccion de estas especies se
fundamenté en que los géneros Chorellay Scenedesmus son los mas reportados en
literatura para la eliminacion de CDEs [220,256,299-302]. Adicionalmente, presentan
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la ventaja de encontrarse de forma natural en las EDAR, siendo incluso posible
aislarlas directamente de estos sistemas [303-305].

Ademas, con el objetivo de maximizar la obtencién de biogas, se evalué también
la incorporacién de un pretratamiento de hidrélisis térmica (hidrotermal) previo a la
digestion anaerobia de la biomasa. Para seleccionar este pretratamiento, se
descartaron previamente otras alternativas debido a diferentes limitaciones. En
primer lugar, los pretratamientos mecdanicos requieren un elevado consumo
energético; por ejemplo, para obtener una produccion similar de biogas con S.
obliquus mediante ultrasonido se necesitaria aproximadamente diez veces mas de
energia que utilizando un tratamiento hidrotermal [306]. Por otro lado, aunque los
pretratamientos quimicos demandan menor energia, presentan importantes
inconvenientes como la generacion de compuestos toxicos capaces de inhibir la
actividad metanogénica, asi como los elevados costes de los reactivos quimicos
necesarios [293]. Al comparar los tratamientos térmicos e hidrotermales en igualdad
de temperatura y condiciones operativas, en general se observan mejores resultados
en la produccion de biogas mediante tratamientos hidrotermales [306]. Finalmente,
aunque los tratamientos enzimaticos han demostrado alta efectividad, el elevado
coste asociado a la produccién y purificacién de enzimas comerciales limita su
aplicacion a escala industrial [307].

Ademas de las ventajas mencionadas, existen EDAR que tienen implementadas
tecnologias de hidrdlisis térmica, avalando su potencial para mejorar la produccién
de biogas. Ejemplos destacados en Espafna son las EDAR de Copero y La Ranilla,
ambas situadas en Sevilla [308,309].

La implementacién de ambas configuraciones en una EDAR real se representa en
los esquemas de la Figura 1 - 34. En la primera configuracion (Figura 1 - 34(a)), se
evaluo la capacidad del sistema de microalgas como reactor bioldgico para eliminar
nutrientes y una mezcla de CDEs de un agua residual sintética (ARS), preparada de
acuerdo con la composicion tipica del efluente tras el tratamiento primario. En la
segunda biorrefineria (Figura 1 - 34(b)), el fotobiorreactor se empled como
tratamiento terciario para evaluar asimismo la eliminacién de nutrientes y CDEs en
agua residual real, obtenida de la salida de la decantacion secundaria.
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El objetivo principal de la presente tesis doctoral es el estudio de un sistema
basado en microalgas para la eliminacidn conjunta de nutrientes y CDEs presentes
en aguas residuales, incluyendo la posterior revalorizacion de la biomasa algal
mediante la obtencion de biogas. Particularmente, se evaluara la viabilidad de dicho
sistema para emplearlo como tratamiento secundario (biolégico) o terciario en el
esquema de una estacion depuradora de aguas residuales (EDAR). Para ello, este
trabajo se ha divido en cuatro capitulos, cada uno con sus objetivos especificos.

1. Desarrollo de un método analitico para la deteccion y cuantificacion de
CDEs

El objetivo de este capitulo es desarrollar y validar un método analitico eficiente
para la deteccidn y cuantificacion de la mezcla de CDEs seleccionada. Los objetivos
especificos son los siguientes:

e Desarrollar un método de deteccién y cuantificacién de los CDEs
mediante HPLC-DAD.

e Validar el método mediante la evaluacion de diferentes parametros:
factor de asimetria, resoluciéon de picos, numero de platos tedricos,
factor de retencidn, linealidad, precisidon y limites de cuantificaciéon y
deteccion.

e Analizar el efecto de las variables en la recuperacion de los CDEs:
volumen de muestra, volumen de eluyente, pHy masa de adsorbente.

e Determinarlosvalores mas adecuados de dichas variables en funcién del
estudio y de las limitaciones experimentales.

e Evaluarlaidoneidad de losvalores seleccionados mediante la estimacién
de la recuperacion, el punto de ruptura del cartucho, la reproducibilidad
y ensayos con muestras reales.

2. Evaluaciéon del uso de microalgas como tratamiento secundario

(biolégico) de una EDAR.

Este capitulo tiene como objetivo evaluar la capacidad de las microalgas como
tratamiento biolégico de una EDAR para eliminar nutrientes y CDEs en aguas
residuales domésticas. Los objetivos especificos son los siguientes:

e Evaluar y comparar el crecimiento de Scenedesmus sp. y C. vulgaris
durante 7 dias en agua residual sintética (ARS) en presenciay ausencia de
CDEs.

e Estudiar el efecto de la presencia de CDEs en el medio sobre la
composicion bioquimicay elemental de ambas especies.
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e Analizar la eliminacién de nutrientes en ambas especies en presencia y
ausencia de CDEs.

e Evaluar la eliminacion de CDEs por la presencia de microalgas y
compararla con la degradacién por factores abiéticos (luz, oxigeno y su
combinaciodn).

e Elaborar balances de masa de los CDEs para determinar su mecanismo
de eliminacién principal en cada especie.

3. Digestion anaerobia como via de revalorizacion de biomasa algal

El objetivo de este capitulo es estudiar la viabilidad de la digestion anaerobia (DA)
para producir biogds a partir de biomasa algal obtenida tras el tratamiento de aguas
residuales. Los objetivos especificos son los siguientes:

e Determinar la viabilidad de la DA para la produccién de biogas a partir de
la biomasa de Scenedesmus sp.y C. vulgaris tras el tratamiento de aguas
residuales.

e Aplicar un pretratamiento de hidrdlisis térmica y evaluar su efecto en la
produccion de biogas, comparandolo con los resultados obtenidos con la
biomasa sin pretratar.

4. Evaluacion del sistema de microalgas como tratamiento terciario

Este capitulo tiene como objetivo analizar la viabilidad del sistema basado en
microalgas como tratamiento terciario para la eliminacién de nutrientes y CDEs en
aguas residuales reales. Los objetivos especificos son los siguientes:

e Seleccionar la especie mas idénea entre Scenedesmus sp. y C. vulgaris
para crecer en agua residual real.

e Estudiar el crecimiento de Scenedesmus sp. en agua residual real en
ausenciay presencia de CDEs durante 7 dias.

e Analizar el efecto de la presencia de CDEs en la eliminacion de nutrientes
por Scenedesmus sp.

e Evaluar la eliminacion de CDEs en presencia de Scenedesmus sp. y
compararla con su degradacién en condiciones abidticas.
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3.Metodologia

En este apartado se describen los materiales empleados en la presente tesis
doctoral. En primer lugar, se presenta la metodologia de cultivo del inéculo, el cual
sirvié como madre para los experimentos posteriores. A continuacién, el capitulo se
dividide en cuatro bloques, cada uno correspondiente con la metodologia especifica
de los procesos desarrollados en los distintos apartados de resultados, junto con las
instalaciones experimentales asociadas a cada uno de ellos.

3.1. Cultivo de microalgas

Los inéculos de microalgas de Scenedesmus sp. y C. vulgaris fueron adquiridos
en el Banco Espafiol de Algas (Las Palmas de Gran Canaria, Espafa) y cultivados en
medio comercial BG11 Broth (Sigma Aldrich. St. Louis, MO, EE.UU.), complementado
con una disolucién de metales traza (Sigma Aldrich). El pH del medio se ajusté a 7,4
mediante la adicion de una disoluciéon de NaOH 0,5 M.

El cultivo se realizdé en botellas ISO de 2 L, utilizadas como fotobiorreactores,
selladas con tapones septum de goma que permitian la insercién de un tubo de
plastico para la aireacion (Figura 3 - 1). El sistema de aireacién, encargado del
suministro de CO,, estaba compuesto por bombas de aire que aportaban un caudal
de 3,5 L/min a cada cultivo. El aire era previamente filtrado mediante un filtro de
membrana de nylon de 0,45 pm (Agilent Technologies. Santa Clara, CA, EE.UU.) antes
de entrar en contacto con los cultivos.

La iluminacién se proporcioné mediante un sistema de tiras LED de 12 V, que
aportaban una irradiacién de 108 pmol-fotén-m2.s”. El fotoperiodo se reguld
mediante un temporizador programado, estableciendo 12 horas de luzy 12 horas de
oscuridad, de acuerdo con [310,311].
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3.2.

3.2.1.

METODOLOGIA

Figura 3 - 1. Instalaciones de cultivo.

Método analitico para la deteccion de CDEs en
aguas residuales

Materiales

Metilparabeno (MeP) (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, EE.UU.)
Propilparabeno (PrP) (Sigma-Aldrich)

Butilparabeno (BuP) (Sigma-Aldrich)

Benzofenona (BP) (Sigma-Aldrich)

Bisfenol A (BPA) (Sigma-Aldrich)

Estrona (E) (Sigma-Aldrich)

Metanol grado LC-MS (Scharlau. Barcelona, Espana)

Acetonitrilo grado HPLC (Scharlau)

Sistema Autwomatic plus 1+2 (Wasserlab. Barbatain, Espafia) para
obtener agua milli-Q y destilada

NaCl, CaCl,, MgS0,-7H,0, KH,PO,y NH,CL (Sigma-Aldrich)

Cartuchos Extrabond C18 de 500 mgy 6 mL (Scharlau)

Cartuchos ExtraBond C18 de 50 mgy 1 mL (Scharlau)

El agua residual de la salida de la decantacién secundaria se recoge en
una EDAR urbana
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En la Tabla 3 - 1 se presentan las propiedades fisicoquimicas de los CDE
seleccionados para el estudio. Ademas, se prepard una disoluciéon stock de 1000
mg/L de cada contaminante en metanol, la cual se almacend a 4°C en nevera.

Tabla 3 - 1. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos

Compuesto MeP PrP BuP
Férmula quimica CsHsOs C10H1203 C11H1403
Peso molecular (g/mol) 152,15 180,20 194,23
Solubilidad en agua (g/L) 2,50[312] 0,40[313] [%’12‘:]
Temperatura de fusién (°C) 125[312] 96-98 [313] 69 [314]
Temperatura de ebullicion (°C) 2?2,_'2?0 295[315] 369 [314]
Coeficiente de particidon octanol-agua 2,34-3,04 3,57
(log Kow) 1.66(31€] [317] [314]
Compuesto BP BPA E
Férmula quimica Ci3H100 C15H160, C1gH220,
Peso molecular (g/mol) 182,22 228,29 270,37
Solubilidad en agua (g/L) 0,14[318] 0,12[319] [?3,,2(:)3]
Temperatura de fusién (°C) 48[318] 160 [319] 260 [320]
Temperatura de ebullicién (°C) 305[318] 361[319] 445 [320]
Coeficiente de particidon octanol-agua 3,18 [321] 2,20-3,80 3,30
(Log Kow) [322] [323]
3.2.2. HPLC-DAD

El desarrollo detallado de los métodos cromatograficos empleados para analizar
todas las muestras se encuentra en la seccién 4.1.1 del capitulo 4.1 de resultados. A
continuacion, se presenta un resumen de los parametros mas relevantes.

Para determinar la concentracion de CDEs en las muestras, se empleé un HPLC
(Agilent Technologies. Santa Clara, CA, EE.UU.) equipado con un detector DAD
(modelo 1260 DAD WR, Agilent Technologies) y una columna Ascentis Express C18
(100 mm x 4,6 mm, 5 pm, Supelco, Merck. Darmstadt, Alemania). Con el objetivo de
lograr una adecuada separacidon e identificacion de todos los compuestos, se
desarrollaron dos métodos cromatograficos.

El método 1 se empled para los compuestos PrP, BuP, BP, BPAy E. La fase movil
consistido en una mezcla de acetonitrilo (ACN) grado HPLC con un 0,1% de acido
férmico y agua, en proporcién 45:55, con un caudal de 0,5 mL/min y una duracion
totaldelanalisis de 12 min. Las longitudes de onda seleccionadas fueron 254 nm para
los parabenos y BP, y 210 nm para el BPA y E. La temperatura de la columna se
mantuvo a 35°C.
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Por otro lado, el método 2 fue desarrollado exclusivamente para el MeP, debido a
su escasa retencion en la columna con el método anterior. Este método se basoé en
un gradiente de elucién que comenzaba con una proporcion 30:70 de ACN:agua,
aumentando progresivamente a 60:40 a los 4 minutos, descendiendo nuevamente a
30:70 a los 7 miny estabilizandose durante 3 min adicionales. La deteccién se realizé
a 254 nm, con un caudal de fase mévil de 1,0 mL/min y una temperatura de columna
de 20°C.

Ambos métodos fueron evaluados mediante parametros tipicos: factor de
asimetria (As), resolucién de picos (Rs), numero teérico de platos (N) y factor de
retencidn o de capacidad (k’).

e Factor de asimetria (A;): se obtuvo directamente mediante el software

del equipo.
e Resolucién de picos (R;): calculada con la ecuacion (4 ) [324].

2-(trz2—tr1)

(4) Rs ==y =,

Donde tr1 Yy tr2 SON los tiempos de retencion de dos picos contiguos y W,y W, sus
respectivos anchos.

e Numero tedrico de platos (N): calculado segun la ecuacion (5) [325].

(5) N=16" (tWR)Z

Donde tres el tiempo de retencidon de un compuesto y W su ancho de pico.

e Factor de retencion (k’): determinado mediante la ecuacion (6 ) [324].

tr—to
to

(6) k' =

Donde tg es el tiempo de retencion del analito y t, el tiempo muerto de la columna.

Asimismo, ambos métodos fueron validados mediante el estudio de su linealidad,
precision y limites de cuantificacion (LOQ) y detecciéon (LOD). Para evaluar la
linealidad, se partié de la disolucién stock de 1000 ppm de cada CDEs, la cual fue
diluida en metanol hasta una concentracion de 15 ppm. A partir de esta se prepararon
disoluciones de 12, 9, 6,3, 3,3 y 0,375 ppm, y todas fueron analizadas segun los
métodos desarrollados por triplicado. Para el estudio de la precisién, se prepararon
tres diluciones adicionales a partir de la disolucién de 15 ppm, alcanzando una
concentracion final de 10, 7 y 2 ppm. Estas tres disoluciones fueron analizadas
también de acuerdo con los métodos desarrollados.

Finalmente, para determinar el LOQ y LOD, se empled el método de senal-ruido
(S/N), considerando una relacion S/N de 3 para el LOD y de 10 para el LOQ [326]. Se
partié de una disolucién de 200 ppb de todos los CDEs, que fue diluida
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progresivamente y cuantificada mediante HPLC. La concentracién mas baja qu
pudo integrarse mediante el software del equipo se consideré el limite de
cuantificacion instrumental (ILOQ). Las concentraciones inferiores a este valor
fueron estimadas en funcién de la altura de pico. Elruido se definié como la diferencia
entre la intensidad maxima y minima registrada alrededor del tiempo de retencién del
analito. La altura de pico se midié desde el maximo del mismo hasta la linea base. El
proceso se repitid hasta alcanzar las relaciones S/N indicadas para el LOQ y LOD.

3.2.3. Método de extraccion en fase sdlida (SPE)

Para garantizar una preparacion adecuada de todas las muestras previas al
analisis por HPLC, se establecié un método de SPE, cuyo desarrollo completo se
describe en la secciéon 4.1.2 del capitulo 4.1 de Resultados. Aqui se recogen los
aspectos mas importantes del método.

Inicialmente, se llevd a cabo un estudio de variables con el objetivo de evaluar el
efecto delvolumen de muestra, volumen de eluyente, pHy masa de adsorbente sobre
la recuperacion de cada uno de los CDEs. La recuperacion se calculé empleando la
ecuacion (7).

L C
(7) Recuperacién (%) = —£ . 100
CTeérica
Donde Cgea €s la concentracion medida del contaminante tras la extraccion
(ppm) y Cresrica la concentracion afiadida inicialmente a la muestra (ppm).

En este estudio se evaluaron dos niveles para cada variable: volumen de muestra
de 10 mLy de 100 mL, volumen de eluyente de 0,5 mLyde 10 mL,pHde 2y de 7y
masa de adsorbente de 50 mgy de 500 mg. Con todas las combinaciones posibles se
realizaron un total de 16 experimentos, a los que se sumaron 12 experimentos
adicionales para estudiar niveles intermedios de volumen de muestra, volumen de
eluciony pH.

Las muestras se prepararon en agua residual sintética (ARS), de acuerdo con la
composicion tipica del efluente de la decantacion primaria de una EDAR urbana
[327]: 7 mg NaCl, 4 mg CaCl,, 2 mg MgS0,-7H,0, 15 mg KH,PO,y 115,6 mg NH,Cl por
litro de agua. Posteriormente, se doparon con la cantidad necesaria de disolucién
stock para alcanzar una concentracion final de 1 ppm de cada contaminante.

A partirdelanalisis de resultados y considerando las limitaciones experimentales
existentes (como la necesidad de un factor de concentracion elevado, definido en la
ecuacion ( 8)), se establecieron las condiciones del método que proporcionaban, en
general, buenas recuperaciones para todos los CDEs: 30 mL de volumen de muestra,
2 mL de volumen de eluyente, pH de 7 y una masa de adsorbente de 500 mg.

(8) FC = Vmuestra
Veluyente
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Siendo Vmuestra €l VOlumen de muestra tratado (mL) y Vewyente €l Volumen de elucién
utilizado (mL).

Adicionalmente, se llevaron a cabo pruebas para evaporar el disolvente de
elucién y resuspender los contaminantes en un rotavapor modelo HB eco (IKA.
Staufen, Alemania) y en un evaporador Reacti-Therm (Thermo Fisher Scientific.
Waltham, MA, EE.UU.))

El proceso de extraccion se llevo a cabo empleando un sistema de SPE Visiprep
24 (Supelco. Bellefonte, PA, USA) y cartuchos C18 de 500 mg o de 50 mg. Los
cartuchos fueron preacondicionados con metanol y agua. Posteriormente, se
cargaba el volumen de muestra, ajustada al pH deseado, a través del cartucho,
permitiendo su paso por gravedad. El sobrenadante de la muestra, tras su paso por el
cartucho, fue descartado. Finalmente, los analitos retenidos en el adsorbente se
eluyeron con 2 mL de metanol grado LC-MS, recolectandose en tubos de ensayo, tal
como se muestra la Figura 3 - 2. El volumen recolectado fue directamente utilizado
para el analisis en el sistema HPLC-DAD.

m— 1‘—- .l.__ ‘! -:_*. |ﬂ J |& ,‘|i. l;'i _‘,%

Figura 3 - 2. Sistema de SPE.

3.2.4. Anaélisis estadistico

Los experimentos para evaluar la evaporaciéon del disolvente, tanto en un
rotavapor como en un evaporador con nitrégeno, la recuperacién de los
contaminantes, la linealidad y la reproducibilidad del método de SPE y el punto de
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ruptura de los cartuchos se realizaron por triplicado, al igual que las pruebas co
muestras reales.

Para analizar las posibles diferencias entre las recuperaciones dentro delrango de

trabajo de 1 ppm a 25 ppb, se aplicé un analisis de varianza (ANOVA).

3.3. Experimentos del sistema basado en microalgas

como tratamiento bioldgico

3.3.1. Materiales

e NaCl, CaCl,, MgS0,-7H,0, KH,PO, y NH,Cl (Sigma-Aldrich. St. Louis,

MO, EE.UU.)
e Metilparabeno (MeP) (Sigma-Aldrich)
e Propilparabeno (PrP) (Sigma-Aldrich)
e Butilparabeno (BuP) (Sigma-Aldrich)
e Benzofenona (BP) (Sigma-Aldrich)
e Bisfenol A (BPA) (Sigma-Aldrich)
e Estrona (E) (Sigma-Aldrich)
e Azida de sodio (Sigma-Aldrich)
e Metanol grado LC-MS (Scharlau. Barcelona, Espana)

e Sistema Autwomatic plus 1+2 (Wasserlab. Barbatain, Espafna) para

obtener agua milli-Q y destilada
e Cloroformo (Scharlau)
e Acido sulftrico al 98% (Scharlau)
e Fenol (Sigma Aldrich)
e D-glucosa (Scharlau)
e Seroalbumina bovina (BSA) (Acros Organics. Geel, Bélgica)
e Reactivo Folin (Sigma Aldrich).

e Kits de nitrégeno amoniacal, fosfatos y test en cubetas de DQO soluble

(Merck. Darmstadt, Alemania)
e Disoluciones patrén de amonio, fosfatos y DQO (Merck)

3.3.2. Instalacion experimental

La degradacién de los CDEs se evalud en presencia de microalgas, luz y aireacion
(LOM). Por otro lado, la eliminacion abidtica de los CDEs se estudié mediante
experimentos control, en los que se analizaron los efectos individuales de la luz (L),

la aireacion (O) y su combinacion (LO).

Todos los experimentos se realizaron en reactores en discontinuo de vidrio de 50
mL, seleccionados especificamente para evitar la adsorcién de CDEs en las paredes,
como ocurre con los materiales plasticos. El volumen de trabajo fue de 48 mL, y los

reactores se mantuvieron en las condiciones experimentales durante 7 dias.
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3.3.2.1. Experimentos LOM

En los experimentos LOM, los reactores se llenaron con ARS e indculo de
microalgas, ajustando una densidad algalinicial de 0,1 g/L. Cada reactor fue dopado
con 1 ppm de cada CDEs, utilizando para ello una disolucion intermedia de 10 ppm
en ARS preparada a partir de la disolucidon stock. Ademas, se llevaron a cabo
experimentos control sin contaminantes.

Los reactores fueron sellados con tapones de goma, en los que se inserté un tubo
de acero inoxidable para permitir la aireacion de los cultivos (Figura 3 - 3). Todos los
experimentos se realizaron bajo condiciones de aireaciéon, empleando bombas de
aire y valvulas divisoras, que suministraban un caudal de 0,58 L/min a cada reactor.
Antes de alcanzar los cultivos, el aire fue filtrado a través de un filtro de nylon de 0,45
pm (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EE.UU.).

Los reactores fueron irradiados mediante tiras LED de 12V, proporcionando una
irradiancia de 108 pmol-fotén-m2-s™. El fotoperiodo se establecio en 12 horas de luz,
seguidas de 12 horas de oscuridad.

Figura 3 - 3. Instalacion experimental de los experimentos LOM

3.3.2.2. Experimentos abidticos

Los reactores de los experimentos L, O y LO se rellenaron con ARS y fueron
dopados con 1 ppm de la mezcla de CDEs. Los experimentos Ly LO se llevaron a cabo
bajo condiciones de irradiacién, siguiendo con el procedimiento descrito para los
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ensayos LOM. Por el contrario, los experimentos O se realizaron en condiciones d
oscuridad, para lo cual los reactores fueron cubiertos con papel aluminio, evitando la
exposicion a la luz. Por otro lado, los experimentos Oy LO se llevaron a cabo bajo las
mismas condiciones de aireacion establecidas para los ensayos LOM.
Adicionalmente, a todos los ensayos abidticos se le afiadié un 0,01%v/v de azida de
sodio para evitar el desarrollo microbiano.

3.3.3. Procedimiento experimental

En la Figura 3 - 4 se presenta un esquema del procedimiento experimental diario
seguido con los experimentos LOM. De los 48 mL de cultivo, se recogieron
diariamente 12 mL, que se filtraron a través de un filtro de 0,45 pm para la
determinacion del crecimiento de la biomasa por peso seco. El sobrenadante
obtenido tras el filtrado se utilizd para el anélisis del contenido en amonio, fosfatos y
DQO soluble, y ademas se registré diariamente el pH del cultivo. Este procedimiento
se llevd a cabo también con las muestras control (en ausencia de CDEs).

- biomasay de los nutrientes

( Secado delfiltro a 56°C durante una
252 semana y determinacion del peso seco
o \

Filtrado con filtro de el
12mL 0,45 pm Sobr, Determinacion del contenido en amonio,
hadante fosfatos y DQO soluble

Determinaciénde los CDEsy
mecanismos de eliminacién

-

|
1
i
I
. s Sobrenadante ¢~~~ ~------ > ;
T aml @D, . N iweld4sum Método SPE |——{ HPLC-DAD |
I s N T T
1 __‘/ = \ Biomasa l—'LJT_L_m_eEJ_i—l_:
I \
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! fEamsaEas ; Lavado
! IR et '—‘ ——— | Ultrasonido |
.
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L e z

i | R
I

Medida de pH

Figura 3 - 4. Resumen del procedimiento experimental seguido con los experimentos LOM para un
sistema de tratamiento biolégico. Iconos disefiados con Biorender.

Por otra parte, se tomaron 30 mL adicionales para evaluar la eliminaciéon de CDEs
en el sobrenadante a lo largo del tiempo. Esta fraccién se centrifugd para separar el
pellet de biomasa del sobrenadante. El sobrenadante se someti6 al proceso de SPE
previamente desarrollado y se analizé mediante HPLC-DAD para cuantificar la
concentracion remanente diaria de cada contaminante. La biomasa se lavo con 1 mL
de agua milliQ, se centrifugd nuevamente y se descarté el agua de lavado. A
continuacion, se afadié 1 mL de metanol (meOH) a la biomasay la mezcla se sometid
a ultrasonido durante 1 hora. Posteriormente, se centrifugd y se analizé el

= Determinacién de la [ ______________________________________
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obrenadante mediante HPLC-DAD, con el fin de determinar la cantidad de CDEs
adsorbidos sobre la pared celular de la microalga. Finalmente, la biomasa se
resuspendié en 1 mL de meOH, se agité toda la noche y se le aplicé ultrasonido
nuevamente durante 1 hora para promover la ruptura de la pared celular. Esta mezcla
sefiltréy el sobrenadante se analizé por HPLC-DAD para estimar la cantidad de CDEs
acumulados en elinterior de la célula.

+» Determinacion de la biomasay de los nutrientes:

El crecimiento de la biomasa se midié diariamente. Para determinar el peso seco,
se filtraron 12 mL del cultivo de microalgas a través de un filtro de membrana de nylon
de 0,45 pm (GVS, Bolonia, Italia) previamente pesado. Posteriormente, los filtros
fueron secados durante una semana a 56°C en una estufa (JP Selecta. Barcelona,
Espafia). Una vez secos, se pesaron en una balanzay el peso seco se calculé como la
diferencia entre el peso finaly elinicial.

Ademas, el pH del cultivo también se midié diariamente empleando un pHmetro
(XS Instruments. Médena, Italia).

La productividad de la biomasa (P) se estimdé de acuerdo con la ecuacién ( 9)
[328]:
_ XX
(9) P= s
Donde X;y X representan las concentraciones de biomasa (g biomasa seca/lL) en
los tiempos t (inicio, en horas) y t; (final, en horas), respectivamente, y P la
productividad de biomasa (g biomasa seca/L-h).

La biomasa recogida a los siete dias fue liofilizada en un liofilizador modelo
Lyomicron (Coolvacuum. Barcelona, Espafia) y se analizé su contenido en lipidos,
proteinas, carbohidratos y cenizas. Ademas, se estimo su composicion elemental en
H, C,N,SyOyelpotencial Zeta de la superficie de la biomasa. Debido a la resistencia
de la pared celular, antes de proceder a la caracterizacion bioquimica, la biomasa fue
sometida a un proceso de ruptura celular mecanica utilizando un dispersor ULTRA
TURRAX T25 (IKA. Staufen, Alemania). El procedimiento consistié en tres tandas de
ruptura de 5 minutos cada una, a una velocidad de 20000 rpm. Para evitar el aumento
de temperatura por fricciéon mecanica, el recipiente con la biomasa se colocd en un
bafo con hielo durante el proceso, como se muestra en la Figura 3 -5.
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Figura 3 - 5. Procedimiento de ruptura de la pared celular.

Para la determinaciéon de lipidos se empled el método de Bligh y Dyer [329],
utilizando una mezcla metanol:cloroformo en una proporcién 1:2 en volumen. Los
lipidos fueron extraidos en la fase cloroformo (fase inferior en la Figura 3-6) y, tras el
secado de la muestra, se cuantificaron gravimétricamente.

Figura 3 - 6. Determinacion de lipidos.

Los carbohidratos se cuantificaron siguiendo el método de DuBois o fenol-
sulfdrico [330]. Para la curva de calibrado, se empleé D-glucosa en agua Milli-Q en
diferentes concentraciones. A la muestra se afadieron 1 mL de fenol al 5% m/v
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isuelto en agua y 5 mL de acido sulfurico al 98%, seguido de un calentamiento a
90°C. Posteriormente, se dejé reposar 30 minutos a temperatura ambiente. Tras
enfriarse, la absorbancia se midié en un espectrofotometro modelo V-630 (Jasco.
Tokio, Japdn) a 487 nm. En la Figura 3-7 se presenta una imagen de las muestras una
vez digeridas.

Figura 3 - 7. Determinacion de carbohidratos

Las proteinas se midieron con el método de Lowry [331]. La curva de calibrado de
proteinas totales se elabord con BSA. A la muestra se le afiadieron 950 pL de reactivo
Lowry, dejandola reposar 10 minutos. Posteriormente, se afiadieron 100 pL de
reactivo Folin, esperando 30 minutos antes de medir la absorbancia en un
espectrofotémetro Jasco V-630 (Tokio, Japdn) a 759 nm (Figura 3 - 8).

Figura 3 - 8. Determinacion de proteinas
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Las cenizas se calcularon por gravimetria, eliminando la materia organica de |
biomasa mediante calcinacidon en una mufla (Nabertherm. Lilienthal, Alemania) a
550°C durante un minimo de 2 horas.

El anélisis elemental se llevd a cabo en un Flash 2000 (Thermo Fisher Scientific.
Waltham, MA, EE.UU.) equipado con un detector de conductividad térmica (TCD). Se
empled un reactor de oxidacion/reduccién a 900°C para determinar el contenido en
H, C, N y S, mientras que el contenido en O se analizé en un reactor de pirélisis
independiente a 1060°C.

Por ultimo, se determind el potencial Zeta de la superficie de la célula en un
analizador modelo NanoPlus DLS (Micromeritics. Norcross, GA, EE.UU.).
Previamente, las muestras de biomasa liofilizada se dispersaron en agua milliQ con
una concentracion de 0,1 mg/mL.

El sobrenadante que se habia ido obtenido diariamente tras el filtrado del peso
seco se empled para cuantificar las concentraciones de amonio, fosfatos y DQO
soluble, utilizando kits comerciales Spectroquant 100.638, 100.798y 114.541 (Merck.
Darmstadt, Alemania), respectivamente.

Amonio

En un tubo se mezclaron 5 mL del reactivo NH;-1 con 0,2 mL de muestra y una
microcuchara rasa del reactivo NH;-2. Se agité vigorosamente la mezcla hasta que
todo estuvo disuelto. Se dejé reposar 15 minutos hasta que las muestras adquirieron
una tonalidad verde (Figura 3 — 9) y se midi6é en un espectrofotémetro Jasco V-630
(Tokio, Japén) a 690 nm.

Figura 3 - 9. Determinacion de amonio.
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El calibrado de amonio, presentado en el anexo 7.2, se llevd a cabo siguiendo este
protocolo con diferentes disoluciones elaboradas a partir de una solucién patrén
comercial de NH,Cl en H,O de 1000 mg/L (Merck. Darmstadt, Alemania).

Fosfatos

En un tubo se adicionaron 8 mL de agua destilada, 0,5 mL de muestra, 0,5 mL del
reactivo PO,4-1y una dosis del reactivo PO,-2. La mezcla se agité vigorosamente hasta
que los reactivos se encontraban completamente disueltos y se dejé en reposo 5
minutos. Transcurrido este tiempo, se midieron en un espectrofotémetro Jasco V-630
(Tokio, Japén) a 420 nm.

El calibrado de los fosfatos que se presenta en el Anexo 7.2 se elabor6 a partir de
una solucidn patrén comercial de KH,PO, en H,O de 1000 mg/L (Merck. Darmstadt,
Alemania).

DQO

En las cubetas de reaccion del kit se afiaden 3 mL de muestra y se mezcla
vigorosamente el contenido. A continuacién, las cubetas se introducen durante 120
minutos a 148°C en un bafio, como se muestra en la Figura 3 - 10. Tras este tiempo,
las cubetas se sacan del bafo y se dejan enfriar al menos 30 minutos. Una vez
enfriadas, se midieron en un espectrofotometro Jasco V-630 (Tokio, Japon) a 585 nm.

El calibrado que se muestra en el Anexo 7.2. se realizé con una disolucion patron
comercial de DQO de 50000 mg/L en H,O (Merck. Darmstadt, Alemania).

Figura 3 - 10. Determinaciéon de DQO
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Finalmente, el crecimiento de la biomasa se ajusté a un modelo cinético d
Monod, el cual describe el efecto del sustrato limitante en la tasa de crecimiento
especifico [332].

UmaxS

(10) k= ks+S

Donde p es la tasa de crecimiento especifico (d™), calculada con la ecuacidn (11
) [333], Hmax €S la tasa maxima de crecimiento especifico (d7), S la concentracion de
amonio (mg/L) y ks la constante de saturaciéon (mg/L).

LTLXf—LTLXL'

(1) p=— =

Siendo X;y X; las concentraciones de biomasa (g biomasa seca/L) en los tiempos
try ti (dias)

K/

<+ Determinacién de los CDEs y mecanismos de eliminacién:

Diariamente se recogieron 30 mL de muestra de los reactores LOM, los cuales
fueron centrifugados durante 20 minutos a 3500 rpm en una centrifuga modelo 5810
(Eppendorf. Hamburgo, Alemania). Posteriormente, el sobrenadante se separd del
pellet de biomasay fue filtrado a través de un filtro de nylon de 0,45 pm. Las muestras
fueron preconcentradas con el método de SPE desarrollado previamente, y 10 puL del
eluyente fueron inyectados en el HPLC, siguiendo los métodos también previamente
desarrollados, para cuantificar la concentracién de CDEs en el sobrenadante de los
experimentos LOM.

Por otro lado, la biomasa recogida fue lavada con 1 mL de agua Milli-Q y
posteriormente centrifugada a 3500 rpm durante 20 minutos. El agua de lavado fue
descartada, y la biomasa se resuspendié en 1 mL de metanol. A continuacion, la
biomasa fue sonicada durante 15 minutos (37kHz, 820 W) en un ultrasonido modelo
Elmasonic P (Elma Schmidbauer. Singen, Alemania) para liberar los CDEs
bioadsorbidos en la pared celular al metanol. Esta mezcla fue centrifugada
nuevamente, separando la fase organica que contenia los CDEs bioadsorbidos de la
biomasa. Las muestras obtenidas fueron utilizadas para cuantificar la concentracion
bioadsorbida de CDEs sobre la pared celular mediante HPLC.

Para evaluar la bioacumulacion de CDEs en elinterior celular, la biomasa obtenida
tras la ultima centrifugacion fue resuspendida en 1 mL de metanoly agitada a 900 rpm
durante toda la noche. Para asegurar la ruptura de la pared celular, las muestras
fueron sonicadas durante 1 h, seguido de una centrifugacién de 20 minutos a 3500
rpm. El sobrenadante resultante fue analizado por HPLC, permitiendo cuantificar la
concentraciéon de CDEs bioacumulados.

Para estudiar la contribucién relativa de los procesos de bioadsorcion,
bioacumulacién y bioeliminacidn, se establecio el siguiente balance de eliminacion

87



METODOLOGIA

88

e CDEs, donde el porcentaje de biodegradacion se calculé mediante la ecuacién (
12):

100

(12) P(%) = (At_Ar_Ad_Aa_Ac)'A_t

Donde A: es la cantidad inicial de cada CDEs afiadida al medio (ug a dia 0). A, es la
cantidad de CDEs presente en el sobrenadante de los experimentos LOM. A, es la
cantidad de CDEs adsorbida en la pared celular. A. es la cantidad de CDEs
bioacumulada en el interior de las células. A, es la cantidad de CDEs eliminada con
mecanismos abidticos, que se corresponde con la cantidad de CDEs en el
sobrenadante de los experimentos LO.

Las constantes cinéticas de degradaciony los tiempos de vida medio de MeP, PrP,
BuP, BP, BPA y E fueron calculados para los experimentos LOM. Segun estudios
previos, la degradacion de CDEs se ajusta a una cinética de pseudo-primer orden,
descrita por la ecuacién (13)[264,334].

(13) LnC, = —kt + LnC,

Donde C, es la concentracién inicial de cada contaminante (ppb) adia 0, C.es la
concentracion de CDE a tiempo t, k es la constante de velocidad de eliminacion (h™)
y tes eltiempo de reaccion (h).

El tiempo de vida medio (t1,2) se calculé de acuerdo con la ecuacidn (14 ) [335]:

Ln2
14ty =50

Donde ty; es el tiempo de vida medio (h) y k es la constante de velocidad de
eliminacién (h7).

La actividad enzimatica de ambas especies de microalgas se determiné a partir
de una modificacién del método descrito por Chang et al. (2023) [264]. Para ello, los
experimentos LOM dopados con 1 ppm de contaminantes fueron duplicados v,
diariamente, se recogieron 10 mL de muestra, que fueron centrifugados durante 20
minutos a 3500 rpm para separar el sobrenadante de la biomasa. El sobrenadante,
que contenia las enzimas extracelulares producidas por las microalgas, fue filtrado a
través de un filtro de membrana de nylon de 0,22 pym. Posteriormente, este
sobrenadante fue dopado nuevamente con la mezcla de contaminantes, hasta
alcanzar una concentracién final de 30 ppm. La solucién resultante fue incubada
durante 24 horas en oscuridad, cubriendo los botes con papel aluminio para evitar la
exposicion a la luz. Transcurrido este tiempo, se tomdé una muestra, que fue analizada
por HPLC de acuerdo con los métodos desarrollados, con el objetivo de cuantificar la
concentracion de CDEs. La actividad enzimatica se expresé en micromoles de
contaminante eliminados por las enzimas extracelulares, por hora y por gramo de
biomasa.
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En la Figura 3 — 11 se resume la metodologia seguida en los experimentos
abidticos. En este caso, al no existir biomasa presente, el sobrenadante que se
recogia diariamente de los experimentos L, Oy LO fue destinado exclusivamente a la
determinacién de la concentracion de CDEs. Los 30 mL de sobrenadante fueron
filtrados a través de un filtro de membrana de nylon de 0,45 pm, extraido mediante el
método de SPE previamente desarrollado y posteriormente analizado por HPLC
siguiendo los métodos establecidos.

Experimentos L

Filtrado con filtro de ,
Grasim Método SPE ]—'[ HPLC-DAD ]

(Il

Experimentos O

) Filtrado con filtro de Método SPE ]—.[ HPLC-DAD ]
0,45 pm

Experimentos LO

Filtrado con filtro de B
=| 0,45 um Método SPE }——‘[ HPLC-DAD ]

Figura 3-11. Resumen del procedimiento experimental seguido con los experimentos abidticos para
un sistema de tratamiento biolégico. Iconos disefiados con Biorender.

Con el objetivo de evaluar si alguno de los iones presentes en el ARS podia
contribuir a la degradacion de los CDEs, se realizaron experimentos adicionales en
condiciones O y LO utilizando agua milliQ como medio, con una duracién de un dia
solamente. Los sobrenadantes de estos ensayos se evaluaron del mismo modo, taly
como seindica en la Figura3-11.

Finalmente, las constantes cinéticas de degradaciény el tiempo de vida medio se
calcularon para los experimentos O y LO empleando el mismo procedimiento
descrito previamente para los experimentos LOM, a partir de las ecuaciones (13) vy (
14).

3.3.4. Andlisis estadistico

Todos los experimentos fueron llevados a cabo por triplicado. Se aplicé una
prueba t de Student para evaluar las posibles diferencias en el crecimiento de la
biomasa, tanto en presencia como en ausencia de CDEs, asi como en el pH y el
consumo de nutrientes. Ademas, se utilizd6 también para analizar diferencias en la
composicion bioquimica y elemental de la biomasa y en el potencial Zeta,
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omparando las condiciones con y sin CDEs. Adicionalmente, esta prueba

estadistica se empled para examinar las posibles diferencias en la degradacién de

CDEs entre los experimentos LOMy los ensayos abidticos.

3.4. Experimentos de digestion anaerobia (DA) para la

revalorizacion de la biomasa

3.4.1. Materiales

El fango empleado como indéculo en la digestion anaerobia procedia de la
recirculacion de la digestion primaria de una EDAR urbana. Este fango
presentd, de media, unos sélidos totales del 1,41+0,50% (en base humeda),
una humedad del 98,59+0,50%, unos sélidos volatiles del 1,03+0,32% (en
base humeda), unas cenizas del 98,97+0,32% y una densidad de 0,99 g/mL.
NaCl, CaCl,, MgS0O,-7H,0, KH,PO, y NH,Cl (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO,
EE.UU.)

Metilparabeno (MeP) (Sigma-Aldrich)

Propilparabeno (PrP) (Sigma-Aldrich)

Butilparabeno (BuP) (Sigma-Aldrich)

Benzofenona (BP) (Sigma-Aldrich)

Bisfenol A (BPA) (Sigma-Aldrich)

Estrona (E) (Sigma-Aldrich)

Metanol grado LC-MS (Scharlau. Barcelona, Espana)

Sistema Autwomatic plus 1+2 (Wasserlab. Barbatain, Espafa) para obtener
agua milli-Q y destilada

Cloroformo (Scharlau)

Acido sulfurico al 98% (Scharlau)

Fenol (Sigma Aldrich)

Reactivo Folin (Sigma Aldrich).

Kits de amonio, fosfatos y test en cubetas de DQO soluble y nitrégeno total
(Merck. Darmstadt, Alemania)

Disolucién patrén de nitrégeno total (Merck)

3.4.2. Instalacién experimental

En primer lugar, se cultivaron Scenedesmus sp. y C. vulgaris en ARS en
fotobiorreactores de 5L (Figura 3 - 12), con un volumen total de 20 L. En el dia 0, cada
fotobiorreactor fue llenado con ARS e inéculo hasta ajustar la concentracion inicial a
0,1 g/L. Ademas, los cultivos fueron dopados con 1 ppm de cada contaminante, para
lo que se tuvieron que preparar disoluciones stock en metanol mas concentradas, de
6000 ppm.
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Figura 3 - 12. Fotobiorreactores empleados en el cultivo de Scenedesmus sp. y C. vulgaris.

Cada fotobiorreactor fue aireado continuamente con un caudal de aire de 2,5
L/min, impulsado por bombas de aire. Antes de alcanzar los cultivos, el aire fue
filtrado a través de un filtro de PTFE de 0,2 pym. La iluminacién se llevd a cabo
mediante una carcasa metalica con fluorescentes de 8 W, estableciendo un
fotoperiodo de 12 horas de luzy 12 horas de oscuridad.

La biomasa cultivada se sometid a un pretratamiento de hidrdlisis térmica, que se
llevd a cabo en un reactor discontinuo mezcla perfecta (Figura 3 - 13). El reactor fue
llenado con volumen total de 75 mL, afiadiendo 8,5 g de esta biomasa humeda por
reacciény completando el volumen con sobrenadante procedente del cultivo.

El reactor contaba con una camisa de calentamiento y un sistema de regulacién
de temperatura, que fue ajustado a 140°C. La presion de trabajo fue la que se alcanzé
en el reactor a esta temperatura, 3 bares. La reaccién tuvo una duraciéon de 20
minutos y se mantuvo con agitacion constante a 300 rpm, con el objetivo de garantizar
la homogeneidad de la mezcla.
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Figura 3 - 13. Reactor empleado en la hidrdlisis térmica

Posteriormente, la digestion anaerobia se realizd en botellas de vidrio de 100 mL,
selladas con capsulas de aluminio y septum de goma para evitar la fuga de gases. Las
botellas fueron incubadas durante 32 dias en una estufa modelo INCUBAT 150L (J. P.
Selecta. Barcelona, Espafia) a 37°C (condiciones mesofilicas), taly como se muestra
en la Figura 3 - 14.

Figura 3 - 14. Instalacion experimental para la produccién de biogas.

Cada muestra se preparo con una relacion inéculo:sustrato de 2:1 en gramos de
SV [285], siendo el sustrato la biomasa de microalgas pretratada o sin pretratar. Para
ello, se anadieron 44 mL de indculo en cada botella, junto con la cantidad
correspondiente de biomasa, y se enrasé hasta 67 mL con el sobrenadante del cultivo
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(biomasa sin pretratar) o con el sobrenadante de la hidrdlisis térmica (biomas

pretratada). Ademas, se realizaron controles solo con indculo, en los que se
afadieron 44 mL de fango, enrasado hasta 67 mL con agua desionizada. Antes de la
incubacidn, las botellas fueron inertizadas con nitrégeno para eliminar el oxigeno
presente.

Las muestras gaseosas fueron analizadas mediante cromatografia de gases en un
GC 4000A, equipado con un TCD (East & West Analytical Instruments. Beijing, China).
Se utilizé helio como gas portador, a una presion de 5 bar. El cromatdgrafo contaba
con una columna Carboxen 1010, de 30 m de longitud y 0,53 mm de didmetro
(Supelco. Bellefonte, PA, USA).

3.4.3. Procedimiento experimental

La biomasa cultivada se cosechdé a los 14 dias, una vez alcanzada la fase
estacionaria. Para su separacién del sobrenadante se empled una centrifuga modelo
Dilitcen 22 R (Ortoalresa. Madrid, Espafa), realizando tandas de centrifugadode 1 h
a 4000 rpm, con una capacidad total de 4 L de cultivo por tanda. Con el fin de
preservar las propiedades de la biomasa, el proceso se llevdo a cabo a una
temperatura de 20°C. Parte del sobrenadante se destiné al proceso de hidrélisis
térmica, y otra parte se empled en la digestion anaerobia de muestras de biomasa sin
pretratar.

De la biomasa cosechada se separaron 8,5 g, a los que se afiadieron 79 mL de
sobrenadante del cultivo. Esta mezcla fue centrifugada (Eppendorf 5910. Hamburgo,
Alemania) a 4000 rpm durante 10 minutosy se extrajeron 4 mL del sobrenadante para
analizar las concentraciones iniciales de amonio, fosfatos y DQO solubles,
empleando para ello kits comerciales Spectroquant 100.638, 100.798 y 114.541
(Merck. Darmstadt, Alemania), segun los protocolos descritos anteriormente. Elresto
de la mezcla fue sometida a hidrélisis térmicaYy, tras finalizar el proceso, se centrifugé
nuevamente a 4000 rpm durante 30 minutos. La biomasa separada fue utilizada como
sustrato en la digestién anaerobia de las muestras pretratadas, mientras que el
sobrenadante se empled parcialmente para la determinacién de las concentraciones
de amonio, fosfatos y DQO tras la hidrdlisis térmicay el resto se destind también a la
digestion anaerobia de las muestras pretratadas.

Adicionalmente, la biomasa cosechada fue caracterizada mediante la
determinacién del contenido en carbohidratos, lipidos, proteinas y cenizas, asi como
su composicion elemental, siguiendo los protocolos indicados en la seccion 3.3.3.1.

Para llevar a cabo la digestion anaerobia, fue necesario determinar la cantidad de
sustrato a afiadir para mantener la relacion inéculo:sustrato de 2:1 en cada botella.
Para ello, se calcularon los sélidos totales (ST) y volatiles (SV) de la biomasa cony sin
pretratamiento (sustrato), asi como del fango (inéculo). El calculo de los ST se realizé
secando una muestra de 1 g a 110°C durante un minimo de 8 horas en una mufla,
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asta alcanzar un peso constante. Posteriormente, la muestra fue calcinada a 550°C
durante 2 horas para determinar los SV por gravimetria.

La produccion de biogas generado en las botellas de digestiéon anaerobia fue
monitorizada diariamente las dos primeras semanas. Después, cuando la
producciéon comenzé a disminuir, las mediciones se realizaron cada dos o tres dias.
En primer lugar, la presion de cada botella fue medida con un sensor modelo 400
(Vernier. Beaverton, EE.UU.), el cual iba conectado a un ordenador y empleaba el
software Vernier Graphical Analysis. A continuacidn, se tomaba una muestra de gas
de 500 pL, que era inyectada manualmente en el detector de gases para su analisis.
Las botellas fueron purgadas diariamente con nitrégeno después de la toma de
muestras.

Ademas, alinicio del experimento, se prepararon tres réplicas adicionales de cada
ensayo para llevar a cabo el andlisis del sobrenadante inicial. Tanto estas muestras
iniciales como las finales, obtenidas tras 32 dias de incubacién, fueron centrifugadas
a 4000 rpm durante 9 minutos, separando el sobrenadante del soélido. Los
sobrenadantes fueron filtrados a través de un filtro de membrana de nylon de 0,45 pm
(GVS. Bolonia, Italia). Posteriormente, se analizaron las concentraciones de amonio
fosfatos, DQO y nitrégeno total (NT) solubles utilizando kits comerciales
Spectroquant 100.638, 100.798, 114.541 y 114.763 (Merck. Darmstadt, Alemania),
respectivamente.

Nitrogeno total (NT):

Se vertieron 1 mL de la muestra, 9 mL de agua destilada, una microcuchara rasa
del reactivo N-1K y 6 gotas del reactivo N-2K en tubos a presién, mezclando todo. La
mezcla se mantuvo durante 1 hora a 120°C en un bafoy, tras enfriarse a temperatura
ambiente, se tomd 1 mL de las muestras disgregadas y se afiadié a una cubeta de
reaccion del test (Figura 3 - 15). Finalmente, se adiciond 1 mL de reactivo N-3K a la
cubeta de reaccion y, tras10 minutos de reposo, las muestras fueron medidas a 345
nm en un espectrofotémetro Jasco V-630 (Tokio, Japon).

El calibrado del nitrégeno total se elabord a partir de una solucién comercial de
100 mg N /Len H,O (Merck. Darmstadt, Alemania) y se presenta en el Anexo 7.2.



METODOLOGIA

Figura 3 - 15. Determinacion de nitrégeno total (NT).

3.4.4. Calculos de la produccidn de biogas

Para la elaboracion de las curvas de potencial bioquimico de metano (BMP), el
area del pico de metano fue correlacionada con su concentracién mediante un
calibrado previo con el cromatografo de gases. A partir de esta relacion, se aplicaron
las ecuaciones que se presentan a continuacién [336]:

15) BMP = [rctalcE)
(15) =

(16) Vren,(C.E.) = Vrey,(C.E.) + Ve, gisuerro(C-E.)

(17) Veu, (C.E.) =%

Ve
(18) nCH4 = (ACH4 m_n)'z

NcH,disuelto'R'TE

(19) VCH4disuelto (C.E.) = AP

(20) Ncy,disuelto = MCH4disuelto -y

My, 0 XCH4disuelto

— 2 4

(21) MCH4disuelto T 1—x _
CHadisuelto

AP

(22) XCH4disuelto =4
CHy

—673,74
(23) Hey, = 10( TE +6'88)

Donde:
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BMP es el potencial bioquimico de metano (L CH./g SV).

Vrcha (C.E.) es el volumen total de CH, en condiciones estandar (L), que
se corresponde con la suma del volumen de metano presente en la
cabeza de la botella mas el volumen que se disuelve en el fango.

g SV son los sdlidos volatiles iniciales del sustrato.

Vcha (C.E.) el volumen de CH,4 en condiciones estandar que se almacena
en cabeza de botella (L).

Vchadisuetto (C.E.) elvolumen de CH, disuelto en el fango (L) en condiciones
normales.

ncua los moles de CH, calculados a partir de la recta de calibrado de
moles de metano frente al area relativa de pico, se corresponden con los
moles presentes en la cabeza del digestor.

R es la constante de los gases ideales (0,082 atm-L/K-mol).

Tce es la temperatura en condiciones estandar (273 K).

Pce es la presion en condiciones estandar (1 atm).

Acra es el area del pico de metano.

m es la pendiente de la recta de calibrado (2:107?).

n es la ordenada en el origen de la recta de calibrado (-2:107).

V¢ es elvolumen de cabeza o volumen libre de la botella (0,033 L).

Ve es el volumen de muestra pinchado (500 pL).

NcHadisuetto SON los Moles de CH, disueltos en el fango (mol).

Te es la temperatura a la que se lleva a cabo la digestion anaerobia (310
K).

AP es el incremento de presion entre el control solo con inéculo y las
muestras con mezcla de sustrato e inéculo.

Mchadisuetto €S la concentracién molar del CH,4 disuelto en el fango (mol/L).
Vy es el volumen util de la botella (0,067 L).

Mu2o es la concentracion molar del agua afiadida y presente en el propio
fango (mol/L).

XcHadisuetto €S la fraccidn molar del CH, disuelto en el fango.

Hcha es la constante de Henry para el CH,4 (atm).

El rendimiento maximo tedrico de metano (TMP) se fundamenta en la férmula
general de la composicién del sustrato (C,H,O:Ng), calculada a partir de su
composicion elemental. Su transformacion en CH,;, CO, y NH; por los
microrganismos anaerobios se describe en la ecuacién (24 ) [337]:

(24) CaHbocNd + (4a—b—42c+3d) H20 N (4a+b—82c—3d) CH4 + (4a—b-:32c+3d) COZ +

dNH;

De este modo, el TMP se puede calcular segun la ecuacion (25)
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4a+b-2c-3d

(25) Yo, = (#> -V, - 1000

12a+b+16c+14d

Donde Ycu4 se corresponde con el TMP (mL CH4/g SV) y Vi, es el volumen molar
normal de metano (22,4 L).

Ademas, se estimd la biodegradabilidad del sustrato utilizando la siguiente
ecuacion [337]:

Producciéon de metano experimental

(26) Biodegradabilidad =

Producciéon de metano teérica

Donde la produccién de metano tedrica corresponde al TMP y la produccién de
metano experimental se asocia con el BMP obtenido en el dia 32.

Finalmente, las curvas BMP asi obtenidas fueron ajustadas a un modelo cinético
de primer orden para calcular la constante cinética de primer orden y el potencial
maximo de produccién de metano, de acuerdo con las siguientes ecuaciones [292]:

(27) r=k- (P —Yen,)
(28) Yeu, =P - (1 —e™*%)

Donde r es la velocidad de produccion de metano (mL CH./g SV-d), Ycus la
produccién de metano (mL CH./g SV), P el potencial maximo de produccién de
metano (mL CH./g SV), ks la constante cinética de primer orden (d™) y t el tiempo del
experimento (d).

Sin embargo, la produccion que se obtuvo con la biomasa pretratada de C. vulgaris
no ajusté a un modelo de primer orden, ya que presentd una fase lag al inicio del
experimento. Por este motivo, los resultados se ajustaron a un modelo de Gompertz
modificado [337]:

(29) Yoy, =P -exp {—exp [Rm%xpm- A-0t)+ 1]}

Siendo Ycua la produccidon de metano (mL CH,/g SV), P el potencial maximo de
produccion de metano (mL CH./g SV), R, la tasa maxima de produccién de metano
(mL/d), A la duracién de la fase lag (d) y t el tiempo del experimento (d).

3.4.5. Analisis estadistico

Todos los experimentos de digestion anaerobia se llevaron a cabo por triplicado
para evaluar su repetibilidad, al igual que las caracterizaciones de la biomasa y los
ensayos de determinacién de nutrientes de los sobrenadantes de la hidrélisis térmica
y del biogas.

Para evaluar las posibles diferencias entre la composicidon bioquimica y elemental
de la biomasa cosechada en este experimento y la del experimento del sistema
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mpleado como bioldgico, se aplicé la prueba t de Student. Esta prueba estadistica
también se utilizd6 para comparar los resultados de la caracterizacion del
sobrenadante antes y después de la hidrdlisis térmica y de la digestion anaerobia.

3.5. Experimentos del sistema basado en microalgas
como tratamiento terciario.

3.5.1. Materiales

e El agua residual empleada en el cultivo fue recogida de la salida de la
decantacioén secundaria de una EDAR urbana.

e Metilparabeno (MeP) (Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, EE.UU.)

e Propilparabeno (PrP) (Sigma-Aldrich)

e Butilparabeno (BuP) (Sigma-Aldrich)

e Benzofenona (BP) (Sigma-Aldrich)

e Bisfenol A (BPA) (Sigma-Aldrich)

e Estrona (E) (Sigma-Aldrich)

e Metanol grado LC-MS (Scharlau. Barcelona, Espana)

e Sistema Autwomatic plus 1+2 (Wasserlab. Barbatain, Espafa) para obtener
agua milli-Q y destilada

e Cloroformo (Scharlau)

e Acido sulftrico al 98% (Scharlau)

e Fenol (Sigma Aldrich)

e Reactivo Folin (Sigma Aldrich).

e Kits de amonio, fosfatos, nitratos, nitritos y test en cubetas de DQO y
nitrégeno total (Merck. Darmstadt, Alemania)

e Disolucidn patrén de nitratos y nitritos (Merck)

3.5.2. Instalacion experimental

En primer lugar, se evalud cual de las dos especies de microalgas, Scenedesmus
sp. o C. vulgaris, era mas adecuada para su cultivo en agua residual real (ARR). Para
ello, se llevaron a cabo cultivos independientes en reactores batch con un volumen
de trabajo de 500 mL, utilizando ARR como medio de cultivo. La densidad inicial de
microalga se establecié en 0,1 g/L.

Aligual que en configuraciones anteriores, la aireacidn se proporcioné mediante
bombas de aire, suministrando un caudal constante de 3,5 L/min, previamente
filtrado con un filtro de 0,45 pm. La iluminacién proporciondé una irradiancia de 108
pmol-foton-m-2-s”', con un fotoperiodo de 12 horas de luzy 12 horas de oscuridad.

Una vez seleccionada la especie que presentd un mejor crecimiento, se procedid
a evaluar la eliminacion de la mezcla de CDEs en presencia de microalgas, luz y
oxigeno (LOM), asi como su degradacioén abidtica bajo condiciones de luz y oxigeno
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(LO), todo ello en ARR. Todos los experimentos se realizaron en reactores batch de
L de volumen de trabajo y durante 7 dias.

Los reactores de 5L fueron llenados con ARR e inoculados con Scenedesmus sp.,
con una concentracion inicial de 0,1 g/L. Cada reactor fue dopado con 1 ppm de la
mezcla de contaminantes, a partir de la disolucion stock de 6000 ppm y, ademas, se
incluyeron controles sin CDES. En la Figura 3 - 16 se muestra el montaje del sistema
de cultivo utilizado para los experimentos LOM.

Figura 3 - 16. Sistema de cultivo de los experimentos LOM de 5 L.

Todos los reactores fueron aireados mediante bombas de aire, con un caudal de
3,5 L/min de aire previamente filtrado. El sellado se realizé con tapones de goma, y la
aireacion se implementé mediante tubos de plastico. La iluminacion del cultivo se
efectud con una carcasa metalica con fluorescentes de 8 W, estableciendo un
fotoperiodo de 12 horas de luzy 12 horas de oscuridad.

Los reactores en los experimentos LO fueron llenados con 5 L de ARR y dopados
con 1 ppm de la mezcla de CDEs. Ademas, se sometieron a las mismas condiciones
de aireacion e iluminaciéon que los experimentos LOM. Para inhibir la proliferacién
microbiana, se anadié a cada reactor un 0,01% v/v de azida de sodio.
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3.5.3. Procedimiento experimental

Inicialmente, se caracterizé el ARR determinando el pH con un pHmetro XS
Instruments (Mdédena, Italia) y cuantificando la concentracién de NT, amonio,
nitratos, nitritos, fosfatos y DQO del ARR recogida, utilizando kits comerciales
Spectroquant 114.763, 100.638, 109.713, 114.776,114.776, 100.798 y 114.541
(Merck. Darmstadt, Alemania), respectivamente, siguiendo los protocolos descritos
anteriormente.

Nitratos

En un tubo se afiadieron 4 mL del reactivo NO3-1, 0,5 mL de la muestray 0,5 mL
del reactivo NO3-2. La mezcla se agitd y se dejé reposar durante 10 minutos (Figura 3
- 17). Posteriormente, se midio la absorbancia a 345 nm en un espectrofotometro
Jasco V-630 (Tokio, Japén). El calibrado, presentado en el Anexo 7.2, se elaboré a partir
de una solucién patron comercial de nitratos de 50 mg NOz/L en H,0O, realizando
diluciones sucesivas.

Figura 3 - 17. Determinacion de nitratos

Nitritos

Se mezclaron 5 mL de muestra con una microcuchara rasa del reactivo NO»-1,
agitando vigorosamente durante un minuto hasta la completa disolucién del reactivo.
Tras un reposo de 10 minutos, las muestras se analizaron en un espectrofotometro
Jasco V-630 (Tokio, Japén) a una longitud de onda de 543 nm. El calibrado
correspondiente, incluido en el Anexo 7.2, se realiz6 a partir de una solucién estandar
comercial de 0,2 mg NO,-N/L en H,O.

Para determinar que especie de microalga presentaba un mejor crecimiento en
ARR, se tomaron diariamente 12 mL de cada cultivo y se obtuvo el peso seco
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siguiendo el protocolo descrito en la seccion 3.3.3.1. El sobrenadante obtenido tra
el filtrado fue empleado para cuantificar las concentraciones de nitratos y fosfatos
mediante kits comerciales Spectroquant 109.713 y 100.798 (Merck. Darmstadt,
Alemania).

En la Figura 3 - 18 se muestra un esquema del procedimiento experimental
seguido durante los ensayos LOM en configuracidon de tratamiento terciario. Cada dia
se tomaron 12 mL del cultivo para medir el crecimiento de la biomasa mediante el
meétodo de peso seco descrito en la seccién 3.3.3.1. Asimismo, se registré el pH del
cultivo utilizando un pHmetro (XS Instruments. Médena, Italia). El sobrenadante
resultante tras la estimacidon del peso seco se empleé para cuantificar la
concentracion de nitratos, fosfatos y DQO soluble con kits comerciales Spectroquant
109.713, 100.798 y 114.541 (Merck. Darmstadt, Alemania), respectivamente.
Ademas, el crecimiento de la biomasa se ajusté a un modelo cinético de Monod, de
acuerdo con lo presentado en la seccion 3.3.3.1, empleando como sustrato la
concentracion de nitratos.

Determinaciénde la
biomasa y de los nutrientes

__________

;o [ Secado del filtro a 56°C durante una J

252~ | semanay determinacién del peso seco

2ot

= & Sobrenadante
————————
s0mL .
Torne's

(e ‘] — @

Medida de pH

Figura 3 - 18. Resumen del procedimiento experimental seguido con los experimentos LOM para un
sistema de tratamiento terciario. Iconos disefiados con Biorender.

Adicionalmente, se recogieron 30 mL que fueron centrifugados durante 20
minutos a 3500 rpm en una centrifuga modelo 5810 (Eppendorf. Hamburgo,
Alemania) y filtrados mediante un filtro de nylon de 0,45 um (Agilent Technologies.
Santa Clara, CA, EE.UU.), Las muestras resultantes fueron preconcentradas segun el
meétodo de SPE previamente desarrollado y posteriormente analizadas por HPLC
siguiendo los métodos de la seccion 3.2.2, con el objetivo de medir la concentracion
de CDEs remanente en el sobrenadante.

1
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1

1

1

|

! Filtrado con filtro de s
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12mL 0,45 um Sob, Determinacion del contenido en nitratos,
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Para calcular constantes cinéticas de degradacion (k) y los tiempos de vida
medios (t1,2) se emplearon las ecuaciones (13)y (14).

Finalmente, la biomasa obtenida el séptimo dia fue caracterizada en cuanto a su
composicidn bioquimica y elemental, de acuerdo con el protocolo establecido en la
seccion 3.3.3.1.

Como se muestra en la Figura 3 - 19, diariamente se recogieron 30 mL de cultivo
de cada fotobiorreactor, que fueron filtrados mediante un filtro de nylon de 0,45 pm.
Al igual que en los experimentos LOM, estas muestras fueron preconcentradas
utilizando el método de SPE anteriormente desarrollado, y la concentracion de CDEs
presente en el sobrenadante fue determinada mediante analisis por HPLC.

| Fiurado con filtro de Método SPE HPLC-DAD
0,45 pm

Bake,
—

T
——

Figura 3 - 19. Resumen del procedimiento experimental seguido con los experimentos LO para un
sistema de tratamiento terciario. Iconos disefiados con Biorender.

3.5.4. Analisis estadistico

Todos los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. Se utilizé una prueba t
de Student para evaluar las posibles diferencias significativas entre el crecimiento de
Scenedesmus spy C. vulgaris en ARR. Ademas, esta prueba se empled también para
analizar el crecimiento de Scenedesmus sp., el pH, la composicién bioquimica y

elemental de la biomasa final y la eliminacidn de nutrientes en presencia y ausencia
de CDEs.
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4.Resultados y discusion

4.1. Desarrollo de un método analitico para la
deteccion de CDEs en aguas residuales

Para realizar un estudio detallado sobre la eliminacion de CDEs en aguas
residuales mediante el uso de microalgas, se desarrollaron dos técnicas analiticas
complementarias para la deteccién y cuantificacion de estos contaminantes. En
primer lugar, fue necesario pretratar las muestras acuosas para concentrarlas y
eliminar posibles interferencias, utilizando una técnica de extraccion en fase sélida
(SPE) y, posteriormente, se empled un método de cromatografia liquida basado en
HPLC para la cuantificacién de estos contaminantes.

Para el desarrollo de estos métodos, se empled un enfoque inverso, estableciendo
primero el método de cromatografia liquida con HPLC. Esto permitié posteriormente
llevar a cabo un analisis pormenorizado de las variables que afectan a la SPE, con el
fin de evaluar su impacto en la recuperacion de cada CDEs, utilizando la
cuantificacion obtenida mediante HPLC.

Se seleccionaron seis CDEs de diversas familias, comunmente presentes en las
aguas residuales: MeP, PrP, BuP, BP, BPA y E [338-340]. Ademas, dado que el
procedimiento de extraccion depende de las propiedades de los analitos, estos
compuestos fueron especificamente seleccionados por su polaridad moderada
[341], con el fin de desarrollar un unico método de SPE para todos ellos.

4.1.1. Método de cromatografia liquida: HPLC-DAD

Como se ha comentado previamente, el primer paso fue elaborar el método de
deteccidny cuantificacion de la mezcla de CDEs seleccionado por HPLC-DAD.

La seleccion de longitudes de onda se baso en los espectros de absorcién UV-
visible de los compuestos, mostrados en la Figura 4 - 1. Es habitual seleccionar la
longitud de onda de absorbancia maxima de una molécula para su cuantificacion en
HPLC, ya que permite una mayor sensibilidad en la deteccién y cuantificacion del
analito al maximizarse la relacion senal/ruido [342]. Los parabenos (Figura 4 - 1 (a),
(b) y (c)) exhibieron un maximo de absorbancia alrededor de 254 nm, por lo que se
empled esta longitud de onda para su cuantificacion. BP mostré un espectro similar
a los parabenos (Figura 4 - 1 (d)), con absorcién predominantemente en 254 nm. Por
ultimo, BPA y E presentaron un maximo de absorciéon a 210 nm, longitud de onda
utilizada para su cuantificacion. Esas longitudes de onda estan en consonancia con
las empleadas en estudios previos [343-345].
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Espectros de absorcion de (a) MeP, (b) PrP, (c) BuP, (d) BP, (e) BPA y (f) E.

De acuerdo con la bibliografia se seleccion6 una columna conrelleno C18 como
fase estacionaria [346-348]. La fase movil consistié en una mezcla de acetonitrilo
(ACN) y agua en diferentes proporciones, como se presenta en la Tabla 4 - 1.
Inicialmente, se desarrollé un método de cromatografia con elucidnisocratica, ya que
suele ser una forma de trabajo mas rapida, evita que se “pierdan picos” y elimina el
ruido en la linea base [324]. La temperatura de la columna se establecié en 35°C, el
volumen de inyeccién de muestra fueron 10 uLy el caudal de fase mévil 0,5 mL/min.
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Tabla 4 - 1. Método isocratico para la deteccién del mix de CDEs.

Tiempo (min) ACN (%) H.0 (%)
0,00 45,00 55,00
12,00 45,00 55,00

Los cromatogramas obtenidos con las condiciones de cromatografia
anteriormente mencionadas para un patrén de 15 ppm de la mezcla de compuestos
preparado en metanol se presentan en la Figura 4 - 2. Ademas, los tiempos de
retencidon de cada uno de los contaminantes aparecen en la Tabla 4 - 2.
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Figura 4 - 2. Cromatogramas de la mezcla de CDEs para (a) parabenos y BP a 254 nm y para (b) BPAy
Ea210 nm.
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Tabla 4 - 2. Tiempos de retencién de MeP, PrP, BuP, BP, BPAy E con el método isocrético.

Compuesto Tiempo de retencion (min) Longitud de onda (nm)
MeP 2,501 254
BPA 3,911 210
PrP 4,237 254
E 5,949 210
BuP 6,306 254
BP 10,241 254

Como se observa en la Figura 4 - 2, este método permite identificar los CDEs de
interés, por lo que se procedié a evaluar su idoneidad de acuerdo con las
recomendaciones en una serie de parametros. Los parametros que suelen emplearse
con este fin son el factor de asimetria (As), la resolucién de picos (Rs), el numero
tedrico de platos (N) y el factor de retencion o de capacidad (k *).

7

<+ Factor de asimetria (A):

La simetria perfecta de un pico se alcanza cuando elvalor de Ases 1. Si A; es menor
que 1, los picos muestran asimetria negativa con cola delante o “fronting”. Por otro
lado, si As es mayor que 1, los picos presentan asimetria positiva con cola detras o
“tailing”. Los valores 6ptimos de este factor estan entre 0,8 <A;< 1,5-1,8 [349]. Como
se muestra en la Tabla 4 - 3, todos los factores de asimetria obtenidos estaban dentro
de este rango. Esto indica que los picos eran bastante simétricos, a pesar de que los
valores de A se encuentren ligeramente por encima de 1, presentando pequehas
colas detras.

Tabla 4 - 3. Factores de asimetria obtenidos con el HPLC para cada uno de los contaminantes.

Compuesto As
MeP 1,20
PrP 1,29
BuP 1,28
BP 1,19
BPA 1,32

E 1,08

< Resolucién de picos (Rs):

En cuanto a la resolucién, esta debe de ser al menos de 1,5 en relacién con los
demads compuestos del cromatograma [350]. En la Tabla 4 - 4 se presentan todos los
valores de R; obtenidos de cada pico respecto alinmediatamente anteriory posterior,
para cada uno de los compuestos analizados. Los picos mas cercanos que podrian
presentar problemas de resolucion son los de BPA con PrP y los de E con BuP (Figura
4 - 2 (b)). Las Rs alcanzadas para ambos casos fueron de 2,58 y de 2,13
respectivamente, ambas superiores a 1,5. El resto de R fueron casi 10 veces



RESULTADOS Y DISCUSION

superiores a este requisito, por lo que la separacion cromatografica con este métod
se puede considerar adecuada.

Tabla 4 - 4. Resoluciones obtenidas para cada uno de los contaminantes respecto del pico anteriory

posterior.
Compuesto Rs con el pico anterior Rs con el pico posterior

MeP 6,84 14,44
PrP 14,44 12,56
BuP 12,56 15,96
BP 15,96 -
BPA 12,03 2,58

E 11,25 2,13

«» Numero teérico de platos (N):

El nimero de platos tedricos es un parametro que expresa la eficiencia de
separaciéon en un método cromatografico. Cada plato tedrico representa un
equilibrio, por lo que un mayor numero de platos indica una mejor resolucién, ya que
implica mas equilibrios alcanzados [351]. Para una separacion eficiente, N debe
superar los 2000 [352]. Como se muestra en la Tabla 4 - 5, en todos los casos el valor
de N es significativamente mayor que este limite, lo que confirma la alta eficiencia de
separacion de la columna utilizada.

Tabla 4 - 5. Numero tedrico de platos obtenidos para cada uno de los contaminantes.

Compuesto N
MeP 10545,11
PrP 18055,11
BuP 22232,14
BP 22205,23
BPA 16849,13
E 21734,37

0,

< Factor de retencion (k°):

Valores de k” por debajo de 1 indican que el analito eluye rapidamente, no
interaccionando adecuadamente con el relleno de la columna. Por ello, el intervalo
6ptimo de este factor se encuentraentre 1y 10 [353]. La Tabla 4 - 6 muestra los valores
obtenidos de k° para cada uno de los CDEs. Todos, con excepcion del MeP,
presentaron un factor de retencion dentro del intervalo 6ptimo, por lo que se retienen
correctamente en la columna bajo las condiciones de cromatografia empleadas.

109



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 4 - 6. Factores de retencién obtenidos para cada uno de los contaminantes.

Compuesto Factor de retencion
MeP 0,91
PrP 2,23
BuP 3,81
BP 6,82
BPA 2,01
E 3,58

A la vista de estos resultados, el MeP no se retenia correctamente en la columna.
Por este motivo, se desarrolld un segundo método cromatografico especificamente
para este compuesto. Para el resto de los compuestos (PrP, BuP, BP, BPA y E), el
método 1 proporciond una buena retencion, separaciony resolucion de picos, por lo
que fue el empleado para su cuantificacion.

Con el fin de retener mas tiempo en la columna el MeP, se redujo la cantidad de
fase organica (acetonitrilo) para incrementar la polaridad de la fase movil. Ademas,
se opté por un método en gradiente (Tabla 4 - 7), para evitar que el resto de los
compuestos quedaran retenidos en la columna y asegurar su correcta elucion con la
fase moévil, minimizando asi el riesgo de interferencias en la cuantificacién de
muestras posteriores. Asi, a los 4 minutos, una vez que el MeP habia eluido, se
incrementé la cantidad de fase organica para facilitar la elucién de los demas
compuestos. Por otro lado, se disminuyd la temperatura de la columna a 20°C,
aumentando la viscosidad de la fase movil, favoreciendo una mayor retencion de este
contaminante en la columna. El volumen de inyeccién de muestra fue de 10 pL, el
caudal de fase moévil de 1,0 mL/min, y tanto las longitudes de onda como la columna
empleada fueron las mismas que en el método 1.

Tabla 4 - 7. Método en gradiente para la deteccion de MeP.

Tiempo (min) ACN (%) H.0 (%)
0,00 30,00 70,00
3,00 30,00 70,00
4,00 60,00 40,00
6,00 60,00 40,00
7,00 30,00 70,00
10,00 30,00 70,00

El cromatograma obtenido con este segundo método se presenta en la Figura 4 -
3. En él, se observa que la linea base es menos estable en comparacién con un
método isocratico, como ya se habia mencionado anteriormente. Esta inestabilidad
complica la cuantificaciéon de los compuestos en la zona del gradiente, ya que la falta
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de unalinea base estable dificulta la integracion de los picos. En este caso, el tiemp
de retencién para el MeP fue de 2,134 minutos.
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Figura 4 - 3. Cromatogramas de la mezcla de CDEs para MeP a 254 nm.

Se aplicaron los mismos parametros para evaluar la idoneidad del sistema con
este segundo método. Se obtuvo un factor de asimetria del pico de 1,25, dentro del
rango aceptable. Las resoluciones respecto al pico inmediatamente anterior y
posterior fueron 14,77 y 42,12, respectivamente, ambos valores superiores a 1,5. El
numero de platos tedricos fue de 11499,60. Finalmente, el factor de retencion
aumentd hasta 1,94, situandose dentro del rango dOptimo de este parametro, en
comparacion con el 0,91 obtenido con el método 1. Esto indicé que, con el método 2,
el analito interactu6 de manera mas efectiva con la fase estacionaria.

Una vez estudiada la idoneidad del sistema, se llevd a cabo la validacién de los
dos métodos desarrollados mediante la estimacion de la linealidad, la precisiony los
limites de cuantificacién (LOQ) y deteccién (LOD).

o

% Linealidad:

La linealidad de los métodos desarrollados se evaludé para un intervalo de
concentraciones de los CDEs entre 15y 0,375 ppm, que se corresponde con el rango
de trabajo de los experimentos posteriores. Para ello, se prepararon disoluciones
patrén de la mezcla de CDEs en metanol con concentraciones de 15, 12, 9, 6,3, 3,3y
0,375 ppm, y se analizaron tres veces cada una utilizando los métodos
cromatograficos desarrollados. Como se puede observar en la Figura 4 - 4, todos los
valores del coeficiente R? fueron superiores de 0,99, por lo que ambos métodos
presentan una adecuada linealidad en dicho rango de concentraciones.
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Figura 4 - 4. Estudio de la linealidad del método para (a) MeP, (b) PrP, (c) BuP, (d) BF, (e) BPA y (f) E.
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<+ Precisién:

La precision de los dos métodos se examind analizando tres muestras de 10,7y 2
ppm preparadas en metanoly comparando los valores de concentracién reales con
los obtenidos mediante interpolaciéon en las rectas de regresion. Estas rectas de
regresion se obtuvieron de la representacién del area frente a la concentracion de la
media de las tres areas previamente obtenidas (Figura 4 - 4) y se presentan en la Tabla
4-8.

Tabla 4 - 8. Calibrados obtenidos para cada uno de los CDEs.

Compuesto Recta de regresion R?
MeP y=59,82x-0,43 0,9967
PrP y=102,40+4,07 0,9962
BuP y=115,51+6,36 0,9968
BP y=160,88+11,91 0,9964
BPA y=88,06x+5,13 0,9960
E y=62,29+1,38 0,9964

Tabla 4 - 9. Estudio de precisién de los métodos de cromatografia para cada CDEs.

Concentracion real Concentracion estimada Error
Compuesto

(ppm) (ppm) (%)

10 9,68 3,22

MeP 7 6,52 6,79
2 1,86 6,82

10 9,72 2,75

PrP 7 6,66 4,82
2 1,92 4,03

10 9,95 0,45

BuP 7 6,68 4,61
2 1,91 4,47

10 9,74 2,61

BP 7 6,60 5,74
2 1,86 6,84

10 9,98 0,22

BPA 7 6,77 3,28
2 1,97 1,40

10 9,83 1,70

E 7 6,72 4,06
2 2,07 -3,55

El error cometido al interpolar el valor del area obtenido con cada una de las
concentraciones respecto al valor de concentracion real fue, en todos los casos,
menor del 7%, como muestra la Tabla 4 - 9. Esto indicé6 que los valores de
concentracion determinados estaban muy cerca de los reales, lo que demuestra que
con los métodos desarrollados se obtenian resultados precisos.

113



RESULTADOS Y DISCUSION

114

< Limites de cuantificacién y deteccién:

Finalmente, se llevd a cabo la estimacion de los LOQ y LOD de los compuestos 'y
del limite de cuantificacién instrumental (ILOQ), de acuerdo con el método detallado
en la seccién 0, cuyos valores aparecen en la Tabla 4 - 10.

Tabla 4 - 10. Valores de ILOQ, LOQ y LOD obtenidos para los CDEs con HPLC-DAD.

Compuesto ILOQ (ppb) LOQ (ppb) LOD (ppb)
MeP 120 25 8
PrP 110 33 10
BuP 150 100 20
BP 230 80 23
BPA 110 70 8
E 230 100 30

Para poder cuantificar posteriormente en un mayor rango de concentraciones los
CDEs presentes en las muestras, se elaboraron calibrados entre el ILOQ y el LOQ
obtenidos, empleando las alturas de pico. En la Figura 4 - 5 se muestran estos
calibrados.

De este modo, ambos métodos cromatograficos quedaron validados para la
cuantificacion de la mezcla de CDEs. En resumen, para este propdsito, se
seleccionaron dos métodos basados en HPLC. Por un lado, el método 1 se empled
para cuantificar PrP, BuP, BP, BPA y E. La fase movil utilizada fue una mezcla de
acetonitrilo y agua (45:55), con un caudal de 0,5 mL/min. Como fase estacionaria, se
seleccioné una columna con relleno C18. Las longitudes de onda fueron 254 nm para
los parabenos 'y BPy 210 nm para BPAy E. La temperatura de la columna se ajusté a
35°Cy elvolumen de inyeccion de muestra fue de 10 pL. Por otro lado, el método 2 se
utilizé exclusivamente para la cuantificacion del MeP. En este caso, se optd por un
método en gradiente, comenzado con una mezcla de la fase mévil de acetonitrilo y
agua en una proporcion de 30:70, que posteriormente se incrementé a 60:40. La
temperatura de la columna se establecié en 20°C y el caudal de fase mévil en 1,0
mL/min. Las longitudes de onda, la columna y el volumen de inyeccién de muestra
fueron los mismos que en el método 1.
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Figura 4 - 5. Calibrados de (a) MeP, (b) PrP, (c) BuP, (d) BP, (e) BPA y (f) E con las alturas de pico, entre el
ILOQyel LOQ.
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4.1.2. Método de extraccion en fase sélida

Una vez establecido el método para cuantificar los CDEs mediante HPLC-DAD, se
procedié al desarrollo de la técnica de extraccion en fase sélida para preconcentrar
los contaminantes. Como se explicd en detalle en la seccion 1.2.2, los métodos
basados en extraccion en fase sélida dependen de multiples variables, por lo que se
llevo a cabo un estudio para evaluar su influencia en la recuperacién de los diferentes
CDEs. Concretamente, se analizé el volumen de muestra, la cantidad de adsorbente,
el pH y el volumen de disolvente de eluciéon (metanol). Los valores maximos y
minimos estudiados para cada una de estas variables se presentan en la Tabla 4 - 11.
La concentracidén inicial de todas las muestras fue de 1 ppm de cada CDEs y se
prepararon en agua residual sintética (ARS).

Tabla 4 - 11. Factores empleados en el estudio de variables y valores minimos y maximos
seleccionados.

U:: Factores Unidades Valor minimo Valor maximo
U+: Volumen de muestra mL 10 100
U,: Volumen de eluyente mL 0,5 10
Us: pH - 2 7
U,: Masa de adsorbente mg 50 500

De este modo, se obtuvieron un total de 16 experimentos con todas las posibles
combinaciones de variables en sus valores maximos y minimos, que aparecen en
detalleenlaTabla4-12.

La Figura 4 - 6 recoge las recuperaciones obtenidas con este estudio de variables.
En general, las mayores recuperaciones se lograron con el cartucho de 500 mg de
adsorbente (experimentos del 9 al 16). Comparando todas las recuperaciones
alcanzadas con el cartucho de 50 mgy con el de 500 mg, se observé que con el primer
relleno solo hay 12 por encima del 80% y 4 entre el 50 y el 80%. Sin embargo, con el
relleno de 500 mg, un total de 23 recuperaciones estaban por encima del 80% y 16
entre el 50 y el 80%. Ademas, con el cartucho de 50 mg, habia 7 recuperaciones del
0%, 6 de ellas pertenecientes al MeP y una a la E, siendo siempre superior al 0% en
todas las recuperaciones para el cartucho de 500 mg.
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Tabla 4 - 12. Plan experimental del estudio de variables.

Numero de experimento U, U, U, U,
1 10 0,5 2 50
2 100 0,5 2 50
3 10 10 2 50
4 100 10 2 50
5 10 0,5 7 50
6 100 0,5 7 50
7 10 10 7 50
8 100 10 7 50
9 10 0,5 2 500
10 100 0,5 2 500
11 10 10 2 500
12 100 10 2 500
13 10 0,5 7 500
14 100 0,5 7 500
15 10 10 7 500
16 100 10 7 500

Ademas, en la Figura 4 - 6, se observa como el compuesto que mostré peores
recuperaciones fue claramente el MeP, siendo menores del 60% en todos los casos,
excepto para el experimento 15 que fue del 100,82%. Particularmente, para los
experimentos con un cartucho de 50 mg este porcentaje fue especialmente bajo, del
0% para 6 de los 8 experimentos y aproximadamente del 10% en los 2 restantes. Con
el empleo del cartucho de 500 mg estas recuperaciones mejoraron
considerablemente, sobre todo para los experimentos en los que se cargaba el
minimo volumen de muestra (experimentos 9, 11, 13 y 15). Este comportamiento
probablemente estaria relacionado con la solubilidad del MeP en agua. Asi, segun la
Tabla 3 - 1, el MeP es el compuesto mas soluble en agua de la mezcla de CDEs
seleccionada. Por lo tanto, es posible que, a medida que se cargue mas muestra
acuosa en el cartucho, el MeP retenido tienda a eluirse huevamente en la propia
matriz, perdiéndose.
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Figura 4 - 6. Recuperaciones (%) de MeP (amarillo), PrP (rojo), BuP (naranja), BP (verde), BPA (azul) y
E (morado) para el estudio de variables.

Los experimentos que proporcionaron las recuperaciones mas bajas fueronel 3y
el 8, justamente ambos con un cartucho de 50 mg de relleno. En el experimento 3, no
se recuperd nada de MeP nide E; de PrP y BPA solo se recuperé el 13%, de BuP el 15%
y de BP el 22%. En el experimento 8, no se encontré nada de MeP ni PrP, recuperando
Unicamente el 12% de BuP, el 26% de BP y E, y el 6% de BPA. Finalmente, el
experimento que dio los mejores resultados fue el numero 15, que se corresponde
con el empleo del minimo volumen de muestra, el maximo volumen de elucién, un
pH de 7 y un relleno de 500 mg. Las recuperaciones asi obtenidas fueron superiores
al 100% para todos los compuestos.

Para evaluar el efecto del pH en las recuperaciones se compararon por pares los
experimentos en los que todas las condiciones se mantuvieron constantes, excepto
el pH. Se realizaron dos comparaciones, una con el cartucho de 50 mg (Figura 4 - 7
(a)) y otra con el de 500 mg (Figura 4 - 7(b)). En ambos casos, se observd un
comportamiento similar con respecto al pH. En primer lugar, cuando el volumen de
elucién fue minimo (0,5 mL), las diferencias en las recuperaciones entre a pH 2y pH
7 fueron poco significativas. En los experimentos 1y 5y 2y 6 (Figura4 -7 (a)), asicomo
en los experimentos 9y 13y 10y 14 (Figura 4 - 7 (b)), las variaciones fueron inferiores
al 15% para el cartucho de 50 mg y menores al 23% para el de 500 mg. Estos
resultados coinciden con los obtenidos por Vega-Morales et al. (2010), que tampoco
encontraron diferencias en las recuperaciones de APEOs, BPA, NP, 17 a-
etinilestradioly 17 B-estradiol al emplear un cartucho de 500 mg de relleno de C18 en
unrango de pHde 3y9, utilizando 2 mL de metanol como disolvente de elucién [354].
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Sin embargo, cuando el volumen de elucién aumenté a 10 mL, el pH si que influy

en las recuperaciones de los contaminantes. Al comparar los experimentos 3y 7
(Figura 4 -7 (a)) y 11y 15 (Figura 4 - 7 (b)), se observé que el pH 7 proporcioné las
mejores recuperaciones cuando el volumen de muestra fue de 10 mL. En contraste,
al analizar los experimentos 4y 8 (Figura 4 - 7 (a)), con un volumen de muestra de 100
mL, el pH 2 favorecié las recuperaciones, excepto en el caso del MeP, cuya
recuperacién fue del 0% en ambos casos. Por otro lado, con el cartucho de 500 mg,
la comparacion entre los experimentos 12 y 16 no mostré una tendencia clara. Se
observé un aumento del 36,7 % en la recuperacion para MeP a pH 2 en comparacion
con pH 7, pero la diferencia en el resto de los compuestos fue practicamente
despreciable (entre el 1,1% y el 10%).
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Figura 4 - 7. Recuperaciones (%) de MeP (amarillo), PrP (rojo), BuP (naranja), BP (verde), BPA (azul)y E
(morado) para (a) el cartucho de 50 mgy (b) el cartucho de 500 mg. Efecto del pH.

En cuanto al volumen de elucidén, se identificaron dos tendencias diferentes en
funcién de la cantidad de relleno utilizada. En la Figura 4 - 8 (a) se presenta la
comparativa por pares de los experimentos con el cartucho de 50 mg, en los que
Unicamente varié el volumen de elucién, manteniéndose constantes el resto de los
parametros. En general, se obtuvieron mejores recuperaciones al emplear la cantidad
minima de disolvente. Esta tendencia fue especialmente evidente al comparar los
experimentos 1y 3,5y 7y 6y 8, donde las recuperaciones fueron entre un 54% y un
99% superiores cuando se empleé 0,5 mL de eluyente en lugar de 10 mL, con
excepcion del MeP en el ultimo par de experimentos. No obstante, el incremento de
la recuperacién fue menos marcado en la comparacion entre los experimentos 2y 4,
con aumentos de entre 10% y 21% en los contaminantes del experimento 4 al 2. En
este caso, la recuperacion del MeP fue nuevamente del 0% en ambos experimentos.
Por el contrario, con el cartucho de 500 mg, los mayores porcentajes de recuperacion
se obtuvieron con el maximo volumen de eluyente, salvo en la comparacién entre los
experimentos 9y 11 (Figura 4 - 8 (b)). Entre los experimentos 10y 12y 13y 15, esta
tendencia es muy clara, ya que se observaron aumentos en las recuperaciones de
entre un 24% y un 69% cuando el volumen de elucién se incrementd de 0,5 mL a 10
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L. Por otro lado, aunque esta misma tendencia se identifico entre los experimentos
14y 16 (excepto para MeP, cuya recuperacion se mantuvo practicamente constante),
el aumento en la recuperacion fue menor, situandose entre el 19% y el 29%. La
influencia positiva delvolumen de eluyente en la recuperacion de ciertos compuestos
ya ha sido indicada previamente en la bibliografia. Asi, en el proceso de
preconcentracion de carbamatos, para aumentar su recuperacion, se deberia
trabajar con un volumen de eluyente elevado [355].
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Figura 4 - 8. Recuperaciones (%) de MeP (amarillo), PrP (rojo), BuP (naranja), BP (verde), BPA (azul)y E
(morado) para (a) el cartucho de 50 mgy (b) el cartucho de 500 mg. Efecto del volumen de elucidn.

La Figura 4 - 9 (a) muestra la comparacion por pares de los experimentos en los
que solo se varié el volumen de muestra entre 10 mL y 100 mL, manteniéndose el
resto de las variables, utilizando el cartucho de 50 mg, mientras que la Figura 4 - 9 (b)
presenta los resultados con el cartucho de 500 mg. Como puede observarse, no se
identificdo una tendencia general para todos los compuestos. Sin embargo, en la
mayoria de los casos, las recuperaciones fueron mas elevadas al emplear un menor
volumen de muestra.

En el caso del MeP, se obtuvieron mayores recuperaciones con el cartucho de 50
mgy el menor volumen de muestra al comparar los experimentos 1y 2,y 5y 6 (Figura
4 -9 (a)). Sin embargo, en los experimentos 3, 4, 7y 8 la recuperacion fue del 0% en
todos los casos. Al emplearse el cartucho de 500 mg, la recuperaciéon del MeP fue
mayor cuando se empled el volumen de muestra mas bajo (Figura 4 - 9 (b)). EL PrP
presentd, en general mejores recuperaciones con un volumen de muestra de 10 mL
en comparacion con 100 mL. No obstante, en la comparacién entre los experimentos
13y 14, la recuperacion fue similar en ambos volimenes de muestra, mientras que
en los experimentos 11y 12, la recuperacion fue mayor con 100 mL de muestra. En
cuanto al BuP, no se identific6 una tendencia clara. Se obtuvieron mejores
recuperaciones con el menor volumen de muestra al compararse los experimentos 1
y2,5y6,7y8(Figura4-9(a)),y 15y 16 (Figura 4 - 9 (b)). Sin embargo, en el resto de
las comparaciones por pares, las recuperaciones fueron superiores con 100 mL de
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muestra, salvo en la comparativa entre los experimentos 9y 10 (Figura 4 - 9 (b)), dond

no se encontraron diferencias significativas al variar el volumen de muestra. La BP
mostré un comportamiento distinto segun la cantidad de relleno. Con el cartucho de
50 mg, las mejores recuperaciones se obtuvieron con 10 mL de muestra si se
comparan los experimentos 1y 2, 5y 6y 7y 8 (Figura 4 - 9 (b)), excepto en la
comparacion de los experimentos 3y 4, donde la recuperacién fue superior con 100
mL de muestra. En cambio, con el cartucho de 500 mg, la mayoria de las
recuperaciones fueron mayores con el volumen de muestra mas alto, excepto en la
comparacion entre los experimentos 15y 16, donde la recuperacion de BP fue mejor
con el menor volumen de muestra. El BPA también mostrd, en general, mejores
recuperaciones con el menor volumen de muestra, excepto en la comparacion entre

los experimentos 11 y 12 (Figura 4 - 9(b)), donde el mayor volumen de muestra
favorecio su recuperacion.
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Figura 4 - 9. Recuperaciones (%) de MeP (amarillo), PrP (rojo), BuP (naranja), BP (verde), BPA (azul)y E
(morado) para (a) el cartucho de 50 mgy (b) el cartucho de 500 mg. Efecto del volumen de muestra.

Finalmente, la E fue el compuesto cuya recuperacion se vio mas favorecida por los
mayores volumenes de muestra. Esto se observd en la comparacién entre los
experimentos 3y 4, 7y 8 (Figurad4-9(a)), 11y 12y 13y 14 (Figura 4 - 9(b)). Solo en la
comparativa entre los experimentos 1y 2 (Figura 4 - 9 (a)) se obtuvo una mayor
recuperacion con el menor volumen de muestra. En el resto de las comparaciones

por pares las diferencias en la recuperacién fueron minimas al variar el volumen de
muestra empleado.

De forma general, el hecho de que los bajos volumenes de muestra favorezcan la
recuperacién de analitos se debe a que, durante la carga de muestra, el adsorbente
retiene los analitos solo hasta alcanzar su punto de ruptura. El punto o volumen de
ruptura se define como el volumen a partir del cual los compuestos de interés de una
muestra, que se introduce de forma continua a través del dispositivo de extraccion,
comienzan a eluirse en la salida del sistema [169]. Una vez superado este punto, los
analitos comienzan a eluirse junto con la matriz, lo que provoca su pérdida [355].
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Una vez determinado el efecto de estas variables sobre la recuperacién en los
valores extremos, se llevaron a cabo 12 experimentos adicionales para evaluar su
influencia en valores intermedios de volumen de muestra, pH y volumen de elucién.
La masa de adsorbente no pudo estudiarse en su valor medio ya que, al tratarse de
cartuchos comerciales, no existia la posibilidad de ajustar esta variable. Por este
motivo, se selecciond directamente el cartucho de 500 mg, dado que fue el que
mejores resultados habia proporcionado (Figura 4 - 6).

Para ampliar el estudio de variables, en estos 12 experimentos adicionales se
mantuvo una de las variables en su valor intermedio, mientras que las otras dos
permanecieron en los valores extremos, taly como se muestra en la Tabla 4 - 13.

Tabla 4 - 13. Plan experimental del estudio de variables. Valores intermedios

Numero de experimento U, U, U,
17 100 10 4,5
18 10 0,5 4,5
19 100 0,5 4,5
20 10 10 4,5
21 55 10 7
22 55 0,5 2
23 55 10 2
24 55 0,5 7
25 100 5,25 7
26 10 5,25 2
27 100 5,25 2
28 10 5,25 7

La Figura 4 - 10 presenta los resultados obtenidos del estudio de variables con
valores intermedios. De acuerdo con los mismos, los experimentos 26 y 28 fueron los
que proporcionaron las mejores recuperaciones, con valores superiores al 100% en
todos los casos. En ambos experimentos se empled un volumen de muestrade 10 mL
y un volumen de elucién intermedio, de 5,25 mL. Por el contrario, el experimento 23
presentd las peores recuperaciones, con valores inferiores al 20%. En este caso, se
empled un volumen de muestra intermedio de 55 mL, el volumen maximo de eluyente
(10 mL) y un pH de 2.
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Figura 4 - 10. Recuperaciones (%) de MeP (amarillo), PrP (rojo), BuP (naranja), BP (verde), BPA (azul) y
E (morado) para el estudio de variables con valores intermedios.

Para evaluar el efecto del pH intermedio (4,5) en la recuperacion de los
compuestos, se compraron los experimentos de tres en tres, manteniendo
constantes el resto de las variables y variando unicamente el pH. Dichas
comparativas aparecen en la Figura4 - 11.

Cuando el volumen de eluyente fue de 10 mL (Figura 4 - 11 (a) y Figura 4 - 11 (d)),
las recuperaciones fueron menores con pH 4,5, en comparacion con pHde 2y pH de
7. En particular, al analizar los experimentos 12, 17 y 16 (Figura 4 - 11 (a)), esta
disminucién en las recuperaciones se situd entre el 39% y el 61% para todos los
compuestos. Por otro lado, en la comparacién de los experimentos 11, 20y 15 (Figura
4 - 11 (d)), la reduccion en las recuperaciones fue mas pronunciada respecto al
experimento 15, que habia mostrado las mejores recuperaciones, con disminuciones
entre el 41%vy el 81%. No obstante, en comparacién con el experimento 11 a un valor
de pH de 2, la reduccién fue menos notable. De hecho, las recuperaciones para MeP
y E fueron practicamente iguales a pH de 2 y pH de 4,5 (de 37,2% y 29,6% para MeP y
41,7% y 33,3% para E en los experimentos 11y 20, respectivamente) e incluso, en el
caso de BP, la recuperacion fue ligeramente superior (25%) con el pH intermedio
respecto a pH de 2.

Previamente se habia mencionado que, al emplear un volumen de eluciéon de 0,5
mL, no se observaron grandes diferencias en las recuperaciones obtenidas para
valores de pH 2 y 7, independientemente del volumen de muestra empleado. Sin
embargo, al comparar entre si los experimentos 9, 18y 13 (Figura4-11 (b)) y 10, 19y
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4 (Figura 4 - 11(c)), se encontrd que, en estas condiciones, el pH de 4,5 mejoro, en
general, las recuperaciones de todos los compuestos.
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Figura 4 - 11. Recuperaciones (%) de MeP (amarillo), PrP (rojo), BuP (naranja), BP (verde), BPA (azul)y E
(morado) para (a) volumen de muestra de 100 mL y volumen de elucién de 10 mL, (b) volumen de muestra
de 10 mL y volumen de elucién de 0,5 mL, (c) volumen de muestra de 100 mL y volumen de elucién de 0,5

mL y (d) volumen de muestra de 10 mL y volumen de elucién de 10 mL. Efecto del pH intermedio.

EnlaFigura4-12 se presenta la comparacion de los experimentos en los que varia

el volumen de elucién entre 0,5 mL, 5,25 mL y 10 mL y se mantienen constantes el
resto de las variables.

Previamente, se habia observado que el volumen de elucion de 10 mL favorecio,
en general, la recuperacién de los compuestos en comparacion con el volumen de
0,5 mL. Sin embargo, al evaluar el efecto de un volumen de muestra intermedio de
5,25 mL, se identificaron diferentes tendencias dependiendo del resto de variables.
En la Figura 4 - 12 (a) se muestra la comparacioén entre los experimentos 14, 25y 16,
que comparten un volumen de muestra de 100 mL y un pH de 7. Como puede
observarse, el volumen de elucion intermedio mejord las recuperaciones en
comparacion con el volumen minimo (experimento 14). Sin embargo, al comparar los
experimentos 25 (5,25 mL) y 16 (10 mL), las recuperaciones fueron similares, lo que
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indica que incrementar el volumen de eluyente hasta el maximo no aporté ningun
mejora. De hecho, en el caso de MeP, la recuperacidn aumentd un 28% con el
volumen intermedio respecto al volumen maximo.

Como ya se comentdé anteriormente, la comparativa entre los experimentos 9y 11
no siguié la tendencia general de que un mayor volumen de elucién proporciona
mejores recuperaciones. Al incluir el estudio con un volumen de elucién intermedio
(Figura 4 - 12 (b)), se observé que las recuperaciones mejoraron para todos los
compuestos al emplear 5,25 mL de eluyente, en comparaciéon con los valores
maximos y minimos de esta variable.
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Figura 4 - 12. Recuperaciones (%) de MeP (amarillo), PrP (rojo), BuP (naranja), BP (verde), BPA (azul)y E
(morado) para (a) volumen de muestra de 100 mL y pH de 7, (b) volumen de muestra de 10 mLy pH de 2,
(c) volumen de muestra de 100 mL y pH de 2 y (d) volumen de muestra de 10 mL y pH de 7. Efecto del
volumen de elucidén intermedio.

La Figura 4 - 12 (c), correspondiente a 100 mL de muestra y un valor de pH de 2,
fue la uUnica en la que se observd claramente la tendencia esperada, las
recuperaciones aumentaron a medida que se incrementaba el volumen de elucion.
Las Unicas excepciones fueron MeP, entre 0,5 mLy 5,25 mL, y E, entre 5,25 mLy 10
mL, donde no se encontraron diferencias en las recuperaciones.
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Finalmente, en la Figura 4 - 12 (d), correspondiente a 10 mL de muestray pH 7, se
aprecia que, al aumentar el volumen de eluyente de 0,5 mL a 5,25 mL, las
recuperaciones de todos los compuestos aumentaron. Sin embargo, al incrementar
elvolumen de elucién de 5,25 mL a 10 mL, se encontraron aumentos solamente para
MeP, BP y E, del 26%, 22% y 34%, respectivamente, mientras que en el resto de los
compuestos las recuperaciones se mantuvieron practicamente constantes.

Respecto al volumen de muestra intermedio, se realizaron comparaciones entre
tres experimentos a la vez, manteniendo constantes el volumen de eluciéon y el pH,
que se presentan en la Figura 4 - 13. Cuando el volumen de elucién fue de 10 mL y el
pHde 7 (Figura 4 - 13 (a)) se observé que las recuperaciones de todos los compuestos
disminuyeron al incrementar el volumen de muestra de 10 mL a 55 mL. Sin embargo,
al aumentar el volumen de muestra de 55 mL a 100 mL, las recuperaciones no
variaron, con excepcion del MeP, cuya recuperacion se redujo un 66%. En estas
condiciones, la recuperacion de E se mantuvo practicamente constante,
independientemente del volumen de muestra empleado. Por el contrario, al
mantener el mismo volumen de elucién (10 mL) pero reduciendo el pH a 2 (Figura 4 -
13 (c)), la tendencia fue completamente diferente. En este caso, las mejores
recuperaciones se lograron con el mayor volumen de muestra (100 mL), excepto para
MeP, y las peores recuperaciones se obtuvieron con el volumen de muestra
intermedio (55 mL).

Cuando se utilizé un volumen de elucién de 0,5 mLy un pH de 2 (Figura 4 - 13 (b))
se observo una disminucion en la recuperacion de todos los compuestos al aumentar
el volumen de muestra de 10 mL a 55 mL. No obstante, al incrementar el volumen de
muestra hasta 100 mL, la recuperacion de MeP siguié disminuyendo, mientras que la
de PrP, BuPy BP aumentd y BPA permanecié constante. Nuevamente, la recuperacion
de E fue practicamente independiente del volumen de muestra en estas condiciones.

Por ultimo, la comparacioén entre los experimentos13, 24 y 14 (Figura 4 - 13 (d))
mostré una tendencia menos clara. Al aumentar el volumen de muestra de 10 mL a
55 mL, larecuperacion de MeP y BuP disminuyd, mientras que la de PrP aumentdy la
de BP y E se mantuvo practicamente constante. Por otro lado, al comparar las
recuperaciones obtenidas con el volumen intermedio (55 mL, experimento 24) y el
volumen maximo (100 mL, experimento 14), se encontré una disminucidn en la
recuperacion de MeP y PrP, un aumento en BuP, BP y E. Ademas, en estas
condiciones, larecuperacion del BPA se mantuvo constante independientemente del
volumen de muestra empleado.
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Figura 4 - 13. Recuperaciones (%) de MeP (amarillo), PrP (rojo), BuP (naranja), BP (verde), BPA (azul)y E
(morado) para (a) volumen de elucién de 10 mL y pH de 7, (b) volumen de elucién de 0,5 mLy pH de 2, (c)
volumen de elucién de 10 mL y pH de 2 y (d) volumen de elucién de 0,5 mL y pH de 7. Efecto del volumen

de muestra intermedio.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se obtuvieron las siguientes
conclusiones:

e Respecto al pH, el valor 6ptimo varié segun las condiciones. Con volumenes
bajos de elucién (0,5 mL), un pH de 4,5 mejord las recuperaciones. Sin
embargo, alaumentar elvolumen de eluyente a 10 mL, el pH de 7 resulté mas
favorable cuando el volumen de muestra era de 10 mL. Si este volumen se
incrementaba a 100 mL, las recuperaciones fueron independientes del pH
(entre pHde 2y pH de 7).

e Engeneral, las mayores recuperaciones se alcanzaron con el mayor volumen
de elucién (10 mL). No obstante, con 10 mL de muestra, un volumen
intermedio de elucién (5,25 mL) permitié mejorar las recuperaciones para la
mayoria de los compuestos.

e En cuanto al volumen de muestra, su efecto dependié del compuesto
analizado: MeP, BPAy, en parte, PrP mostraron mejores recuperaciones con
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volumenes bajos de muestra (10 mL). En cambio, BuP y BP alcanzaron
mayores recuperaciones con volumenes de muestra elevados (100 mL). En
el caso de E, no se observé una tendencia clara, en algunos experimentos la
recuperacion fue independiente del volumen de muestra, mientras que en
otros mejoré con 100 mL.

Una vez analizados los resultados del estudio de variables y extraidas las
conclusiones, se procedio a seleccionar los valores de las variables estudiadas. Taly
como se mostré anteriormente, los experimentos 15, 26 y 28 fueron los que
mostraron recuperaciones de CDEs mas elevadas. Sin embargo, para determinar
adecuadamente los valores de las diferentes variables, no solo se debian considerar
las condiciones que proporcionaban las mejores recuperaciones, sino también las
limitaciones experimentales a escala de laboratorio. Ademas, el objetivo principal del
pretratamiento es preconcentrar las muestras en los analitos de interés antes de ser
analizadas por HPLC. Por este motivo, también fue importante tener en cuenta la
relacion entre el volumen de muestra y el volumen de eluyente, es decir, el factor de
concentracion (FC) resultante. Teniendo en cuenta todos estos aspectos se procedié
a seleccionar los valores de las variables comentadas anteriormente.

En cuanto a la masa de adsorbente, se seleccion6 el cartucho de 500 mg de
relleno, ya que proporciond, en general, las mejores recuperaciones para todas las
condiciones.

Analizando el valor del FC en los experimentos que mostraron mejores
recuperaciones (15, 26 y 28), se observé que los valores obtenidos fueron de 1 o,
como maximo, 1,9, valores muy por debajo de los rangos tipicos de FC en este tipo de
procesos de pretratamiento de las muestras, que suelen situarse entre 25 y 100
cuando se dispone de un alto volumen de muestra [166,356,357], y ligeramente
menores cuando el volumen de muestra es mas bajo [358].

Estos resultados indicaban que era necesario emplear un volumen de muestra
superior a 10 mL para conseguir un FC mas alto y poder cuantificar concentraciones
mas bajas de los CDEs. Para ello se compard el experimento 15 (10 mL de muestra)
con los experimentos 21 (55 mL de muestra) y 16 (100 mL de muestra) (Figura 4 - 13
(a)), observandose una disminucién entre del 20-30% en la recuperaciéon de todos los
compuestos alaumentar elvolumen de muestrade 10 mL a 55 mL, lo que supuso una
pérdida aceptable para este tipo de analisis. Ademas, al comparar los resultados a 55
mL y 100 mL, las recuperaciones se mantuvieron constantes, lo que sugiere que
aumentar el volumen de muestra no afectaria significativamente la recuperacion de
los CDEs. Incluso, en el caso de la E, su recuperacién se mantuvo constante
independientemente del volumen de muestra. Sin embargo, la recuperacion de MeP
si mostré una gran dependencia del volumen de muestra, con una disminucién del
77% entre 10 mLy 55 mL y del 66% entre 55 mL y 100 mL. Este comportamiento es
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frecuente en mezclas de compuestos heterogéneos, donde las condiciones 6ptima
para la recuperacion de ciertos compuestos no favorecen a otros, especialmente
cuando se trata de familias diferentes de CDEs [359].

Teniendo en cuenta que el volumen de muestra real disponible en los
experimentos a escala de laboratorio era de 30 mL por dia (seccién 3.3.3.1), no fue
posible desarrollar dos métodos diferentes para optimizar la recuperacion de todos
los compuestos. Ademads, esta limitacién condicioné el aumento del volumen de
muestra para maximizar el FC. Por lo tanto, se seleccioné un volumen de muestra de
30 mL, buscando maximizar todo lo posible el FC dentro de las limitaciones
experimentales.

En cuanto al pH, anteriormente se habia observado que valores de pH intermedios
(4,5) solo mejoraban la recuperacion de CDEs cuando se empleaba el volumen de
muestra minimo (0,5 mL). En la Figura 4 - 14 se presenta una comparacion dos a dos
entre los experimentos a pH de 4,5, en los que se mantenia tanto el pH como el
volumen de muestra constante y se comparaba en funcion de los volumenes de
elucién, donde se puede observar esta tendencia, los experimentos 18 y 19 con un
volumen de elucién de 0,5 mL presentaron mayores recuperaciones respecto a los
experimentos 17y 20, donde se emplearon 10 mL de volumen de elucion. Alaumentar
elvolumen de elucidn, se registraron disminuciones de la recuperacion entre 36-72%
para todos los compuestos, excepto para BP, cuya recuperacién a pH de 4,5 no se vio
tan afectada por el volumen de elucion empleado. Sin embargo, se iba a descartar
trabajar con un volumen de elucién de 0,5 mL, ya que como se habia visto, aportaba
los peores resultados de recuperacioén, por lo que también se descarté el pH de 4,5.
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Figura 4 - 14. Recuperaciones (%) de MeP (amarillo), PrP (rojo), BuP (naranja), BP (verde), BPA (azul) y
E (morado) para valores de pH de 4,5.
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Al aumentar el volumen de elucién a 5,25 mL o 10 mL, el pH de 7 fue, en general,
el que proporcioné mejores recuperaciones. Tanto en los experimentos con valores
extremos del volumen de muestra y de elucién como en los intermedios, el pH de 7
mostré mejores recuperaciones en la mayoria de las combinaciones (comparando
los experimentos 11y 15,21y 23y 25y 27). Aunque en algunos casos las diferencias
entre pH de 2y pH de 7 fueron minimas (comparando por pares los experimentos 12
y 16 y 26 y 28), los resultados globales indicaron que el pH de 7 favorecid la
recuperacion de los compuestos cuando el volumen de eluyente era superior a 0,5
mL. Por ello, este valor fue seleccionado para llevar a cabo la SPE.

En cuanto al volumen de eluyente, en la Figura 4 - 12 qued¢ reflejado que se
deberia optar por un volumen de eluyente de 5,25 mL o 10 mL, ya que fueron las
condiciones donde se obtuvieron mejores recuperaciones. Sin embargo, estos
voliumenes de elucion presentaban una limitacion en el FC, obteniéndose un valor
para el mismo de 5,7 y de 3, respectivamente. Por ello, se evalué como solucion la
posibilidad de evaporar el disolvente y resuspender los contaminantes en 1 mL de
metanol, logrando asiun FC de 30. Esta técnica es muy empleada en procesos de SPE
para aumentar la preconcentracion de las muestras [168,358,360]. Para ello, se
evaluaron dos métodos para evaporar el disolvente: el uso de un rotavapor y la
evaporacidn con una corriente de nitrégeno.

7

< Evaporacion del disolvente en un rotavapor:

Se prepararon tres disoluciones en ARS de 30 mL con una concentracion inicial de
100 ppb de cada contaminante. Estas muestras se extrajeron y eluyeron con 10 mL
de metanol. Posteriormente, el disolvente se evapord en un rotavapor y los analitos
se resuspendieron en 1 mL de metanol, alcanzando un FC de 30. Las recuperaciones
obtenidas se muestran en la Figura 4 - 15. Como puede observarse, solo se lograron
recuperaciones del 100% o cercanas para BPAy E, mientras que para el resto de los
compuestos fueron menores, aproximadamente del 72% para BuP, 61% para PrP y
18% para MeP.
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Figura 4 - 15. Recuperaciones (%) obtenidas con el método de extraccidn en fase sdlida seguido de
la evaporacidn del disolvente en un rotavapor. Las barras de error representan la + desviacién estandar de
la media (n=3).

Ademas, no se detecté BP en las muestras, como se puede observar en el
cromatograma que se presenta en la en la Figura 4 - 16, donde no se observa ningun
pico en el tiempo de retencién de BP (aproximadamente 10,2 min). Esto
probablemente se debid a que su punto de fusidn (Tabla 3 - 1) esta por debajo del
punto de ebullicion del metanol, lo que pudo haber causado su arrastre con el vapor
del disolvente o algiin cambio en la estructura de la molécula. Por ello, se descarté
este método.
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Figura 4 - 16. Cromatograma de la mezcla de CDEs tras la evaporacién del disolvente en un
rotavapor. Longitud de onda de deteccion: 254 nm.
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«+ Evaporacion del disolvente con una corriente de nitrégeno:

De manera similar, se prepararon tres disoluciones en ARS de 100 ppb de
concentracion inicial de cada contaminante. Las muestras fueron sometidas al
mismo proceso previo, pero en este caso el disolvente se evapord con una corriente
de nitrégeno. Como se puede observar en la Figura 4 - 17, se lograron recuperaciones
mas elevada para MeP, PrP y E, del 81%, 85% y 109% respectivamente, en
comparacion con el uso de un rotavapor (Figura 4 - 15). Estas mejoras fueron
significativas, especialmente para MeP, cuya recuperacion fue 4,5 veces mayor con
este método respecto al anterior. Sin embargo, las recuperaciones de BuP y BPA
fueron similares, alcanzando valores del 73% y 91%, respectivamente.
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Figura 4 - 17. Recuperaciones (%) obtenidas con el método de extraccion en fase sélida seguido de
la evaporacion del disolvente con una corriente de nitrégeno. Las barras de error representan la *
desviacion estandar de la media (n=3).

A pesar de que los resultados con esta forma de evaporar el disolvente fueron
mejores que en el caso de emplear un rotavapor, solo se detecté BP en una de las tres
muestras, taly como se muestra en la Figura 4 - 18. Como puede observarse, hay una
elevacion muy ancha alrededor del tiempo de retencidén correspondiente a BP
(aproximadamente 10,2 min), lo que sugiere que probablemente se trate de dicho
compuesto junto con productos de degradacidn. Por lo tanto, este método tampoco
resulté adecuado para evaporar el disolvente.
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Figura 4 - 18. Cromatogramas a 254 nm de la mezcla de CDEs tras la evaporacion del disolvente en
un evaporador en réplica en la que se observa BP (marrén)y en una réplica en la que no se observa BP
(verde).

Debido a la imposibilidad de recuperar BP tras la evaporacion del disolvente, se
descarté la opcidn de eluir en 10 mL de metanol y evaporarlo posteriormente. Ante
esta limitacion, se planted la posibilidad de reducir el volumen de elucién
sacrificando parte de la recuperacion con el objetivo de aumentar el FC. Para
comprobar esta alterativa, se evalud la recuperacion de tres muestras de 30 mL,
preparadas en ARS con una concentracioén inicial de 1 ppm de cada contaminante, y
se procedio a la eluciéon con un volumen de 2 mL, resultando un FC final de 15. Los
resultados de recuperacion obtenidos bajo estas condiciones se presentan en la
Tabla 4 - 14. Excepto en el caso de MeP, cuya recuperacion fue de aproximadamente
40%, el resto de los compuestos presentaron recuperaciones superiores al 100%, lo
que indica que el empleo de un volumen de elucién de 2 mL es viable.

Tabla 4 - 14. Recuperaciones (%) obtenidas para las muestras de 1 ppm con 30 mL de muestra, pH 7
y2mL de volumen de elucién. Los errores representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

Compuesto Recuperacion (%)
MeP 39,3%2,2
PrP 144,2+43,7
BuP 121,9+12,1
BP 108,6+13,1
BPA 122,2+12,6
E 150,7+18,6

Respecto a la baja recuperaciéon de MeP, como se comentd previamente, trabajar
con mezclas de CDEs presenta una complejidad afiadida, ya que resulta dificil
alcanzar condiciones 6ptimas de extracciéon para todos los compuestos
simultdneamente, especialmente cuando estos presentan propiedades
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isicoquimicas distintas. Por este motivo, es frecuente que se deba sacrificar parte de
la recuperacioén de algunos analitos. Por ejemplo, Liu et al. (2004) desarrollaron un
método SPE para la deteccidon simultanea de E, 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol,
16a-hidroxiestrona, 4-nonilfenol, BPA y 4-terc-octilfenol, seguido de un anélisis por
GC-MS. Aunque la mayoria de los compuestos mostraron recuperaciones entre el
82,8% y el 116% a una concentracién de 50 ng/L, el 4-nonilfenol presentd una
recuperacion mas baja (64,1%) [361]. De forma similar, Goeury et al. (2022) evaluaron
un método de SPE acoplado a UHPLC-MS/MS para la deteccién de 14 hormonas
esteroides y BPA en diversas matrices acuaticas. En este estudio se obtuvieron
recuperaciones superiores al 80% para la mayoria de los analitos, a excepcion del
altrenogest, cuya recuperacion oscilé entre 40 y 60%, dependiendo de la matriz[166].

De este modo, teniendo en cuenta tanto los resultados obtenidos como las
limitaciones técnicas y analiticas, se seleccionaron como condiciones finales del
método de SPE: 500 mg de masa de adsorbente, 30 mL de volumen de muestra,
pH 7y 2 mL de volumen de elucion.

Una vez seleccionadas las condiciones de analisis que afectan a la extraccién en
fase sélida, se evallo la idoneidad del método desarrollado, estudiando el punto de
ruptura del cartuchoy la linealidad y reproducibilidad del método.

< Punto de ruptura:

Como se menciond anteriormente, el punto de ruptura se define como el
momento en el que, ya sea por emplear un volumen de muestra elevado o debido a
una alta concentracién de contaminantes, el material adsorbente del cartucho de
SPE alcanza su capacidad de saturacion, provocando que los analitos comiencen a
eluirse sin ser retenidos. Es fundamental no superar este punto, ya que ello implicaria
una pérdida de los analitos de interés, lo que se traduciria en una disminucién de su
recuperacién y, en ultima instancia, en errores en la cuantificacién de sus
concentraciones.

Por este motivo, se verificod que, dentro del rango de trabajo de 1 ppm a 25 ppb, no
se alcanzaba el punto de ruptura, evitando asi que la pérdida de contaminantes
debido a la saturacion delrelleno del cartucho. Para confirmarlo, se extrajeron cuatro
disoluciones de baja concentracién de cada contaminante (200, 150, 80 y 25 ppb)
preparadas en ARS, comparandose las recuperaciones de cada contaminante con las
obtenidas empleando la concentracion maxima de trabajo (1 ppm), mostradas en la
Tabla 4 - 14. En la Figura 4 - 19 se presentan estos resultados.
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Figura 4 - 19. Recuperaciones (%) obtenidas para las disoluciones de 1 ppm (rosa), 200 ppb
(amarillo), 150 ppb (verde), 80 ppb (azul) y 25 ppb (morado). Las barras de error representan la £
desviacion estandar de la media (n=3).

Se realizé un analisis estadistico ANOVA, el cual mostré un valor de p>0,05 al
comparar las medias de las recuperaciones obtenidas para cada contaminante Este
resultado indicé que no se superd el punto de ruptura dentro del intervalo de
concentraciones evaluado, ya que no se observaron pérdidas significativas de

recuperacién entre las muestras con concentraciones comprendidas entre 25 ppb y
1 ppm (menos del 10%).

++ Linealidad y reproducibilidad:

Para evaluar la reproducibilidad del método de extraccidon en fase sélida, se
realizaron extracciones de tres calibrados distintos con una diferencia de 1 dia entre
ellos, para cada uno de los contaminantes estudiados. Para ello se prepararon seis
disoluciones en ARS con concentraciones de 1, 0,8, 0,6, 0,42, 0,22 y 0,025 ppm de
cada uno de los CDEs, que, tras ser preconcentradas, alcanzaron concentraciones
de15,12,9,6,3, 3,3y 0,375 ppm. Los resultados de los tres calibrados, junto con sus
ajustes lineales, se presentan en la Figura 4 - 20. Estos resultados mostraron ajustes

lineales con valores de R? superiores a 0,99 para PrP, BuP, BP, BPAy E, y muy cercanos
(0,98) para MeP.

135



RESULTADOS Y DISCUSION

300 2000
(@ P (b)
Ecuacion)y = 8,96 + 16,76°X . Ecuaciony = -4,47 + 110,64'X
R2 0,9892 1500 4 R2 0,9929
200
© o 1000
8 o
< 1001 < »
500
v
| | o |
//
0+ Ecuaciony = 7,70 + 18,00*x| 04 'Y Ecuaciony =-22,16 + 114,52*x
R2 0,9818 R2 0,9975
T T T T T T T T
0 5 10 15 0 5 10 15
Concentracion (ppm) Concentracién (ppm)
c (d)
1500 © A 2000
Ecuaciony = -7,16 + 103,35*x Ecuaciony =-11,27 + 121,73*x V
R2 0,9910 s R2 0,9915
“a 1500
1000 4 ¥ /
© 4 © .
o ) & 10001 e
<< /‘* <L L
500 e .
a 1 |
. b4
04 » o v Ecuacion]y = 28,15 + 124,03
) R2 0,9952
T T T T T T T T
0 5 10 15 0 5 10 15
Concentracién (ppm) Concentracion (ppm)
(e) ®
1500 roy Fp * Py Py *
Ecuacioényy = -2,08 + 91,41*x 10004 |Ecuaciony = 12,01 + 52,65 -
R2 0,9961 R2 0,9966
P ,,‘
1000
[ [
o ~ © 500
.< /,,,' .<
»
500 -
s
» | |
04 o Ecuacionly = -14,45 + 94,30°X 01 Ecuaciony = -11,75 + 65,28
R2 0,9982 R2 0,9940
T T T T T T T T
0 5 10 15 0 5 10 15

Figura 4 - 20. Calibrados tras la extraccion en fase sélida para (a) MeP, (b) PrP, (c) BuP, (d) BF, (e) BPA y (f) E.

Para asegurar la consistencia en la interpolacién de las muestras reales

Concentracién (ppm)

Concentracién (ppm)

preconcentradas, los calibrados utilizados también seran previamente extraidos.
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4.1.3. Ensayos con muestras reales

Por ultimo, se realizaron ensayos con muestras reales en presencia de microalgas
y empleando agua residual real, para determinar cémo afectaban estos factores a la
recuperacion de los contaminantes seleccionados.

El método de SPE desarrollado, combinado con los métodos cromatograficos por
HPLC, se aplico a los experimentos destinados a evaluar la degradacién de la mezcla
de CDEs bajo diferentes condiciones experimentales. Estas incluian factores
abidticos como la luz (L), la aireacidn (O) o la combinacién de ambos (LO), asi como
la presencia de microalgas en combinacién con luz y aireaciéon (LOM). No obstante,
en los experimentos LOM, la presencia de biomasa microalgal podia representar una
posible fuente de interferencia en la SPE al saturar el relleno de los cartuchos
empleados, ya que, incluso tras la centrifugacion y separacion del sobrenadante de
los pellets, parte de la biomasa quedaba en suspension en la fraccién acuosa. Debido
a la complejidad de estas muestras (experimentos LOM), fue necesario aplicar un
tratamiento previo al procedimiento de SPE, que consistio en su filtrado a través de
membranas de 0,45 um para eliminar cualquier sélido que pudiera obstruir el material
adsorbente del cartucho. Ademas, con el fin de mantener la homogeneidad en el
tratamiento de las muestras, también se aplicd el mismo filtrado (0,45 ym) a los
experimentos abidticos (L, O y LO). Sin embargo, este paso podria conllevar una
pérdida parcial de los contaminantes debido a su posible retencién en el filtro. Por
este motivo, se llevé a cabo un estudio para evaluar el efecto del filtrado sobre la
recuperacion de los analitos. Para ello, se prepararon tres réplicas de acuerdo con los
experimentos LO (como ejemplo de muestras en condiciones abidticas) y tres
réplicas de los experimentos LOM con Scenedesmus sp., todas ellas dopadas con 1
ppm de cada contaminante y preparadas en ARS. Las muestras LO fueron
Unicamente filtradas a 0,45 pm antes del proceso de SPE, mientras que las muestras
LOM fueron centrifugadas, filtradas y, posteriormente, preconcentradas mediante
SPE. Tras la extraccion, todas las muestras fueron analizadas por HPLC siguiendo los
métodos cromatograficos desarrollados. Los resultados de las concentraciones
obtenidas se presentan en la Tabla 4 - 15.

Tabla 4 - 15. Concentraciones obtenidas para las muestras LO y LOM. Los errores representan la +
desviacion estandar de la media (n=3).

Concentracion

Concentracién Concentracién
Compuesto s muestras LOM
inicial (ppm) muestras LO (ppm)
(ppm)
MeP 1,00 0,97+0,02 0,71+0,08
PrP 1,00 1,00+0,01 0,78+0,02
BuP 1,00 1,00+0,01 0,65+0,02
BP 1,00 1,00+0,01 0,83+0,02
BPA 1,00 1,02+0,01 0,27+0,01
E 1,00 0,91+0,01 0,26+0,03
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Las concentraciones obtenidas en las muestras bajo condiciones abidticas
(experimentos LO) fueron practicamente iguales a la concentracion inicial real (1
ppm), con recuperaciones comprendidas entre el 96,7%y el 101,5%. Esto indica que
el filtrado previo a la SPE no afectd negativamente a la cuantificacion de los
compuestos en estas condiciones. Sin embargo, al incorporar microalgas en los
experimentos LOM, se observaron concentraciones experimentales inferiores a las
esperadas, especialmente para BPA y E, cuyas concentraciones experimentales
fueron un 73% y un 74% menores, respectivamente, en comparacién con el valor
inicial (1 ppm). Las recuperaciones para MeP, PrP, BuP y BP se situaron entre el 83,0 y
el 64,7%, mientras que BPA y E presentaron los valores mas bajos, con
recuperaciones del 26,8% y el 25,8%, respectivamente. Dado que en los
experimentos LO el filtrado no afectd a la concentraciéon, esta pérdida en los
experimentos LOM puede atribuirse a la presencia de biomasa microalgal. Una
posible explicacidon es que la biomasa retenida en el filtro durante el paso de la
muestra haya actuado como adsorbente, provocando la retencién de parte de los
contaminantes en su pared celular, e impidiendo su recuperacion posterior. A pesar
de estas pérdidas, el filtrado previo resultd imprescindible, ya que la biomasa
presente en las muestras LOM obstruia los cartuchos de SPE, imposibilitando su uso
directo. Unavez estimadas las pérdidas asociadas alfiltrado y, con el fin de comparar
adecuadamente las condiciones abidticas con aquellas en presencia de microalgas,
las concentraciones de CDEs en todos los experimentos se normalizaron,
expresandose como C/C,.

Por otro lado, también se considerd necesario evaluar si algin subproducto de
degradacion o metabolito liberado por la microalga podria interferir en la
determinaciény cuantificacién de los compuestos de interés. Para ello, se prepararon
seis réplicas adicionales bajo condiciones LO y LOM con Scenedesmus sp., dejando
tres muestras durante un dia y otras tres durante cuatro dias. Los cromatogramas
obtenidos para las muestras LO se presentan en la Figura 4 - 21. Tal como puede
observarse, con el tiempo aparece progresivamente una serie de picos adicionales,
correspondientes con productos de degradacion de los contaminantes. No obstante,
los tiempos de retencion de estos subproductos no coincidieron con los de los CDEs,
por lo que no se comprometid la cuantificacion de los compuestos de interés.
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Figura 4 - 21. Cromatogramas para las pruebas LO a dia 0 (azul), dia 1 (rojo) y dia 4 (verde) con el método 2
(en gradiente) a 254 nm (a) y con el método 1 (isocrdtico) a 254 nm (b)y a 210 nm (c).

Del mismo modo, en los cromatogramas correspondientes a las muestras LOM se

detectaron picos adicionales correspondientes con subproductos de degradacion de
los contaminantes (Figura 4 - 22). Al igual que en el caso anterior, los tiempos de
retencion de estos compuestos no coincidieron con los de los CDEs de interés, lo que

confirma que su cuantificacién no se vio afectada.
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Figura 4 - 22. Cromatogramas para las pruebas LOM a dia 0 (azul), dia 1 (rojo) y dia 4 (verde) con el método
2 (gradiente) a 254 nm (a) y con el método 1 (isocratico) a 254 nm (b) y a 210 nm (c).

Finalmente, se realizd un calibrado de la mezcla de CDEs en agua residual real
(ARR) para evaluar como esta matriz afectaba al método de extraccién en fase sélida.
Para ello, se prepararon seis disoluciones de CDEs en ARR que, tras ser
preconcentradas, alcanzaron concentraciones de 15, 12, 9, 6,3, 3,3 y 0,375 ppm.
Cabe destacar que, aligual que anteriormente, el ARR fue filtrada a 0,45 um antes de
llevar a cabo la extraccion. Como se observa en la Figura 4 - 23, se obtuvieron valores
de R2de 0,99 en todos los casos, excepto para MeP, compuesto para el cual se logré

un ajuste menor de 0,97.
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Figura 4 - 23. Calibrados preparados en ARR tras la extraccion en fase sélida para (a) MeP, (b) PrP, (c) BuP,
(d) BP, (e) BPAy (f) E.

Estos resultados confirman la fiabilidad del método combinado de SPE y HPLC
desarrollado para el analisis de CDEs en este tipo de muestras complejas.
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4.2. Evaluacion de un sistema basado en microalgas
como tratamiento bioldgico

Para llevar a cabo el estudio de la eliminacion de CDEs, se cultivaron
Scenedesmus sp. y C. vulgaris por separado en ARS, cuya preparacién se detalla en
la seccion 3.2.3. La composicion de este ARS es similar a la del agua residual tras la
decantacién primaria, antes de su paso por el reactor biolégico, por lo que su
principal fuente de nitrégeno sigue siendo el amonio, lo que influye directamente al
crecimiento de las especies. Durante 7 dias se monitorizé el crecimiento de la
biomasa, el pH, laeliminacidon de nutrientesy, principalmente, la de CDEs. Asimismo,
se incluyeron controles en ausencia de contaminantes.

Junto con el analisis de la degradacion de los contaminantes en presencia de
microalgas, se realizaron experimentos abiéticos para determinar la influencia de la
luz, el oxigenoy su combinacion en la eliminacién de los compuestos.

Finalmente, se evaluaron los mecanismos de eliminacién de cada CDEs en
funcién de la especie de microalga, considerando los procesos de bioadsorcion,
bioacumulacién, biodegradacién y degradacion abidtica.

4.2.1.  Crecimiento de las microalgas en ARS

El crecimiento de Scenedesmus sp y C. vulgaris se evalué durante un periodo de
7 dias en ARS, tanto en presencia como en ausencia de CDEs, taly como se describe
en la seccioén 3.3. En la Figura 4 - 24 (a) se observa como ambas especies fueron
capaces de crecer en un medio rico en amonio como fuente de nitrégeno. Sin
embargo, C. vulgaris mostré una mejor adaptacién al agua residual sintética,
alcanzando una concentracién de biomasa de 0,55 g/L en el controly 0,67 g/L en las
muestras en presencia de CDEs al cabo de 7 dias. En contraste, Scenedesmus sp.
presentd valores mas bajos en ambos casos, con concentraciones de 0,34y 0,29 g/L
para el control y las muestras en presencia de CDEs, respectivamente. Las
diferencias observadas en el crecimiento se deben a la preferencia de C. vulgaris por
el amonio como fuente de nitrégeno, consumiéndolo antes que los nitratos, incluso
cuando ambos estan presentes en el medio [362]. Por el contrario, Scenedesmus sp.
muestra bajas concentraciones de biomasa cuando el amonio es la fuente de
nitrégeno en el medio en comparacion con otras fuentes como los nitratos o la urea
[363].

Al comparar el crecimiento en presencia de CDEs con sus respectivos controles,
se observé que la presencia de estos contaminantes no afecté negativamente al
crecimiento de las microalgas. La prueba t de Student para medias de dos muestras
emparejadas reveld que la presencia de CDEs en el medio no afecté
significativamente el crecimiento de las microalgas (p>0,05), excepto en el dia 1 de
ambas especies y en el dia 7 para C. vulgaris (p<0,05), donde los CDEs mejoraron su
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crecimiento. De acuerdo con estudios previos, la presencia de CDEs en baja

concentraciones no tiene efectos negativos sobre el crecimiento de las microalgas,
pudiendo adaptarse a dichos contaminantes y, potencialmente, incluso mejorar su
crecimiento. Por ejemplo, la microalga Tetraselmis sp. demostré una buena
adaptacién a la presencia en el medio de cultivo de 1 ppm de BPA, sin que su
crecimiento se viera afectado en comparacion a un control sin contaminantes.
Resultados similares se obtuvieron en presencia de 0,5 ppm de 17 a - etinilestradiol
00,1 ppmde NP [364]. Por otro lado, el crecimiento de C. vulgaris mejoré en presencia
de concentraciones de MeP entre 1y 5 ppm, alcanzandose aproximadamente un 64%
y un 20% mas de densidad en el cultivo respecto al control, respectivamente [264].
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Figura 4 - 24. (a) Curvas de crecimiento durante 7 dias para Scenedesmus sp en presencia (dopado -
circulo sélido verde) y ausencia (control - circulo abierto verde) de CDEs y para C. vulgaris en presencia
(dopado - cuadrado sélido naranja) y ausencia (control — cuadrado abierto naranja) de CDEs. (b) Curvas

de pH durante 7 dias para el control (circulo abierto linea discontinua verde) y la muestra dopada (circulo
sélido linea discontinua verde) de Scenedesmus sp. y para el control (cuadrado abierto linea discontinua
naranja) y la muestra dopada (cuadrado sdlido linea discontinua naranja) de C. vulgaris. Las barras de
error representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

Al igual que con el crecimiento, no se encontraron diferencias significativas
(p>0,05) en la evolucidon del pH entre los controles y las muestras en presencia de
CDEs de ambas especies. La Figura 4 - 24 (b) muestra un descenso continuo del pH
para Scenedesmus sp., desde un valor inicial de 9 hasta aproximadamente 4 en un
periodo de 7 dias, debido a la liberacion de protones H* durante el consumo de
amonio [365], por debajo del rango 6ptimo de esta especie (6,5 — 8,5) [366]. En la
Figura 4 - 24 (b) se observé como el dia 3 el pH se encontraba por debajo de 6,5, lo
que coincidié con un descenso en el crecimiento (Figura 4 - 24 (a)). La relacién entre
la reduccién del pH y la inhibicidon del crecimiento de Scenedemus sp. ha sido
documentada previamente en literatura. Un pH &acido actia como inhibidor
enzimatico de la fotosintesis, afectando a las reacciones del fotosistema Il (PSIl), el
cual es responsable de la oxidacion del agua en presencia de luz, generando
moléculas de oxigeno, protones y electrones [367]. Como consecuencia del
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esajuste en las reacciones del PSIl en condiciones de pH bajo, se produce una
disminucion en la densidad algal [368].

EnlaFigura 4 - 25 se presenta la productividad diaria de la biomasa que se obtuvo
para ambas especies. Como se observa en la Figura 4 - 25 (a), durante el primer dia
de cultivo de Scenedesmus sp. la produccién de biomasa fue minima, alcanzandose
aproximadamente 5,0E-04 g/L-h para el control y 1,0E-03 g/L-h para las muestras
dopadas, sin variacién de pH. Entre los dias 1y 4 la producciéon de biomasa aumenté,
alcanzando un maximo de 3,4E-03 g/L-h para el control y 3,1E-03 g/L-h para las
muestras dopadas entre los dias 3y 4, mientras el pH descendia hasta 4 (Figura 4 - 24
(b)). De los dias 5 al 7 la producciéon de biomasa disminuydé nuevamente,
registrandose 1,0E-03 g/L-h para el controly 4,0E-04 g/L-h para las muestras dopadas,
con el pH manteniéndose constante en 4 (Figura 4 - 24(b)).
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Figura 4 - 25. Produccién de biomasa obtenida para (a) Scenedesmus sp. control (verde oscuro) y
muestras dopadas (verde claro) y (b) Chlorella vulgaris control (naranja oscuro) y muestras dopadas
(naranja claro) en 7 dias. Las barras de error representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

En elcaso de C. vulgaris, la Figura 4 - 24 (b) muestra que el pH se mantuvo dentro
del rango 6ptimo (6,0-9,0) para esta especie durante los 7 dias [369]. Ademas, la
Figura 4 - 25 (b) indica, en general, una mayor produccioén de biomasa en comparacion
con Scenedesmus sp. tanto para el control como para las muestras dopadas, lo que
se traduce en una mayor densidad algal (Figura 4 - 24 (a)) y una mayor actividad
fotosintética. Un estudio previo de Garcia et al. (2006) sugirié que una alta actividad
fotosintética de las algas provoca un aumento del pH, previniendo asi la acidificacion
delmedio [370]. Este fendmeno podria estar ocurriendo en C. vulgaris, explicando los
elevados indices de crecimiento observados en esta especie.

Finalmente, la biomasa recogida transcurridos los 7 dias de los experimentos
LOM fue caracterizada, obteniéndose los resultados que se muestran en la Tabla 4 -
16, donde se recoge el contenido en carbohidratos, lipidos, proteinas y cenizas en
peso seco para cada especie en ausenciay presencia de CDEs.
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Para Scenedesmus sp., los resultados de la prueba t entre las muestras e
ausencia y en presencia de CDEs indicaron que, salvo para el contenido en
carbohidratos, no se encontraron diferencias significativas (p>0,05). Esto sugiere que
la presencia de contaminantes tampoco afectd, en general, a la composicion de esta
especie. Por otro lado, se obtuvo un contenido de lipidos que coincide con lo
reportado por Garcia-Moscoso et al. (2013), situandose entre el 12y el 14% [371], y
un contenido en carbohidratos tipico que varia entre el 10y el 52% [372]. Como puede
observarse, las proteinas son mayoritarias en esta especie, con contenidos similares
a los previamente reportados en la literatura para Scenedesmus obliquus entre el 60
y el 70%, y para Scenedesmus acutus entre el 50 y el 60% [373].

En el caso de C. vulgaris no se observan diferencias significativas (p>0,05) en el
contenido de carbohidratos, proteinas y cenizas al aplicar una prueba t entre los
datos en presencia y en ausencia de CDEs, sin embargo, los lipidos si que sufrieron
un aumento significativo entre el control y las muestras dopadas. Esto sugiere que la
presencia de contaminantes afectd ligeramente a la composicidon de esta especie. En
cuanto a los valores obtenidos, la cantidad de proteinas fue ligeramente superior a lo
reportado en bibliografia [374], que oscila entre el 43 y el 61%. Por otro lado, los
lipidos y carbohidratos se encontraron dentro del rango habitual para esta especie,
entre el 5y el 40% para los lipidos y el 12y el 55% para los carbohidratos [375].

Tabla 4 - 16. Contenido en carbohidratos, lipidos, proteinas y cenizas para Scenedesmus sp. y C.
vulgaris en ausencia y presencia de CDEs. Los errores representan la * desviacidon estandar de la media

(n=3).
Scenedesmus sp C. vulgaris
Control Dopada Control Dopada

Carbohidratos (% p/p)  18,7:0,66 22,03+0,53 21,40x1,12  21,91+0,65
Lipidos (% p/p) 12,9+0,50 13,31x0,61  5,020,28  10,51+0,33
Proteinas (% p/p)  60,4:0,25 60,70+0,40 68,62+3,00 63,13+0,76
Cenizas (% p/p) 4,6+0,56  4,80%0,07  4,84%0,03  4,450,52

La composicion elemental de cada una de las biomasas se presenta en la Tabla 4
- 17, siendo los valores obtenidos en ambos casos similares a los reportados
previamente en bibliografia [376-378]. Al comparar las muestras control con las
dopadas mediante una prueba t, no se encontraron diferencias significativas en las
composiciones elementales de Scenedesmus sp. (p>0,05). Sin embargo, C. vulgaris
mostroé diferencias significativas en los contenidos de N, C, Hy S (p<0,05), indicando
ligeras diferencias en los contenidos de los elementos analizados.

145



RESULTADOS Y DISCUSION

146

Tabla 4 - 17. Composicién elemental para Scenedesmus sp. y C. vulgaris en ausencia y presencia de
CDEs. Los errores representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

Scenedesmus sp C. vulgaris
Control Dopada Control Dopada
%N 7,46+0,04 7,27%0,22 6,94+0,02 6,28+0,04
%C 48,71+0,28 49,33+1,21 49,59+0,33 51,10+0,48
%H 6,99+0,03 7,09+0,13 7,07+0,05 7,49+0,11
%S 0,25+0,02 0,23+0,02 0,27+0,02 0,11+0,03
%0 31,29+0,32 31,21+0,40 30,59+0,49 29,48=0,35

Ademas, se midid el potencial Zeta de la superficie de la biomasa cosechada,
cuyos resultados se presentan en la Tabla 4 - 18. Este pardmetro se define como la
diferencia de potencial eléctrico entre la superficie de una particula y un punto del
liquido circundante alejado de la interfase, y constituye un indicador clave de las
propiedades fisicoquimicas de la pared celular de las microalgas [379,380]. Por lo
tanto, se utilizé para evaluar si la exposicion a los CDEs provocaba modificaciones en
dichas propiedades.

Tabla 4 - 18. Potencial Zeta para Scenedesmus sp. y C. vulgaris en ausencia y presencia de CDEs.
Los errores representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

Especie Potencial Zeta (mV)
Scenedesmus sp. control -28,6+0,6
Scenedesmus sp. dopada -24,8+3,5

C. vulgaris control -28,9+3,0
C. vulgaris dopada -32,2+0,2

En general, las microalgas presentan una superficie con carga negativa, como se
puede observaren la Tabla4- 18, atribuida a la presencia de grupos funcionales como
carboxilos o hidroxilos, que se acumulan en su superficie [380]. Al comparar el
potencial Zeta de las muestras en presencia y ausencia de CDEs no se encontraron
diferencias significativas (p>0,05), ni en Scenedesmus sp. ni en C. vulgaris. Estos
resultados sugieren que la exposicion a 1 ppm de la mezcla CDEs no alterd
significativamente las propiedades fisicoquimicas de la pared celular durante el
cultivo algal.

4.2.2. Eliminacion de nutrientesy CDEs

La Figura 4 - 26 presenta los resultados de eliminacidon de amonio y fosfatos por
Scenedesmus sp. (a) y C. vulgaris (b), en presencia y ausencia de CDEs, para los
experimentos LOM llevados a cabo. La Figura 4 - 26 (a) muestra una eliminacién
completa de fosfatos al cabo de 4 dias para Scenedesmus sp., independientemente
de la presencia de CDEs. Sin embargo, en presencia de CDEs esta eliminacion
completa se logré en solo 4 dias, frente a los 7 dias necesarios para el control
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(ausencia de CDEs). En cuanto al amonio, se observé una eliminacién del 48% en €
control y del 32% en 7 dias para las muestras que incluian CDEs. Estas bajas
eficiencias de eliminacion de amonio se relacionan con la baja densidad algal
observada en esta especie, como se mostré en la Figura 4 - 24 (a). Estudios previos
han reportado porcentajes de eliminacidon de amonio similares con Scenedesmus
sp., con una reduccion del 31,1% del NT tras 13 dias de cultivo. Sin embargo, estos
porcentajes aumentaron significativamente, alcanzando el 90,4%y el 87,8%, cuando
la fuente de nitrégeno era nitrato o urea, respectivamente [363]. Como se puede
observar, la presencia de CDEs no afect6 al consumo de nutrientes en los primeros 3
dias (p>0,05), pero acelero significativamente el consumo de fosfatos del cuarto dia
en adelante con respecto al control. Estudios previos sugieren que el consumo total
de fosfatos restringe el consumo de amonio, lo que coincide con lo mostrado en la
Figura 4 - 26 (a), donde se observa que en el control se elimind significativamente mas
amonio en comparaciéon con las muestras dopadas al final del experimento (p<0,05).
En este sentido, se ha reportado en bibliografia que Scenedesmus sp. LX1 elimind
completamente el PT del medio independientemente de la relaciéon N/P, pero la
cantidad de NT eliminada si dependié considerablemente de dicha relacion [381].
Asimismo, Wu et al. (2012) observaron una tendencia similar al cultivar
Scenedesmus sp. en condiciones de déficit de fosforo, logrando una eliminacion
completa del mismo en 11 dias, mientras que la eliminacidn de nitrégeno se mantuvo
despreciable a partir de ese momento [382].

Tiempo (d) Tiempo (d)

Figura 4 - 26. Eliminacidn de fosfatos (control - triangulo marron abierto y muestras dopadas - triangulo
marrdn cerrado) y amonio (control - rombo azul abierto y muestras dopadas — rombo azul cerrado) por
Scenedesmus sp. (a) y C. vulgaris (b). Las barras de error representan la + desviacion estandar de la
media (n=3).

En la Figura 4 - 26 (b) se puede observar una completa eliminacién de fosfatos y
amonio en 7 dias por C. vulgaris, tanto en presencia como en ausencia de CDEs. En
cuanto a los fosfatos, la presencia de CDEs no afecté al consumo de este nutriente.

Estos resultados de eliminacion completa de nutrientes concuerdan con los
reportados en la literatura. Asi, Kim et al. (2013) encontraron que C. sorokiniana
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limino el 100% de amonio y fésforo en 7 dias cuando la concentracion inicial de
nitrogeno se encontraba entre 20 y 40 mg N/L [383]. Ademas, C. vulgaris cultivada en
diferentes efluentes de digestién anaerobia mostré practicamente una eliminacion
total de amonio y fosfatos en 10 dias, cuando la concentracién inicial de amonio fue
de 40 mg N/L [384].

Finalmente, en la Figura 4 - 27 se presentan los valores de eliminacidon de DQO
obtenidos con Scenedesmus sp. y C. vulgaris. En la Figura 4 - 27 (a) se observé una
eliminacién completa de la DQO con Scenedesmus sp. en presencia de CDEs tras 7
dias de cultivo, mientras que en ausencia de contaminantes la eliminacién se redujo
a un 60%. De manera similar, en la Figura 4 - 27 (b), C. vulgaris mostré una tendencia
comparable en el consumo de DQO, alcanzando también una eliminacién del 100%
en las muestras dopadas y un 74% en el control, en un periodo de 7 dias.

Estos resultados estan en linea con datos reportados en la literatura, donde ya se
han documentado altos porcentajes de eliminacion de DQO empleando microalgas.
Por ejemplo, Silambarasan et al. (2023) reportaron eliminaciones de DQO entre el
74,3%y el 91,4% empleando Scenedesmus sp. cultivada en agua residual diluida en
distintos porcentajes durante 14 dias [385]. Asimismo, Pham et al. (2020) registraron
porcentajes de eliminacion entre el 73,5% y el 92,6% de DQO con concentraciones
iniciales de Scenedesmus sp. entre 10 mg/Ly 60 mg/L en 10 dias [386]. Por su parte,
Wang et al. (2015) obtuvieron eliminaciones de DQO del 70,2%, 70,0% y 60,5%
utilizando C. vulgaris cultivada en purines diluidos 20, 10 y 5 veces, respectivamente,
tras 11 dias de tratamiento [387].
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Figura 4 - 27. Eliminacion de DQO (control - triangulo invertido morado abierto y muestras dopadas —
triangulo invertido morado cerrado) por Scenedesmus sp. (a) y C. vulgaris (b). Las barras de error
representan la * desviacion estandar de la media (n=3).

Una vez determinado el consumo de nutrientes, y teniendo en cuenta las curvas
de crecimiento de la biomasa algal se ajusto el crecimiento de Scenedesmus sp.y C.
vulgaris a un modelo cinético de Monod. Los datos experimentales se ajustaron a las
ecuaciones (10)y(11) linealizadas, empleando como sustrato la concentracion de
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amonio en la primera. A partir de la pendiente de las rectas obtenidas se calcularo
la tasa de crecimiento maximo (Umax) Y la constante de saturacion (K;). Los valores
obtenidos para ambos parametros se recogen en la Tabla 4 - 19.

Como puede observarse en la Tabla 4 - 19, con Scenedesmus sp. se obtuvo un
valor de pPmax idéntico tanto en ausencia como en presencia de CDEs (0,19 d™). Tal
como se habia comentado previamente, no se observaron diferencias en el
crecimiento entre el control y las muestras dopadas para esta especie, por lo que
resulta coherente que este parametro no se haya visto afectado por la presencia de
contaminantes en el medio. El valor de pmax Obtenido coincide con rangos reportados
en bibliografia para Scenedesmus sp., que varian entre 0,14 y 0,62 d” segun la
concentracion de nutrientes o la intensidad de la luz [388]. En cuanto a la K se
alcanzaron valores elevados para Scenedesmus sp., junto con un pobre ajuste de los
datos al modelo, reflejado en los bajos coeficientes de regresién, de 0,576 para el
controly 0,525 para las muestras dopadas. Estos resultados refuerzan la hipdétesis de
una baja afinidad de esta especie por el amonio como fuente de nitrégeno. Sin
embargo, estudios previos han reportado valores de K entre 7,8 y 13,3 mg/L al
emplear nitratos como fuente de nitrégeno con esta misma especie [381,388].

Tabla 4 - 19. Parametros cinéticos de Monod para Scenedesmus sp. y C. vulgaris en ausencia y
presencia de CDEs.

Especie Hmax (d) (R?) Ks (mg/L) (R?)
Scenedesmus sp. control 0,19 (0,969) 70,68 (0,576)
Scenedesmus sp. dopada 0,19 (0,935) 312,26 (0,525)

C. vulgaris control 0,30 (0,956) 7,14 (0,987)
C. vulgaris dopada 0,32(0,961) 3,02 (0,842)

Por otro lado, los valores de pmax Obtenidos con C. vulgaris, tanto en ausencia
como en presencia de CDEs, fueron mas elevados que los registrados con
Scenedesmus sp.. Esto concuerda con lo comentado anteriormente, ya que C.
vulgaris muestra una mayor afinidad por el amonio como fuente de nitrégeno. Al
comparar el control con las muestras dopadas de C. vulgaris se observa que la
presencia de CDEs en el medio de cultivo produjo un ligero aumento de pmax, 0 que es
compatible con los resultados de crecimiento observados, donde la biomasa
producida fue superior en los uUltimos dias del cultivo con contaminantes respecto al
control. Respecto a los valores de K, estos fueron notablemente mas bajos en C.
vulgaris que en Scenedesmus sp., lo que refuerza su mayor capacidad de asimilacion
de amonio. Ademas, en presencia de CDEs, C. vulgaris mostré una Ks aun menor (3,02
mg/L frente a 7,14 mg/L en el control), lo que sugiere que los contaminantes no
afectaron negativamente a la afinidad por el sustrato. Estos resultados se encuentran
en consonancia con estudios previos, aunque su comparacion es complicada ya que
estos parametros cinéticos dependen en gran medida de las condiciones de cultivo.
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si, Kim et al. (2013) reportaron un valor de pma.x de aproximadamente 0,3 d” y de K
de 2,1 mg/L para C. vulgaris [389].

En este apartado se evalud la influencia de la luz, el oxigeno y la presencia de
microalga en la degradacion de cada uno de los CDEs. Para ello se analizaron los
resultados obtenidos en los experimentos realizados con aireacién, pero en ausencia
de luzy microalga (experimentos O), con presencia de luzy sin aireacion ni microalga
(experimentos L), con luz y aireacion combinadas, pero sin microalga (experimentos
LO) y finalmente, los experimentos que incluyeron microalga, luz y aireacion
(experimentos LOM).

Como se observa en la Figura 4 - 28 (a), (b) y (c), los parabenos no presentan una
degradacion abidtica representativa (experimentos O y LO). La mayor degradacién
abidtica entre los parabenos se observé en el BuP (Figura 4 - 28 (c)), con un 39% para
la oxidacion (experimento O) y un 21% para la fotooxidacion (experimento LO). Sin
embargo, la presencia de microalgas mejoré la eliminacién para todos estos
compuestos, resultando en una eliminacién completa en 7 dias con ambas especies
de microalgas. Al comparar la degradacién obtenida con Scenedesmus sp. y C.
vulgaris, se observé que para el PrP y el BuP no existen diferencias significativas entre
las especies, alcanzandose en ambos casos una eliminaciéon completa en
aproximadamente 2 dias. Sin embargo, C. vulgaris logré un 100% de eliminacién de
MeP en solo 6 horas, mientras que Scenedesmus sp. necesité 48 horas para alcanzar
su eliminacién total. Estos resultados coinciden con los observados por otros
autores, ya que, como se ha reportado previamente, el uso de C. vulgaris resulta en
elevadas eficiencias de eliminacién de MeP, alcanzando un 100% de degradacién en
2 dias para una concentracién de 1 ppm de MeP [264]. Ademas, tal y como aparece
en bibliografia, se ha obtenido una eliminacién completa de 47,4 ng/L de MePy 3,8
ng/L de PrP en 7 dias utilizando C. reinhardtii, S. obliquus, C. pyrenoidosay C. vulgaris
por separado [390].
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Figura 4 - 28. Eliminacion de MeP (a), PrP (b) y BuP (c): experimentos O (triangulo invertido morado),
experimentos LO (triangulo rojo) y experimentos LOM con Scenedesmus sp. (circulo verde) y con C.
vulgaris (cuadrado naranja). Los experimentos se llevaron a cabo durante 7 dias. Las barras de error

representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

En cuanto a la eliminacion de BP, se observaron elevadas eficiencias de
eliminacion independientemente de las condiciones en las que se realizd el
experimento, como se muestra en la Figura 4 - 29. Las eficiencias de degradacién de
BP para los experimentos LOM fueron del 86% para Scenedesmus sp.y del 62% para
C. vulgaris, valores inferiores a los obtenidos en los experimentos O y LO, que fueron
del91%y 95%, respectivamente. Esto sugiere que, para este compuesto, la presencia
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e microalgas no mejora su eliminacion, siendo probablemente la degradacién de
tipo abidtica su principal via de eliminacion.
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Figura 4 - 29. Eliminacién de BP: experimentos O (tridngulo invertido morado), experimentos LO
(triangulo rojo) y experimentos LOM con Scenedesmus sp. (circulo verde) y con C. vulgaris (cuadrado
naranja). Los experimentos se llevaron a cabo durante 7 dias. Las barras de error representan la +
desviacion estandar de la media (n=3).

Los resultados de la prueba t de Student para muestras emparejadas de los
experimentos O y LO para BP mostraron que, excepto a las 24 horas, no hubo
diferencias significativas (p>0,05) entre las tasas de eliminacién de ambos
experimentos. Esto sugiere que la luz no es un parametro que influya en la
degradacion de este compuesto, lo cual también se observa en la Figura 4 - 30, que
presenta los resultados de eliminaciéon para todos los CDEs analizados en los
experimentos L (solo con luz), en los que se alcanzd una degradacion de BP del 20%
tras 7 dias.
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Figura 4 - 30. Degradacién de CDEs para los experimentos L de: MeP (cuadrado negro), PrP (circulo
rojo), BuP (triangulo azul), BP (triangulo invertido verde), BPA (rombo morado) y E (cruz naranja). Las
barras de error representan la = desviacion estandar de la media (n=3).
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A la vista de estos resultados, la degradacion abidtica de BP se podria atribuir
la oxidacion debido a la presencia de oxigeno en el medio. Estudios previos han
propuesto que las especies reactivas de oxigeno (ROS) involucradas en la foto-
transformacion de BP-3 son los radicales hidroxilo (OH-) y los radicales superoxido
(-O,) [391]. Ademas, Chen et al. (2015) sugirieron que la BP puede degradarse de
forma natural cuando esta presente en las aguas a bajas concentraciones,
posiblemente debido a la presencia de iones como CL, Fe®* o NO* [392].

La Figura 4 - 31 muestra la degradacion del BPA para los diferentes experimentos
analizados. Este contaminante se eliminé de forma abidtica en aproximadamente un
20% (experimentos O y LO) en 7 dias, porcentaje que coincide con lo recogido
previamente en bibliografia [393]. Ademas, la fotodegradacién (experimentos L) fue
despreciable, como puede observarse en la Figura 4 - 30. Por el contrario, la presencia
Scenedesmus sp. y C. vulgaris (experimentos LOM) mejord la eliminacién de BPA
hasta un 82% y un 90%, respectivamente. Aunque ambas especies lograron
degradaciones similares a los 7 dias, Scenedesmus sp. y C. vulgaris eliminaron este
compuesto de manera diferente. Scenedesmus sp. llevd a cabo una eliminacién mas
gradual, degradando casi todo durante los primeros 2 dias, mientras que C. vulgaris
elimindé este compuesto mayoritariamente durante los ultimos 3 dias. Estos
resultados de eliminaciéon coinciden con los obtenidos previamente en otros
trabajos. Asi, se han reportado tasas de eliminacién del 96% de BPA en 90 horas con
un consorcio de microalgas de la clase Chlorophyceae y cianobacterias, empleando
una concentracion inicial de 10 ppb [394]. Ademas, Li et al. (2009) obtuvieron una
degradacién de BPA cercana al 92% en 13 dias utilizando Stephanodiscus hantzschii
en un medio con 1 ppm de este contaminante [395].
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Figura 4 - 31. Eliminacién de BPA: experimentos O (tridngulo invertido morado), experimentos LO
(triangulo rojo) y experimentos LOM con Scenedesmus sp. (circulo verde) y con C. vulgaris (cuadrado
naranja). Los experimentos se llevaron a cabo durante 7 dias. Las barras de error representan la
desviacion estandar de la media (n=3).
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Alanalizar la eliminacion de E (Figura 4 - 32), se observé que durante los primeros
3 dias la degradacién abiotica (experimentos O y LO) fue practicamente despreciable
(alrededor del 20%), alcanzandose valores similares a los obtenidos para el BPA en
ese periodo (Figura 4 - 31). Sin embargo, esta degradacion abidtica fue mas
significativa entre los dias 4 y 7, alcanzando eliminaciones finales del 63% para la
oxidacién (experimentos O) y del 40% para la fotooxidacidon (experimentos LO).
Ademas, como se muestra en la Figura 4 - 30, la luz tampoco fue un factor
determinante en la eliminacion de la E.
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Figura 4 - 32. Eliminacidn de E: experimentos O (triangulo invertido morado), experimentos LO
(triangulo rojo) y experimentos LOM con Scenedesmus sp. (circulo verde) y con C. vulgaris (cuadrado
naranja). Los experimentos se llevaron a cabo durante 7 dias. Las barras de error representan la +
desviacion estandar de la media (n=3).

Dado que la degradacién abidtica fue una de las principales vias de degradacioén
para BP y E, se estudio6 el posible efecto sinérgico entre ambos contaminantes. La
Figura 4 - 33 (a) muestra los resultados de eliminaciéon de BP en el experimento LO sin
la presencia de E en el medio, mientras que la Figura 4 - 33 (b) presenta la degradacion
de E en las mismas condiciones experimentales, pero en ausencia de BP. Como se
puede observar, la BP se degrado abiéticamente independientemente de la presencia
de E en el medio (Figura 4 - 33 (a)), mostrando una tendencia de degradacion similar
e incluso alcanzando una mayor degradacion a dia 7 cuando E estaba presente (95%
comparado con 62%). Por el contrario, E no se degradd abidticamente bajo las
condiciones LO en ausencia de BP (Figura 4 - 33 (b)). Estos resultados sugieren una
sinergia positiva en la degradacion de ambos compuestos cuando estan presentes
simultdneamente en el medio.
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Figura 4 - 33. Eliminacidn de (a) BP en presencia (rombo azul abierto) y ausencia de E (rombo azul
cerrado) y de (b) E en presencia (triangulo abierto azul) y ausencia de BP (triangulo cerrado azul). Las
barras de error representan la = desviacidn estandar de la media (n=3).

Ademas, se evalud también la posibilidad de que alguno de los iones presentes
en la matriz ARS estuviese contribuyendo a la degradacion abidtica de los dos
compuestos que mostraron este tipo de eliminacion, BP y E. Para ello, se repitieron
los experimentos O y LO utilizando tanto ARS como agua milliQ como medio. Los
valores de concentraciones normalizadas tras 24 horas de experimento se muestran
en la Figura 4 - 34. Al comparar los resultados mediante una prueba t de Student, no
se encontraron diferencias significativas (p>0,05) en las concentraciones de BPy E
entre los ensayos realizados en ARS y en agua milliQ, observandose valores similares
en ambos casos. Estos resultados indican que los iones presentes en la matriz ARS
no favorecen la degradacion abidtica de estos compuestos, por lo que la eliminacion
observada no puede atribuirse a la composicién idnica del medio.
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Figura 4 - 34. Comparativa de la eliminacién de BP y E en ARS (verde) y en agua milliQ (azul) en 24 h
para los experimentos O y LO. Las barras de error representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

En cuanto a la presencia de microalgas en la eliminacién de E, C. vulgaris mostro
una drastica eliminacion de este contaminante entre los dias 4y 7, alcanzando una
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liminacién final del 83% en 7 dias, como se puede observar en la Figura 4 - 32. Por el
contrario, la eliminacidon proporcionada por Scenedesmus sp. fue mas gradual,
alcanzando un 70% en 7 dias. Sin embargo, esta especie no mejord la degradacion de
E en comparacion con los experimentos O, aunque fue mayor que en los
experimentos LO. Para tratar de explicar las diferencias encontradas en la
degradacion de E mediante las microalgas estudiadas, hay que tener en cuenta que,
durante su crecimiento, las microalgas pueden producir materia organica
extracelular algal (AEOM), compuesta principalmente por biopolimeros como
polisacaridos y sustancias proteicas. Esta AEOM puede promover la produccién
fotoquimica de radicales de vida corta, incluyendo materia organica disuelta en
estado triplete excitado ((DOM), oxigeno singlete ('O,) y OH-, los cuales pueden
contribuir a los procesos de degradacion de contaminantes [396]. Estudios previos
sugieren que C. vulgaris produce mas AEOM que Scenedesmus quadricauda, lo que
potencialmente conduce a una degradaciéon fotocatalitica mas eficiente de los
estrogenos [397]. Ademas, la elevada eliminacidon de E alcanzada con C. vulgaris
entre los dias 4 y 7 (Figura 4 - 32) coincide con la mayor produccion de biomasa
durante la fase exponencial para esta especie (Figura 4 - 25 (b)), un periodo
caracterizado por una alta actividad metabdlica que favoreceria una mayor liberacién
de AEOM [396]. Estas diferencias en la liberaciéon de AEOM pueden explicar la
variacién en la eliminacién final de E por parte de C. vulgaris y Scenedesmus sp., y
podria estar relacionada con la tendencia similar observada en la degradacién de BPA
por C. vulgaris (Figura 4 - 31).

Los resultados de eliminacién de E obtenidos estan alineados con
investigaciones previas. Asi, Wang et al. (2019) reportaron una eliminacion del 79%
de E empleando Haematococcus pluvialis, Selenastrum capricornutum, y S.
quadricauda individualmente en un periodo de 10 dias con una concentracidn inicial
de 5 ppm [398]. Ademas, Ruksrithong et al. (2019) demostraron una eliminacién del
91% de E por S. obliquus y del 52% por C. vulgaris en 5 dias, partiendo de una
concentracion entre 1,0 y 5,0 yg E/L [261]. En este ultimo trabajo, Scenedesmus
elimind mas E en comparaciéon con C. vulgaris, lo contrario a lo obtenido en este
estudio. Estas discrepancias pueden deberse a las diferencias en el método de
cultivoy la composicion de las aguas residuales sintéticas empleadas. Estos autores
emplearon un proceso de cultivo continuo, donde los reactores se alimentaban
diariamente, proporcionando un entorno mas estable y un suministro constante de
nutrientes, lo que podria mejorar el rendimiento de Scenedesmus sobre C. vulgaris.

En la Tabla 4 - 20 se presenta un resumen de los resultados de degradacion
finales alcanzados para los compuestos de la familia de los parabenos en este
estudioy en literatura.
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Tabla 4 - 20. Porcentajes de eliminacidn final a 7 dias de los parabenos con Scenedesmus sp. y C.
vulgaris y comparacién con resultados de bibliografia. Los errores representan la + desviacion estandar
de la media (n=3).

Especie MeP PrP BuP Ref.
Scenedesmus sp. 100,0+0,0% 99,4+1,1% 99,2+1,5% Este
C. vulgaris 100,0+0,0% 100,0+0,0% 100,0+0,0% estudio
C. reinhardtii 100,0% 100,0%
S. obliquus 100,0% 100,0% [390]
C. pyrenoidosa 100,0% 100,0%
C. vulgaris 100,0% 100,0%

Tetradesmus obliquus, C.
vulgaris, Pseudanabaena

sp., Scenedesmus sp. y 89,0% [399]
Nitzscha sp.

C. vulgaris 33,0-14,0% [316]

Perifiton 100,0% [400]

Comparar los resultados obtenidos con bibliografia es complejo debido a la
heterogeneidad de las condiciones de cultivo y el gran efecto de las mismas en la
eliminacién de CDEs. Sin embargo, se puede observar que los valores de eliminacion
obtenidos para estos compuestos (100% en la mayoria de los casos) estan dentro del
mismo rango que los descritos previamente por otros autores. Asi, Zhou et al. (2014)
alcanzaron un 100% de eliminaciéon de MeP y PrP utilizando diferentes especies de
microalgas [390]. Ademas, Ruas et al (2020) lograron una eliminacién aproximada del
89% de 300 ng PrP/L iniciales empleando un fotobiorreactor anéxico-anaerobio con
un consorcio de Tetradesmus obliquus, C. vulgaris, Pseudanabaena sp.,
Scenedesmus sp. y Nitzscha sp. [399]. Sin embargo, las concentraciones utilizadas
por estos autores son considerablemente mas bajas que las empleadas en este
estudio. Cuando se utilizaron concentraciones mas altas de parabenos, solo se
obtuvieron un 33% y un 14% de eliminacién de MeP utilizando C. vulgaris, con
concentraciones iniciales de 0,8 y 8,0 mg MeP/L, respectivamente. Dado que no se
han encontrado estudios previos sobre la eliminacion de BuP con microalgas, los
resultados obtenidos en este trabajo se compararon con los obtenidos por Song et al.
(2017), empleando perifiton, un agregado de organismos formado principalmente por
bacterias y microalgas. Estos autores obtuvieron una eliminacién total de BuP en un
periodo de 4 dias cuando la concentracion de partida era de 10 ug BuP/L [400].

En la Tabla 4 - 21 se recogen los resultados de degradacion finales alcanzados
para BP, BPAy E en este estudio y en literatura. Debido a la escasez de literatura sobre
la eliminacién de BP empleando microalgas, los resultados obtenidos se compararan
con los de la eliminacién de moléculas similares, como BP-3 y BP-4. Como se
muestra en la Tabla 4 - 21, los resultados de degradacién obtenidos en este estudio
son superiores a los alcanzados en la bibliografia con la que se comparan. Lee et al.
(2020) encontraron que S. obliquus elimind entre el 23,3% y 28,5% de BP-3 en un
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eriodo de 10 dias de cultivo, con concentraciones iniciales entre 0,1 y 3 mg BP-3/L
[401]. El maximo de eliminacion de BP-3, del 58,4%, se logré con el alga verde
Chlamydomonas reinhardtii en 10 dias y con una concentracién inicial de 0,01 pg BP-
3/L, disminuyendo este porcentaje de degradacion a medida que aumentaba la
concentracion de este compuesto [402].
Tabla 4 - 21. Porcentajes de eliminacion final a 7 dias de BP, BPAy E con Scenedesmus sp. y C.

vulgaris y comparacion con resultados de bibliografia. Los errores representan la + desviacion estandar
de la media (n=3).

Especie BP BPA E Ref.
Scenedesmus sp. 85,6x9,0% 81,8%+6,3% 67,0+0,6% Este estudio
C. vulgaris 62,19,1% 89,9%+2,0% 83,0+2,0%
. 23,3-
S. obliquus 28,5% [401]
Chlamydomonas 58,4%' [402]
reinhardtii
C. vulgaris 14,0%?2 [403]
Chlorella pyrenoidosa 20,0- [221]
4 43,0%
C. mexicana 39,0%
C. vulgaris 28,0% [393]
S. obliquus 91,0%
C. vulgaris 52,0% [261]
BP-3
’BP-4

Respecto a otros trabajos que emplearon la misma concentracion inicial de
contaminante (1mg BP-4/L) usando C. vulgaris [403] se puede observar que los
valores de eliminacion de BP obtenidos fueron claramente inferiores (14,0%)
respecto a los obtenidos en este estudio. De manera similar a la eliminacién de BP,
los resultados finales de eliminacion de BPA presentados en la Tabla 4 - 21 fueron
superiores a los reportados previamente por otros autores. Asi, Fu et al (2023)
lograron eliminaciones del 20,0%, 46,4%, 42,9% y 43,0% con Chlorella pyrenoidosa
en 120 horas de cultivo, utilizando concentraciones de BPA de 2,0, 4,0, 6,0 y 8,0 mg
BPA/L [221]. Otros estudios lograron eliminar un 39,0% y un 28,0% en 10 dias,
empleando las microalgas C. mexicanay C. vulgaris, respectivamente, partiendo de
una concentracion inicial de 1 mg BPA/L [393]. Finalmente, los porcentajes de
eliminacion de E obtenidos son consistentes con estudios previos. Asi existen
estudios en los que se ha logrado la eliminacion del 91,0% y el 52,0% de E empleando
S. obliquus y C. vulgaris, respectivamente [261]. Por otro lado, Wang et al. (2019)
también reportaron eliminaciones de E superiores al 80,0% [398].

A la vista de los resultados obtenidos en este estudio, queda demostrado el
potencial de las especies Scenedesmus sp. y C. vulgaris para eliminar
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simultdneamente y con alta eficacia diferentes tipos de CDEs presentes en las agua
residuales, obteniendo, en general, valores de eliminacién mas altos que los
reportados previamente en la literatura.

Para cuantificar la velocidad de eliminacién de los contaminantes, se calcularon
las constantes cinéticas a partir de las curvas de degradacion, suponiendo una
cinética de pseudo-primer orden. Ademas, se estimé el tiempo de vida media, un
parametro crucial en la evaluacion de riesgos de estos compuestos. En cuanto a los
parabenos, la Tabla 4 - 22 muestra que, en general, la velocidad de degradacién es
mayor en presencia de microalgas (experimentos LOM) en comparacién con las
condiciones abiéticas (experimentos O y LO), siendo C. vulgaris mas eficaz que
Scenedemus sp.. Asi, como puede verse en la Tabla 4 - 23, el tiempo de vida media
de estos compuestos en condiciones abidticas es muy elevadolLas mayores
velocidades de degradacion para BP se observaron en condiciones abioticas, como
se menciond previamente, lo que refuerza la teoria de que esta es su principal via de
eliminacién. Ademas, estas condiciones (experimentos O y LO) son aquellas en las
que el tiempo de vida media de BP es mas bajo (Tabla 4 - 23). Considerando la
presencia de microalgas, Scenedesmus sp. es la especie que produce una mayor
velocidad de eliminacién para BP, con un tiempo de vida media muy similar al
obtenido en condiciones de oxidacion. En cuanto a la degradacién de BPA, la Tabla 4
- 22 muestra que las velocidades de degradaciéon mas altas se obtienen en presencia
de microalga, siendo Scenedesmus sp. la mas rapida en su eliminacion y
presentando un tiempo de vida media casi la mitad que con C. vulgaris. Finalmente,
en el caso de la eliminacion de E, la mayor velocidad de degradacion se observa en
presencia de C. vulgaris, seguida de la degradacién abidtica en presencia de oxigeno
y la biodegradacion con Scenedesmus sp (Tabla 4 - 22). Esta capacidad de C. vulgaris
para eliminar E se refleja también en el tiempo de vida media, que es menos de la
mitad respecto al resto de los experimentos (Tabla 4 - 23).

Tabla 4 - 23, reduciéndose drasticamente en presencia de ambas microalgas.

Tabla 4 - 22. Constantes de degradacion (k) estimadas para la degradacidn abiética y
biodegradacion de CDEs empleando una cinética de pseudo-primer orden.

CDEs  ko(h)(R)  kio(h")(RY) Kom (W) (R
Scenedesmus sp. C. vulgaris

MeP  1,3:10°(0,868) 1,1-10°(0,841) 9,0-102(0,983) 3,8-10™(0,928)
PrP 7,0-10%(0,831) 1,8-10°(0,852) 5,7-102(0,968) 7,4-102%(0,972)
BuP  2,9-10°(0,951) 2,8-10°(0,961) 5,4-102(0,982) 7,5-102%(0,957)
BP 1,3-102(0,936) 1,6-102(0,958) 1,1-102(0,924) 6,0-10°(0,901)
BPA  2,0-103(0,940) 1,1-103(0,956) 2,1-102(0,976) 1,3-102(0,815)
E 5,9:-10%(0,966) 3,1-102(0,954) 5,2-10%(0,819) 9,9-102(0,805)
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Las mayores velocidades de degradacion para BP se observaron en condiciones
abidticas, como se mencioné previamente, lo que refuerza la teoria de que esta es su
principal via de eliminacién. Ademas, estas condiciones (experimentos O y LO) son
aquellas en las que el tiempo de vida media de BP es mas bajo (Tabla 4 - 23).
Considerando la presencia de microalgas, Scenedesmus sp. es la especie que
produce una mayor velocidad de eliminacién para BP, con un tiempo de vida media
muy similar al obtenido en condiciones de oxidacion. En cuanto a la degradacién de
BPA, la Tabla 4 - 22 muestra que las velocidades de degradacion mas altas se
obtienen en presencia de microalga, siendo Scenedesmus sp. la mas rapida en su
eliminaciony presentando un tiempo de vida media casi la mitad que con C. vulgaris.
Finalmente, en el caso de la eliminacion de E, la mayor velocidad de degradacién se
observa en presencia de C. vulgaris, seguida de la degradacion abidtica en presencia
de oxigenoy la biodegradacién con Scenedesmus sp (Tabla 4 - 22). Esta capacidad de
C. vulgaris para eliminar E se refleja también en el tiempo de vida media, que es
menos de la mitad respecto al resto de los experimentos (Tabla 4 - 23).

Tabla 4 - 23. Tiempos de vida medios (ti2) estimados para la degradacidn abidtica y biodegradacién

de CDEs.
t1,2 LOM (h)

CDEs t2 0 (h) t2 1O (h) Scenedesmus sp. C. vulgaris
MeP 533,19 630,13 7,70 1,83
PrP 990,21 385,08 12,16 9,33
BuP 239,02 247,55 12,84 9,21
BP 52,12 42,52 66,01 115,52
BPA 346,57 630,13 33,16 52,51

E 117,48 223,60 133,30 70,01

Por dltimo, para hacer el seguimiento de la evolucién de la degradacion de los
distintos contaminantes mostrada previamente, se tomaron muestras diarias de los
experimentos abidticos y en presencia de microalga, las cuales fueron analizadas
mediante HPLC utilizando los métodos cromatograficos desarrollados previamente.
Los cromatogramas fueron registrados a las longitudes de onda de 254 nmy 210 nm,
segun el método aplicado.

En la Figura 4 - 35 se presentan los cromatogramas obtenidos a 254 nm mediante
el método cromatografico 1 (isocratico). Los picos observados en los tiempos de
retencion de 4,2 minutos, 6,3 minutosy 10,2 minutos se corresponden con PrP, BuPy
BP, respectivamente En todos los experimentos se detectd un pico adicional
alrededor de los 3,35 minutos, identificado a partir de este punto como producto A.
Dado que este pico aparece en todos los experimentos, se deduce que corresponde
a un producto de degradacion abidtica de alguno de los compuestos susceptibles a
este tipo de transformacién, como BP o E. En los experimentos realizados en
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presencia de microalgas (Figura 4 - 35 (c) y (d)), se detecté un pico adicional a 2,8
minutos, denominado en adelante producto B. Ademas, en presencia de
Scenedesmus sp., se observd la aparicion del producto C a partir del tercer dia, con
un tiempo de retencion 2,63 minutos. Con C. vulgaris se detecté un pico en el mismo
tiempo de retencién (2,63 minutos), identificado como producto D, a partir del
segundo dia.
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Figura 4 - 35. Cromatogramas a 254 nm para el método isocratico de los experimentos O (a), LO (b), LOM
con Scenedesmus sp. (c) y LOM con C. vulgaris (d) para los dias 0 (azul), 1 (rojo), 2 (verde), 3 (naranja), 4
(morado) y 7 (amarillo).

Con el fin de realizar un analisis cualitativo de los productos de degradacion
detectados cromatograficamente, se presentan sus espectros UV-visible en la Figura
4 - 40. Esta informacion espectral permite identificar de forma tentativa los
cromoforos presentes en las moléculas, ya que distintos grupos funcionales
presentan maximos de absorcidon (An.) caracteristicos asociados a transiciones
electrénicas especificas, como 1 > t* 0 n > 1t* [404].

Los productos A, Cy D (Figura 4 - 36 (a), (c) y (d)) presentaron espectros UV-visible
similares, con Ay entre 210 y 220 nm, regién del espectro UV-visible en la que se
observan transiciones electrénicas m > m* comun sistemas con electrones
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eslocalizados, como anillos aromaticos o dobles enlaces [405].Asimismo, el
hombro que aparece en la regién 240-260 nm es tipico de sistemas con carbonilos
conjugados y el hombro en torno a 280 nm suele estar relacionado con transiciones
n - T* asociados a grupos carbonilo conjugados con sistemas aromaticos, como
aldehidos o cetonas aromaticas [404,405]. Por otro lado, el espectro del producto B
(Figura 4 - 36 (b)) presentd un maximo de absorcion intenso en torno a 240 nmy un
hombro menos definido alrededor de los 280 nm, lo que indica una estructura con
conjugacién moderada y presencia de grupos funcionales oxigenados. La banda
centrada en 240 nm es caracteristica de compuestos que contienen grupos carbonilo
conjugados o anillos aromaticos sustituidos y el hombro a 280 nm refuerza la
hipotesis de un grupo carbonilo presente en la molécula, (aldehido o cetona
conjugada con un sistema aromatico).
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Figura 4 - 36. Espectros UV- visible de: (a) el producto A, (b) el producto B, (c) el producto C y (d) el
producto D.

En la Figura 4 - 37 se observan los cromatogramas obtenidos a 210 nm mediante
el método cromatografico 1 (isocratico). Los picos observados a 3,9 minutos, 4,2
minutos, 5,9 minutos, 6,3 minutos y 10,2 minutos se corresponden con BPA, PrP, E,
BuPy BP, respectivamente. De nuevo, se detecto la presencia del producto A en todos
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los experimentos. Ademas, con excepcién de los experimentos LOM con C. vulgari
(Figura 4 - 37 (d)), se identificd un nuevo producto de degradacion E, con un tiempo
de retencion aproximado de 3,65 minutos. No obstante, la baja intensidad del pico
correspondiente a este producto impidid la obtencién de su espectro UV-visible. En
los experimentos realizados con Scenedesmus sp. (Figura 4 - 37 (c)) se encontraron
cinco productos de degradacion. Tres de ellos se asociaron con los ya mencionados
productos A, C y E, mientras que los otros dos correspondieron a picos con tiempos
de retencién de 2,47 minutos (producto F) y 5,39 minutos (producto G). Por otro lado,
en los experimentos con C. vulgaris (Figura 4 - 37 (d)) se detectaron Unicamente tres
productos de degradacion: el producto A, el producto G (también observados con
Scenedesmus sp.) y un nuevo pico con un tiempo de retencion de 2,62 minutos,
identificado como producto H.
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Figura 4 - 37. Cromatogramas a 210 nm para el método isocratico de los experimentos O (a), LO (b), LOM
con Scenedesmus sp. (c) y LOM con C. vulgaris (d) para los dias 0 (azul), 1 (rojo), 2 (verde), 3 (naranja), 4
(morado) y 7 (amarillo).

En la Figura 4 - 38 se agrupan los espectros UV-visible de los productos F, Gy H.
Los dos primeros presentaron unos espectros UV-visible con caracteristicas muy
similares, con dos hombros. El primero, situado a 230 nm puede corresponderse con
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n anillo aromatico; y el segundo, situado a 280 nm, como se comento antes, puede
atribuirse a un grupo carbonilo conjugado. Ademas, el producto G comparte espectro
UV-visible con el producto B, caracterizado por un maximo de absorcién intenso en
torno a 240 nmy un hombro amplio en la region de 280 nm.
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Figura 4 - 38. Espectros UV- visible de: (a) el producto F, (b) el producto Gy (c) el producto H.

Finalmente, la Figura 4 - 39 muestra los cromatogramas obtenidos a 254 nm con
el método cromatografico 2 (en gradiente) para los experimentos abidticos (Oy LO) y
aquellos realizados en presencia de microalga (experimentos LOM). ELl pico
observado en el tiempo de retencién 2,1 min se corresponde con el MeP, mientras
que el pico que aparece alrededor del tiempo de retencién de 3,28 minutos no
coincide con ninguno de los CDEs analizados, por lo que se atribuye a un producto de
degradacion, denominado partir de este punto como producto I. Este producto fue
detectado desde el dia 1 en los experimentos abidticos y a partir del dia 2 en los
experimentos con microalgas. Su presencia en todos los experimentos sugiere que
probablemente se origine a partir de la degradacion de BP o E, ya que fueron los
unicos compuestos que presentaron degradacién abidtica. Por otro lado, en los
experimentos LOM se detectaron mas productos de degradacién. Concretamente, al
emplear Scenedesmus sp., se identificaron dos picos adicionales: uno a 1,64
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minutos (producto J) detectado desde el dia 1y otro a 2,07 minutos (producto

presente a partir del dia 3. En el caso de C. vulgaris, se observaron picos adicionales

a 2,05 (producto M)y 2,36 minutos (producto L) el dia 7.
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Figura 4 - 39. Cromatogramas a 254 nm para el método en gradiente de los experimentos O (a), LO (b),
LOM con Scenedesmus sp. (c) y LOM con C. vulgaris (d) para los dias 0 (azul), 1 (rojo), 2 (verde), 3
(naranja), 4 (morado) y 7 (amarillo).

Los productos | (Figura 4 - 40 (a)) y L (Figura 4 - 40 (d)) presentaron espectros UV
similares a los ya comentados de los productos A, C y D, con un maximo de absorcién
intenso en la region de 210-220 nm, acompafado de dos hombros secundarios: uno
entre 240-260 nm y otro en torno a 280 nm. Por su parte, el producto J (Figura 4 - 40
(b)) presenta un perfil menos definido en comparaciéon con los productos |y L, ya que
no se observé un maximo de absorcién claramente marcado, aunque presenta dos
hombros. Ademas, su espectro UV-visible tenia caracteristicas muy similares a las de
los productos F, G y H, marcado por la presencia de un hombro en torno a 230 nmy
un pico de absorcién menos intenso en la region de 270-280 nm. El producto K (Figura
4 - 40 (c)) presentd un Unico maximo aproximadamente a 250 nm que, como se ha
comentado previamente, es comun en compuestos que contienen o anillos
aromaticos poco sustituidos o grupos carbonilo conjugados. Finalmente, el producto
M (Figura 4 - 40 (e)) presentd una absorcién intensa en torno a 210 nm (tipica de anillos
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romaticos), un hombro secundario a 230 nm y un pico amplio centrado entre 275y
280 nm (grupos carbonilo conjugados).
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Figura 4 - 40. Espectros UV- visible de: (a) el producto I, (b) el producto J, (c) el producto K, (d) el producto
Ly (e) el producto M.

En conjunto, el analisis de todos estos espectros UV-visible de los productos de

degradacion sugiere que todos ellos comparten estructuras con cierto grado de

conjugacion, predominando grupos funcionales como carbonilos conjugados y
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anillos aromaticos sustituidos, lo que indica que, a pesar de la transformacién de lo
CDEs originales, sus productos conservan caracteristicas estructurales similares a
los mismos.

Una vez interpretados los espectros UV-visible de los productos de degradacion
detectados y consideradas las longitudes de onda a las que absorben, se procedié a
su comparacion con productos de degradacion descritos en la bibliografia.

En el caso de los parabenos, Chang et al. (2023) identificaron como productos de
degradacion del MeP, en presencia de microalgas, moléculas como benzoato de
metilo, acido benzoico, catecol y acido dihidroxibenzoico [264]. Ademas, el acido 4-
hidroxibenzoico también es un metabolito de degradacién comun de los parabenos
en aguas residuales [335]. Estas estructuras presentan grupos hidroxilo o carbonilo
conjugados, lo que podria explicar los picos observados entre 240 y 280 nm en los
espectros de varios productos analizados previamente.

En cuanto a las benzofenonas, ya se habia comentado que la accién de las
especies reactivas de oxigeno (ROS) puede inducir su degradacion. Segun estudios
previos, las benzofenonas en presencia de radicales -OH forman productos
hidroxilados [406]. En este sentido, Zuhiga-Benitez et al. (2018) y Du et al. (2018)
describieron que la benzofenona y la benzofenona con un grupo OH en la posicién 1
0 2 (BP-1yBP-2) generan productos hidroxilados tras la adicion de -OH a su estructura
[407,408]. Por otro lado, los ROS también pueden atacar a los grupos carbonilo y
formar estructuras mas simples, como acidos carboxilicos. Asimismo, Bubev et al.
(2016) propusieron como via de eliminacién de las benzofenonas la formacién de
acido benzoico y fenol [409]. Estos mecanismos de degradacion son coherentes con
los espectros UV-visible obtenidos para los productos encontrados, los cuales
presentaron caracteristicas asociadas a grupos funcionales como anillos aromaticos
sustituidos (absorbancia a 210 nm), carbonilos conjugados (absorbancia entre 240y
260 nm), fenoles (absorbancia alrededor de 270 nm [342]) o acidos carboxilicos.

Respecto al bisfenol A, diversos estudios han descrito rutas de biodegradacién
algal o microbiana. He et al. (2022) propusieron una ruta completa de transformacion
del BPA por Chlorella pyrenoidosa (Figura 4 - 41) [410], mientras que Wang et al. (2017)
documentaron la formaciéon de metabolitos como 4-isopropanol-fenol o 4-
isopropanol-benceno-1,2-diol en presencia de Desmodesmus sp. [411]. Ademas,
Eltoukhy et al. (2022) observaron su transformacién por la bacteria Pseudomonas
putida, generando productos como 1,2y 2,2-bis(4-hidroxifenil)-2-propanol, asi como
metabolitos mas simples como 4-hidroxibenzaldehido, 4-hidroxibenzoato o 4-
hidroxiacetofenona [412]. Estos compuestos presentan estructuras aromaticas
sustituidas con grupos carbonilo, lo que es similar a los espectros observados en
productos como el M.

167



RESULTADOS Y DISCUSION

168

=  CHz3 —
4 —OH

J S S

,C—C—CH; C=CH;
— G — L
HO— ) ::: »—OH ~ H
HO e CH,0H Ho | o
BN I o . CHy OH CH
™ o Vol Dt \_ o B P2
f . CHy
OH OH OH CHOH
7/ P4
CH,0H 4 CH,0H
o CHsy To] — CHy —
HO—( —0— —c‘— —OH HO— o (‘: OH
‘ﬁ C‘H, I CHy
OH OH OH OH OH

Ps P6

Figura 4 - 41. Via propuesta por He et al. (2022) para la transformacién de BPA por C. pyrenoidosa
[410].

Por ultimo, enrelacion con la E, se ha descrito su conversién en hidroxiestrona por
hidroxilacion del anillo aromatico [413]. Ademas, Ibero et al. (2020) identificaron, tras
su degradacién con Novosphingobium tardaugens,
hidroxiestrona o &acido piridinestronico [414].
estructuras con grupos funcionales conjugados,

metabolitos como 4-
Ambos productos presentan
como anillos aromaticos
hidroxilados y carbonilos, que justifican la absorcién en las regiones espectrales
observadas para los productos de degradacion identificados en este estudio, lo que
refuerza la hipdtesis de que estos compuestos podrian corresponderse con
metabolitos derivados de E.

En general, en los cromatogramas mostrados anteriormente, se ha podido
observar que los productos de degradacion presentes en los experimentos abidticos
(Oy LO) aparecian igualmente en los experimentos en presencia de microalga (LOM).
Esto sugiere que, incluso en presencia de microalga, se produce una parte de
degradacion abidtica. Por otro lado, al comparar los cromatogramas obtenidos con
Scenedesmus sp. y C. vulgaris, no se detectaron los mismos productos de
degradacion, lo que indica que la bioeliminacién no sigue el mismo mecanismo. Esto
podria deberse a la liberacién de diferentes enzimas que no generan los mismos
productos, asi como la produccién de distintos ROS o AEOM.

Como se comentd previamente, la biodegradacion puede ser llevada a cabo por
las microalgas a través de diversos mecanismos. Por una parte, esta puede ocurrir de
forma intracelular, donde la eliminacién de contaminantes se realiza gracias a la
accion de diversas enzimas presentes en el interior de la célula. Por otra parte,
también se ha descrito una biodegradacion extracelular, influenciada por la presencia
de sustancias poliméricas extracelulares (EPS), las propias enzimas extracelulares o
la AEOM liberada por las células, que pueden favorecer la produccion de radicales
libres, asi como por ROS. Dado que se observd una variabilidad en los productos de
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degradacion generados por cada especie de microalga, se estimé la fraccién d
contaminantes eliminada exclusivamente por la accion de las enzimas
extracelulares, expresada en unidades de actividad enzimatica (UAE). Para ello, se
repitieron los experimentos LOM, recogiendo diariamente 30 mL del sobrenadante-
donde se encontraban las enzimas liberadas por cada especie-. Dicho sobrenadante
fue filtrado, se le afiadieron 30 ppm de cada contaminante y se incubd en oscuridad
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se determind la concentracion de CDEs
presente, y se estimd por diferencia la cantidad de contaminante eliminada por
accion enzimatica. Los resultados asi obtenidos se representan en la Figura 4 - 42.

En la Figura 4 - 42 (a), (b) y (c) se muestra la evolucidn de la actividad enzimatica
durante la eliminacion de MeP, PrP y BuP, respectivamente. Para el MeP, la actividad
enzimatica inicial fue de 0,31 pmol/g biomasa-h con Scenedesmus sp.y de 0 umol/g
biomasa-h con C. vulgaris, alcanzando un maximo el segundo dia con Scedenesmus
sp. (5,15 umol/g biomasa-h) y el tercer dia con C. vulgaris (1,07 umol/g biomasa-h) y
disminuyendo posteriormente en ambos casos. En general, la actividad enzimatica
con Scenedesmus sp. fue significativamente mayor que con C. vulgaris el segundo
dia (p<0,05), sin observarse diferencias significativas en los dias posteriores. Con
respecto al PrP (Figura 4 - 42 (b)), la actividad enzimatica inicial fue también
significativamente superior con Scenedesmus sp. (3,54 pmol/g biomasa-h) frente a
C. vulgaris (0,69 pymol/g biomasa-h) (p<0,05). En ambas especies se observé una
tendencia muy similar, con un maximo el segundo dia y un descenso posterior. Para
BuP (Figura 4 - 42 (c)), la actividad enzimatica fue significativamente mayor con
Scenedesmus sp. durante los dos primeros dias (p<0,05), pero esta tendencia se
revirtio el séptimo dia, cuando C. vulgaris presentd valores significativamente mas
altos (p<0,05). Finalmente, si se comparan estos resultados con las curvas de
eliminacioén de los experimentos LOM (Figura 4 - 28 (a), (b) y (c)) se observa que los
resultados obtenidos son coherentes, ya que la mayor liberacidon enzimatica se da en
los dos primeros dias, coincidiendo con la eliminacidn total de los parabenos en este
periodo. No obstante, en el caso del MeP con C. vulgaris, la eliminaciéon completa se
produjo incluso antes del primer dia (Figura 4 - 28 (a)), mientras que la actividad
enzimatica medida con el sobrenadante de ese dia fue nula (0 pmol/g biomasa-h).
Esto sugiere que, en este caso, podrian estar involucradas otras sustancias liberadas
por la microalga, como ROS o AEOM, en la rapida degradacion observada. Por
ejemplo, Wu et al. (2021) observaron una eliminacién completa de 17B-estradiol y
17a-etinilestradiol en solo 1 dia utilizando AEOM liberado por C. vulgarisy en 5 dias al
emplear AEOM procedente de S. capricornutum, partiendo de concentraciones
iniciales de 3 mg/L de cada contaminante [397]. Ademas, Ge et al. (2009) reportaron
una degradacién del 18-20% para 17a-etinilestradiol y del 16-36% para 17B-estradiol
tras 4 horas empleando C. vulgaris, Anabaena cylindrica y Microcytis aeruginosa kutz,
utilizando concentraciones iniciales de 8 mg/L, debido a la presencia de -:OH formado
a partir de las sustancias secretadas por las algas [415].
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Figura 4 - 42. Actividad enzimatica con Scenedesmus sp (circulo verde) y con C. vulgaris (cuadrado
naranja) de MeP (a), PrP (b), BuP (c), BP (d), BPA (e) y E (f). Las barras de error representan la + desviacion
estandar de la media (n=3).

Respecto a la BP (Figura 4 - 42 (d)), no se observaron diferencias significativas

(p>0,05) a nivel estadistico en la actividad enzimatica entre Scenedesmus sp. y C.

vulgaris. Aunque se detectd cierta capacidad de degradacion de la BP mediante las
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enzimas liberadas por ambas especies, los resultados previos indicaban que |
degradacion abidtica constituia el mecanismo principal en la eliminacidon de este
contaminante (Figura 4 - 29).

El BPA fue el compuesto que presentd la menor degradaciéon enzimatica para
ambas especies, como se muestra en la Figura 4 - 42 (e). Ademas, no se observaron
diferencias significativas (p>0,05) en la actividad enzimatica entre Scenedesmus sp.
y C. vulgaris. Este perfil de actividad enzimatica no se corresponde con la tendencia
de degradacioén del BPA observada en los experimentos LOM (Figura 4 - 30), donde
Scenedesmus sp. elimind la mayor parte del contaminante durante los dos primeros
dias, mientras que C. vulgaris lo hizo principalmente entre el cuarto y el séptimo dia.
Esta falta de correlacidn entre la actividad enzimatica y la eliminacién del compuesto
sugiere, una vez mas, que la biodegradacion del BPA no esta relacionada
directamente con la accién enzimatica extracelular, sino que podria deberse a la
liberacion de ROS o de AEOM por parte de las microalgas.

Finalmente, en el caso de la E (Figura 4 - 42 (f)), se encontré que la actividad
enzimatica fue superior con Scenedesmus sp. durante los primeros 2 dias. Sin
embargo, el cuarto dia, la actividad enzimatica resulté significativamente mayor con
C. vulgaris (p<0,05), mientras que el tercery séptimo dia no se detectaron diferencias
significativas entre ambas especies. Aunque se detectd actividad enzimatica desde
el primer dia, los resultados de eliminacion de E en los experimentos LOM (Figura 4 -
32) indicaron que, en ese momento, el mecanismo predominante era la degradacion
abidtica. La participacion de la biodegradacion comenzd a ser evidente a partir del
segundo dia con Scenedesmus sp., y entre los dias 4y 7 con C. vulgaris, coincidiendo
con el maximo en la actividad enzimatica para esta especie.

4.2.3. Estudio de los mecanismos de eliminacidon de
CDEs

De laFigura4-43alaFigura4 - 46 se muestran las contribuciones de las diferentes
vias de eliminacién (abidtica, bioadsorcion, bioacumulacidn y bioeliminacién) a 7
dias para los contaminantes estudiados. Los resultados aparecen expresados como
la cantidad de contaminante eliminada con respecto a su concentracion inicial para
cada experimento.

El principal mecanismo de eliminacion para los parabenos empleando ambas
especies de microalgas fue la bioeliminacion (Figura 4 - 43 (a)-(f)). En particular, la
bioeliminacién de MeP con Scenedesmus sp. aumenté del 88,61% al 100,00% a lo
largo de 7 dias (Figura 4 - 43 (a)) mientras que con C. vulgaris se alcanzo el 100,00%
desde el primer dia (Figura 4 - 43 (b)). En el caso de PrP y BuP, la bioeliminacion con
Scenedesmus sp. pasé del 65,87% al 98,177% y del 71,28% al 99,16%,
respectivamente, durante el mismo periodo. Con C. vulgaris, los valores aumentaron
del 72,23% al 100% para PrP y del 67,73% al 100% para BuP.
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Sin embargo, Scenedesmus sp. mostré un pequefo porcentaje de bioadsorcion
y bioacumulacion para el MeP (Figura 4 - 43 (a)) y el PrP (Figura 4 - 43 (c)), taly como
se muestra en la Tabla 4 - 24. Asi la contribucion del mecanismo de adsorcién siguié
la misma tendencia en ambos compuestos, incrementandose inicialmente entre los
dias 1y 3 (del 0,43 al 1,71% para el MeP y del 0,57 al 1,44% para el PrP), para
posteriormente disminuir hasta el dia 7, alcanzando menos del 0,04% para el MeP y
el 0,64% para el PrP. Estudios previos sugieren que los parabenos pueden adherirse a
la materia organica, existiendo una correlacion positiva entre la bioadsorcion y la
hidrofobicidad de los compuestos [400]. Esto implicaria que, a mayor valor del
coeficiente de particion octanol-agua (log K,), los contaminantes tendrian mayor
afinidad por adherirse a la pared celular. Sin embargo, los resultados obtenidos no
siguen esta tendencia, ya que, de ser asi, los mayores porcentajes de bioadsorcién
deberian de haberse observado para el BuP, seguidos de del PrPy, finalmente, los mas
bajos para el MeP. El resultado obtenido es compatible con que el proceso de
bioadsorcion no es selectivo y, cuando hay mas contaminantes en las aguas
residuales, el proceso se ve afectado, saturandose los sitios libres de la pared celular
con cualquiera de los compuestos yvariando la velocidad de adsorcién [416]. Por otro
lado, la fraccién bioacumulada del MeP crecié durante los 4 primeros dias, desde el
0,04-0,11% hasta el 0,88%, para luego desaparecer casi por completo el dia 7
(<0,04%). En contraste, la bioacumulacion del PrP mostré una tendencia creciente
durante los 7 dias, incrementandose desde menos del 0,005% hasta el 0,58%. Estos
resultados sugieren que tanto el MeP como el PrP experimentan una difusién lenta
hacia el interior de las células, y probablemente el MeP sufre biodegradacion por las
enzimas intracelulares. En el caso del BuP (Figura 4 - 43 (e)) la contribucién de los
mecanismos de bioadsorcién y bioacumulacidon son despreciables, siendo menos
del 0,08% del total de contaminante. La concentracidon de contaminantes detectada
en ambos casos esta por debajo del LOD.

Analizando los resultados de C. vulgaris se observa como la pared celular de
esta especie no es capaz de adsorber parabenos (Figura 4 - 43 (b), (d) y (f)). En este
sentido, Vale et al. (2022) reportd que la bioadsorcion de MeP sobre C. vulgaris es
despreciable debido a la hidrofobicidad que presenta su pared celular [316]. Este
hecho concuerda con los resultados obtenidos, donde la fraccién bioacumulada fue
de menos del 0,05% para el MeP y el PrP (<LOD) y de entre el 0,53 y el 0,11% para el
BuP (LOD-LOQ). Por otro lado, el mecanismo de bioacumulaciéon también presentd
contribuciones muy bajas, aligual que el mecanismo de bioadsorcion.
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Figura 4 - 43. Contribucion (%) de la bioadsorcion (rojo), bioacumulacién (azul) y biodegradacion
(Scenedesmus sp. verde y C. vulgaris naranja) en la eliminacion del MeP, el PrP y el BuP con
Scenedesmus sp. (a, cy e)y con C. vulgaris (b, d y f). Las barras de error representan la = desviacion
estandar de la media (n=3).
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Taly como se recoge en literatura, cuando hay CDEs presentes en el interior de la
célula, se puede activar un mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo, lo que
lleva a la formacion de ROS en los organulos [266]. De acuerdo con algunos trabajos,
no se observé una formacién excesiva de ROS durante el crecimiento de C. vulgaris
en presencia de 0,8 mg MeP/L durante 7 dias, lo que refuerza la teoria de que los
parabenos no se difunden en las células de esta especie [316]. Por lo tanto, la
biodegradacion fue la principal via de degradacion de los parabenos con C. vulgaris.

Tabla 4 - 24. Contribucién (%) de la bioadsorcidn y la bioacumulacidn en la eliminacién de parabenos
con Scenedesmus sp. en 7 dias. Los errores representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

Bioadsorcion (%)

Tiempo (d) MeP PrP BuP
1 0,43+0,16 0,57+0,20
2 1,09+0,34 1,26+0,87
3 1,71+0,27 1,44+0,46 <0,08% (<LOD)
4 0,45+0,14 0,85+0,29
7 <0,04 (<LOD) 0,64+0,25
Bioacumulacion (%)
Tiempo (d) MeP PrP BuP
0,11-0,04 (LOQ-
1 LOD) <0,005 (<LOD)
2 0,23+0,06 0,15+0,02
3 0,43+0,08 0,20+0,06 <0,08 (<LOD)
4 0,88+0,18 0,35+0,13
7 <0,04 (<LOD) 0,58+0,12

Analizando la contribucién de los diferentes mecanismos de eliminacion de BP se
observé una notable degradacién abidtica (Figura 4 - 44 (a) y (b)). En el caso de
Scenedesmus sp., la degradacidn abidtica representd desde un 22,17% en el dia 1
hasta un 84,37% al dia 7 del total de BP eliminado (Figura 4 - 44 (a)). Con C. vulgaris,
esta contribucion aumenté del 22,08% al 57,20% en el mismo intervalo de tiempo
(Figura 4 - 44 (b)). Estos resultados fueron extraidos de la Figura 4 - 29, donde las
eliminaciones de BP obtenidas en condiciones abidticas (experimentos LO) no
mostraron diferencias significativas con respecto a los experimentos con microalgas
(experimentos LOM), independientemente de la especie utilizada (p>0,05), excepto
para C. vulgaris a 1 y 7 dias, donde la degradacion fue menor en presencia de
microalga.

Por otro lado, en la Figura 4 - 44 (a) se puede observar que en el caso de
Scenedesmus sp. se encontré una menor contribucién del mecanismo de
bioadsorcion para la eliminacién de BP que en el caso de C. vulgaris (Figura 4 - 44 (b)).
Asi, mientras que con Scenedesmus sp. la fraccidn bioadsorbida aumenté en los
primeros 2 dias y luego se mantuvo casi constante hasta el dia 7, con C. vulgaris esta
fraccion mostré una tendencia creciente a lo largo de los 7 dias, alcanzando un 4,4%
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al final (Tabla 4 - 25). Como se observa en la Figura 4 - 44 (a) y (b) y se presenta en |
Tabla 4 - 25, lafraccion bioacumulada fue despreciable para ambas especies. En este
sentido, en presencia de Scenedesmus sp. se obtuvo un valor por debajo de 0,09%
(<LOD) durante los primeros 3 dias, aumentando ligeramente a valores entre el 0,09y
0,32% (valores entre el LOD y el LOQ). En el caso de C. vulgaris, se observd una
tendencia similar, con una concentracion por debajo de 0,12% el primer dia, que
aumentoé hasta 0,53% a dia 7. Tratar de comparar estos resultados con resultados
bibliograficos previos sobre eliminaciéon de BP es complicado debido a la escasez de
estudios sobre este compuesto y su sensibilidad a la degradacion abidtica segun las
condiciones de cultivo. Los compuestos mas parecidos de los que existen resultados
disponibles en la bibliografia son BP-3 y BP-4, para los cuales, Lee et al. (2020)
alcanzaron un 97% de biodegradacién partiendo de 0,5 ppm de BP-3 en 10 dias
empleando S. obliquus, atribuyendo el 3% a la degradacién abidtica[401]. De manera
similar, Huang et al. (2028) encontraron que la adsorcion y absorciéon de BP-4 sobre la
pared de C. vulgaris era despreciable, disminuyendo su concentracion solo por
biodegradacion y alcanzando un 14% de degradacién a partir de una concentracion
inicial de 1 mg BP-4/L en 13 dias [403]. La menor degradacion abiotica observada en
la literatura en comparacion con esta investigacion es atribuible, principalmente, a
diferencias en las condiciones de cultivo. Asi, los cultivos de ambos trabajos se
mantuvieron solo con agitacién, sin aireacién, lo que llevé a la ausencia de ROS
derivados del oxigeno en el medio de cultivo, que promueven la eliminacién de BP.
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Figura 4 - 44. Contribucidn (%) de la degradacion abidtica (amarillo), bioadsorcién (rojo), bioacumulacion
(azul) y biodegradacion (Scenedesmus sp. verde y C. vulgaris naranja) en la eliminacién de BP con
Scenedesmus sp. (a) y con C. vulgaris (b). Las barras de error representan la + desviacion estandar de la
media (n=3).
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Tabla 4 - 25. Contribucién (%) de la bioadsorcion y la bioacumulacién en la eliminacién de BP con
Scenedesmus sp. y C. vulgaris en 7 dias. Los errores representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

% Bioadsorcion % Bioacumulacion
Tiempo Scenedesmus c . Scenedesmus sp. C. vulgaris

(d) sp. vulgaris

1 0,91+0,14 1,43+0,07 <0,12

2 1,39+0,43 2,19+0,81 <0,09(<LOD

( ) 0,12-0,42 (LOD-

3 1,49+0,21 2,75+0,03 LOQ)

4 1,32+0,60 2,82+0,45  0,09-0,32 (LOD-

7 1,28+0,79 4,38+0,11 LOQ) 0,53+0,03

En la Figura 4 - 45 se muestra la contribucion de los diferentes mecanismos de
eliminacién para el BPA. Como se puede observar, el mecanismo de eliminacién
mayoritario para este compuesto empleando Scenedesmus sp. es la biodegradacién
(Figura 4 - 45 (a)), encontrandose una pequefia contribucién de eliminacién de BPA
mediante otras vias (<1%), como se recoge en la Tabla 4 - 26. Con esta especie, se
registraron valores de biodegradacion comprendidos entre el 30,17% y el 81,81%
entre los dias 1y 7 (Figura 4 - 45 (a)). Ademas, no se detectd BPA en el interior de las
células, lo que indica que la fraccidén bioacumulada era despreciable, siendo menos
del 0,06% (<LOD) durante los primeros 2 dias y entre 0,52%y 0,06% (LOQ-LOD) en los
ultimos tres dias.

Con C. vulgaris, tanto la bioadsorcion como la biodegradacién contribuyeron
significativamente a la eliminacion de BPA (Figura 4 - 45 (b)). Ambas vias de
eliminaciéon presentaron una contribucién similar durante los primeros tres dias,
observandose una biodegradacion del 5,17% el dia 1, que aumentd progresivamente
hasta alcanzar el 13,32% el dia 3. A partir del cuarto dia, la biodegradacion se
convirtio en el mecanismo predominante, llegando al 83,93% el séptimo dia. El
porcentaje de bioacumulacién comenzé entre 0,08 y 0,69% (LOD-LOQ), aumentdé
hasta el 0,83% el dia 2, y luego disminuyé nuevamente hasta los valores iniciales el
dia 7 (Tabla 4 - 26).

Al comparar los resultados obtenidos en esta tesis con los reportados en la
literatura, se observan diferencias significativas, destacando en general un mayor
porcentaje de biodegradacion en el presente estudio. Asi, Ben Ouada et al. (2018)
encontraron que la bioacumulacion, la bioadsorcion y la biodegradacion
representaron el 1,30%, 11,60% y 40,00% de la eliminacidn total, respectivamente,
en 5 dias empleando Picocystis, una Chlorophyta alcalifilica, partiendo de una
concentracion inicial de 25 mg BPA/L [417]. Estos autores reportaron valores mas
elevados de bioacumulacién y bioadsorcién en comparacion con los obtenidos en
este trabajo, especificamente un maximo de bioacumulacién de 0,52% con
Scenedesmus sp. y 0,69% con C. vulgaris y menos del 0,06% de bioadsorcién con
Scenedesmus sp, y 5,95% con C. vulgaris. Sin embargo, la biodegradacién fue menor
en su estudio (40,00%), en comparacion con los valores obtenidos en esta tesis, que
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alcanzaron el 81,81% con Scenedesmus sp.y el 83,93% con C. vulgaris Por otro lado
Jietal. (2014) obtuvieron una contribucion de la biodegradacién alrededor del 25,00%
de la eliminaciodn total utilizando C. mexicana y C. vulgaris después de 10 dias con
una concentracion inicial de 1 mg BPA/L [393]. En comparacidn, el porcentaje de
biodegradacion obtenido con C. vulgaris en este estudio fue mas alto, a pesar de
emplear tiempos mas cortos.
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Figura 4 - 45. Contribucidn (%) de la degradacidn abidtica (amarillo), bioadsorcidn (rojo), bioacumulacion
(azul) y biodegradacion (Scenedesmus sp. verde y C. vulgaris naranja) en la eliminacion de BPA con
Scenedesmus sp. (a) y con C. vulgaris (b). Las barras de error representan la + desviacion estandar de la
media (n=3).

Tabla 4 - 26. Contribucion (%) de la bioadsorcidon y la bioacumulacidn en la eliminacién de BPA con
Scenedesmus sp. y C. vulgaris en 7 dias. Los errores representan la + desviacion estédndar de la media

(n=3).
% Bioadsorciéon % Bioacumulacion
Tiempo Scenedesmus . Scenedesmus .
C. vulgaris C. vulgaris
(d) sp. sp.
1 0,62+0,03 4,49+0,42 <0,06 (<LOD) 0,08-0,69
2 0,99+0,48 11,18+1,89 (LOD-LOQ)
0,06-0,52 (LOD-
3 11,09%1,46 0,83%0,02
LOQ) 0,06-0,52 (LOD-

4 6,72+1,56 LOQ) 0,72+0,01
<0,06 (<LOD) 0,08-0,69
7 5,95+0,51 (LOD-LOQ)

Como se puede observar en la Figura 4 - 46 (a) y (b), la degradacion abidtica y la
biodegradacion son las principales vias de eliminaciéon de E. Al comparar
Scenedesmus sp. (Figura4-46 (a))y C. vulgaris (Figura 4 - 46 (b)), se puede comprobar
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ue, en el caso de la primera especie, la biodegradacién de E ocurre principalmente
durante los primeros dias, mientras que con C. vulgaris, se produce al final del
experimento. Como se mencioné previamente, C. vulgaris potencialmente libera
AEOM alfinal de la fase exponencial, lo que favorece la degradacion de E. En términos
cuantitativos, con Scenedesmus sp. la degradacion abiética aumentd del 26,99% (dia
1) al 39,82% (dia 7), mientras que la biodegradacion pasé de 0,00% a 27,17% (Figura
4 -46 (a)), Enelcaso de C. vulgaris, la degradacion abidtica se incrementé del 15,43%
al 42,75% a lo largo de 7 dias y la biodegradacion del 0,00% al 40,27% (Figura 4 - 46
(b)) entre el cuarto y el séptimo dia.
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Figura 4 - 46. Contribucidn (%) de la degradacidn abiética (amarillo), bioadsorcién (rojo), bioacumulacion
(azul) y biodegradacion (Scenedesmus sp. verde y C. vulgaris naranja) en la eliminacidn de E con
Scenedesmus sp. (a) y con C. vulgaris (b). Las barras de error representan la + desviacion estandar de la
media (n=3).

Comparar estos resultados con estudios previos es dificil, ya que E es uno de los
estrogenos menos estudiados en este contexto, y los estudios disponibles son
limitados. Ademas, en muchos de los estudios existentes, este compuesto se estudia
como producto de degradacion del 17B-estradiol. En este sentido, Ruksrithong et al.
(2019) encontraron que la bioadsorcién representaba el 10,0% de la eliminacion total
de E empleando S. obliquus y C. vulgaris, e identificaron la biodegradacién como el
principal mecanismo de eliminacién para ambas especies. La biodegradacién de E
con S. obliquus fue del 77,0%, mientras que con C. vulgaris obtuvieron un 38,0% en 5
dias[261]. Asi, pues, aunque de forma general los resultados obtenidos en la presente
tesis estan de acuerdo con los recogidos en otros trabajos, debe tenerse en cuenta
que dicha comparacion puede no ser precisa, ya que las condiciones experimentales
son muy diferentes en cada caso.
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4.3. Valorizacion de la biomasa algal: digestio
anaerobia

Para evaluar la posibilidad de valorizar energéticamente la biomasa algal tras el
tratamiento de aguas residuales, se realizaron ensayos de digestidon anaerobia para
producir biogas. Para ello, se partié de biomasa recogida durante la fase estacionaria
de Scenedesmus sp.y C. vulgaris, a la cual se aplicé un pretratamiento hidrotérmico
de hidrélisis térmica (HT). Este pretratamiento tuvo como finalidad mejorar la
biodegradabilidad de la biomasa y facilitar el acceso de las bacterias metanogénicas
a las proteinas, lipidos y carbohidratos, y de este modo incrementar la produccién de
biogas. La digestion anaerobia se llevé a cabo en condiciones mesofilicas (37°C)
durante 32 dias, comparando los resultados obtenidos con la biomasa sin pretratary
pretratada, para evaluar la posible mejora aportada por dicho pretratamiento.

4.3.1. Caracterizacion de la biomasa de partida

En la Tabla 4 - 27 se detalla la composicidon bioquimica de la biomasa de partida
empleada para la producciéon de biogds, a la que posteriormente se sometera a un
proceso de HT. Al comparar estas composiciones obtenidas durante la fase
estacionaria con las obtenidas a los 7 dias mostradas anteriormente (Tabla 4 - 16), se
observé un aumento significativo de las proteinas y una disminucion significativa de
los lipidos para Scenedesmus sp. (p<0,05). En el caso de C. vulgaris, se encontro
también un aumento significativo de la cantidad de proteinas y una disminucion
significativa de los carbohidratos (p<0,05).

Tabla 4 - 27. Contenido en carbohidratos, lipidos, proteinas y cenizas de la biomasa inicial de partida
para la produccion de biogas. Los errores representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

Scenedesmus sp. C. vulgaris

Carbohidratos (% p/p) 19,92+1,51 13,59+2,46
Lipidos (% p/p) 9,35+0,63 12,62+1,94
Proteinas (% p/p) 65,48+1,21 69,09+1,46
Cenizas (% p/p) 5,24+0,39 4,70+0,04

En cuanto a la composiciéon elemental, al compararla con la obtenida a los 7 dias
(Tabla 4 - 28 y Tabla 4 - 17, respectivamente), se observa que en Scenedesmus sp.
solo hubo un aumento significativo la cantidad de S (p<0,05). Sin embargo, en C.
vulgaris, se experimentd un incremento significativo en la cantidad de Ny O, y una
disminucion significativa en la cantidad de H (p<0,05).
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Tabla 4 - 28. Composicion elemental de la biomasa inicial de partida para la produccion de biogas.
Los errores representan la * desviacidon estandar de la media (n=3).

Scenedesmus sp. C. vulgaris
%N 7,58+0,29 7,01+0,06
%C 43,11+2,20 48,93+0,46
%H 6,88+0,21 6,93+0,11
%S 0,28+0,03 0,12+0,01
%0 37,14+2,67 32,09+0,43

4.3.2. Pretratamiento: hidroélisis térmica

Como se ha mencionado anteriormente, se aplicé un pretratamiento hidrotérmico
a la biomasa de ambas especies con el objetivo de romper la pared celular, y asi
mejorar la biodegradabilidad de la misma durante la digestidon anaerobia. Para evaluar
la efectividad de la ruptura de la pared celular, se midieron las concentraciones de
DQO, amonio y fosfatos solubles en las muestras de sobrenadante obtenidas antesy
después del proceso de HT, cuyos resultados se presentan en la Tabla 4 - 29.

Tabla 4 - 29. Concentraciones de DQO, amonio y fosfatos para las muestras de sobrenadante previo
y posterior al pretratamiento de HT. Los errores representan la * desviacion estandar de la media (n=3).

Scenedesmus sp C. vulgaris
Co (mg/L) Ce (mg/L) Co (mg/L) Ce (mg/L)
DQO 1587,3+1,6 5031,8+24,7 2709,8+40,9 6002,5+72,2
Amonio 23,0+1,7 43,0+0,5 68,1+0,5 75,1+3,4
Fosfatos 207,7%12,9 469,5+7,5 98,9+2,5 425,4+8,6

Como se puede observar, la DQO soluble experimentd un incremento de
aproximadamente 3,2 veces en Scenedesmus spy de 2,2 veces en C. vulgaris tras la
hidrélisis térmica. Asimismo, el contenido en amonio soluble aumentd
aproximadamente 1,9 veces en Scenedesmus sp. y 1,1 veces en C. vulgaris. Por
ultimo, los fosfatos solubles se incrementaron 2,3 veces en Scenedesmus sp.y 4,3
veces en C. vulgaris, respectivamente. Estos aumentos se atribuyen a la ruptura de la
pared celular, que permite liberar compuestos intracelulares al medio,
incrementando la DQO soluble. Entre estos compuestos se encuentran proteinas y
otros compuestos de nitrégeno, que contribuyen alaumento de los niveles de amonio
soluble, asi como de fosfatos intracelulares. Los resultados de la prueba t para
muestras emparejadas revelaron ademas que los incrementos de estos tres
pardametros eran significativos (p>0,05).

Para apreciar de forma mas clara estas diferencias entre las concentraciones
inicialesy finales, empleando las dos especies de microalgas estudiadas, en la Figura
4 - 47 se representan las concentraciones normalizadas, expresadas como C/C,.
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Figura 4 - 47. Resultados normalizados de DQO, amonio y fosfatos para las muestras de
sobrenadante anterior (verde) y posterior (naranja) al pretratamiento de hidrdlisis térmica. Las barras de
error representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

En la Figura 4 - 47 se puede observar que, para C. vulgaris, el proceso de HT liberd
principalmente fosfatos al medio, aumentando su concentracién en un 330%
respecto a la muestra inicial. Asimismo, la DQO aumenté un 121,5% su
concentraciény, finalmente, la concentracidon de amonio soluble también aumento,
pero en mucha menor medida (10,3%). Por el contrario, en el proceso de HT con
Scenedesmus sp., elincremento de estos parametros siguié una tendencia diferente,
siendo la DQO la que experimentd un mayor aumento (217%), seguida de la
concentracioén de fosfatos (126%), y por ultimo la concentracién de amonio (87%.)

Elaumento observado en la DQO soluble, el amonio y los fosfatos solubles tras el
pretratamiento de HT estd de acuerdo con los resultados recogidos en la literatura.
En este sentido, Alzate et al. (2012) registraron un incremento de 3,1 veces en la
concentracion de amonio tras someter a la biomasa de una mezcla de microalgas
compuesta por un 40% por Chlamydomonas, 20% por Scenedesmus y 40% por
Nannocloropsis a un proceso de HT durante 15 minutos a 140 °Cy 1,2 bar de presion.
Ademas, la DQO soluble, expresada como grado de solubilizacién, aumenté un 16%
respecto al control [418]. Por otro lado, Keymer et al. (2013) encontraron que, al
someter a biomasa de una mezcla de microalgas enriquecida principalmente en
Scenedesmus a un proceso de HT de alta presién durante 30 minutos a 170 °C y 800
kPa, la fraccién de DQO soluble respecto a la DQO total se incrementaba
aproximadamente 10 veces en comparacién con la biomasa sin tratar [419].
Finalmente, Gonzalez-Fernandez et al. (2012) obtuvieron un aumento de la DQO de
2,3 veces, de 4,8 veces para elamonio solubley de 33 veces para los fosfatos solubles
aplicando un tratamiento térmico a 80°C a Scenedesmus sp [420].
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Los resultados obtenidos indican que, con el pretratamiento llevado a cabo sobre
las microalgas estudiadas, se consiguio la liberacién de compuestos intracelulares,
mejorando la disponibilidad de sustratos solubles para las bacterias durante la
digestion anaerobia de las microalgas.

4.3.3. Produccién de biogas

Los resultados de produccidon de metano (BMP) obtenido para la biomasa de
Scenedesmus sp.y C. vulgaris, siny con pretratamiento, se presentan en la Figura 4 -
48. Como se puede observar, tanto para Scenedemus sp. como para C. vulgaris, se
obtuvieron mayores valores de BMP con la biomasa sometida a HT en comparacién
con la biomasa sin pretratar. Este resultado era esperable, ya que, como se habia
comentado previamente, tras un pretratamiento, la pared celular que dificulta la
hidrélisis enzimatica de la biomasa se encuentra deteriorada, mejorando la
digestibilidad de la microalga [421].

BMP (mL CH4/g SV)

T
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (d)

Figura 4 - 48. Produccion de metano acumulado a partir de Scenedesmus sp. pretratada (cuadrado
verde) y sin pretratar (rombo marrén)y C. vulgaris pretratada (circulo naranja) y sin pretratar (triangulo
verde). Se representan la media de las réplicas (n=3) y los intervalos de confianza (95%) para cada caso.

Respecto a Scenedesmus sp., se obtuvo un maximo de BMP a los 32 dias de
280,01 mL CH4/g SV para la biomasa sin pretratar y de 367,72 mL CH./g SV para la
biomasa pretratada, lo que representa un incremento de aproximadamente 1,3
veces. Ademas, los intervalos de confianza de ambos experimentos no se solapaban,
por lo que este incremento fue significativo. Por otro lado, con C. vulgaris, el maximo
a los 32 dias fue de 348,82 mL CH./g SV para la biomasa sin pretatar y de 521,35 mL
CH4/g SV para la biomasa pretratada, lo que supone un aumento de
aproximadamente 1,5 veces. Al igual que con Scenedesmus sp., los intervalos de
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confianza no se solapaban entre las muestras, por lo que el aumento en la cantida
de biogas obtenido fue significativo.

Analizando la Figura 4 - 48 se observé un desfase en la produccion de biogas entre
C. vulgaris y Scenedesmus sp. Tanto para la biomasa sin pretratar (7 dias) como para
la biomasa pretratada (11 dias) Scenedesmus sp. produjo mas metano. Sin embargo,
a partir de ese tiempo, la tendencia se revirtié. Para explicar este resultado se debe
prestar atencion al contenido de carbohidratos, proteinas y lipidos, ya que el tiempo
de degradacion de estos tres compuestos varia, siendo el menor para los
carbohidratos, seguido de las proteinas Yy, finalmente, de los lipidos [422]. Por ello, es
légico que la especie con una cantidad significativamente mayor de carbohidratos
(p>0,05) comenzara a generar mas biogas a tiempo inicial. Por otro lado, el desfase
observado en la produccion de metano fue notablemente mas marcado en elcaso de
las biomasas pretratadas, lo que puede atribuirse a la formaciéon de compuestos
recalcitrantes durante el pretratamiento térmico que inhiben la digestion anaerobia
[418]. Finalmente, es destacable que el empleo del proceso de HT permitié equiparar
la produccion de biogas de Scenedesmus sp. a la de C. vulgaris sin pretratar,
convirtiéndolo en un sustrato mas adecuado para la digestidon anaerobia.

A partir de la composicion elemental fue posible estimar el rendimiento maximo
tedrico de metano (TMP) que se puede obtener con ambas especies de acuerdo con
la ecuacion (25). En la Tabla 4 - 30 se presenta la composicion obtenida para cada
especiey los resultados de TMP.

Tabla 4 - 30. Valores de TMP obtenidos a partir de la composicion elemental de la biomasa.

Composicion T™P
(mL CH./g SV)
Scenedesmus sp. CH1,9200,65No0,15 441,94
C. Vulgaris CH1,7000,49N0,12 525,75

De acuerdo con los resultados obtenidos, se estima que la produccién de metano
deberia ser 1,2 veces superior al emplear C. vulgaris como sustrato en comparacion
con Scenedesmus sp.. Esta diferencia se debe a que una mayor cantidad de lipidos
en la célula conlleva un mayor potencial de metano, ya que los lipidos presentan un
mayor contenido energético, lo que los hace mas atractivos como sustrato para la
digestidon anaerobia en comparacion con los carbohidratos o las proteinas; como lo
demuestra su rendimiento especifico de metano para dichos compuestos: 851 mL
CH,/g SV para las proteinas, 1014 mL CH,/g SV para los lipidos y 415 mL CH,/g SV para
los carbohidratos [422]. Tal como se muestra en la Tabla4 - 27, el contenido en lipidos
en C. vulgaris fue significativamente mayor (p>0,05) que en Scenedesmus sp., lo que
lo convierte en un sustrato mas adecuado para la obtencidn de biogas. Esta tendencia
se confirmd al comparar los resultados experimentales de produccién final de
metano (Figura 4 - 48) con el TMP, observandose una mayor produccién con C.
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ulgaris en todos los casos, particularmente 1,2 veces mas metano que
Scenedesmus sp. sin pretratamiento y 1,4 veces mas tras aplicar el pretratamiento.

En la Tabla 4 - 31 se presenta una comparativa entre los resultados obtenidos en
este estudio y los reportados en la bibliografia. Para Scenedesmus sp. sin
pretratamiento, el valor de BMP alcanzado a los 32 dias fue muy similar al descrito en
estudios previos. Por ejemplo, Frigon et al. (2013) obtuvieron valores de 306,0y 258,0
mL CH,/g SV en 34 dias utilizando las cepas AMDD Nov-2010y PN2, respectivamente
[276]. De forma similar, Fermoso et al. (2016) reportaron una produccién de 332,0 mL
CH4/g SV con S. obliquus [419]. Al comparar el valor de BMP obtenido en el presente
estudio con la biomasa de Scenedesmus sp. pretratada, también se observaron
valores similares a los reportados previamente para experimentos con duracién
parecida [306,419].

Tabla 4 - 31. Comparativa de la BMP experimental final obtenida con estudios previos.

Tiempo BMP (mL CH4/

Especie Pretratamiento (dias) gsv) Referencia
Este
32 280,01 .
Scenedesmus estudio
sp. Sin tratar 34 306,00
34 258,00 [276]
S. obliquus 27 332,00 [423]
Scenedesmus 32 367,72 ESte.
sp T estudio
) 35 ~320,00 [419]
S. obliquus 35 313,00-548,00 [306]
32 348,82 Este
estudio
. . 30 369,00 [284]
C. vulgaris Sin tratar 140 361,00 [337]
49 286,00 [424]
34 361,00 [276]
C. wulgaris 32 521,35 Este
HT estudio
C. pyrenoidosa 10 348,00 [425]
C. sorokiniana 35 298,00-461,00 [306]

Por otro lado, con C. vulgaris sin pretratar se obtuvo una produccién de biogas
comparable a la reportada en la bibliografia. Por ejemplo, Prajapati et al. (2014)
alcanzaron 369,0 mL CH,/ g SV con esta especie en 30 dias [284]. De manera similar,
Sakarika et al. (2019) obtuvieron 361,0 mL CH,/g SV en 140 dias [337], mientras que
Frigon et al. (2013) lograron ese mismo valor en solo 34 dias [276]. Por su parte,
Lakaniemi et al. (2011) reportaron valores ligeramente inferiores, con 286,0 mL CH./g
SV en49dias[424]. En cuanto a la biomasa pretratada, la cantidad de biogas obtenida
fue superior a lareportado en otros trabajos. Por ejemplo, Xiao et al. (2019) obtuvieron
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348,0 mL CHu/g SV tras aplicar un pretratamiento de HT a C. pyrenoidosa [425
Asimismo, Ometto et al. (2014) alcanzaron entre 298,0y 461,0 mL CH./g SV en 35 dias
utilizando C. sorokiniana [306].

Con los datos de produccion de metano final obtenido para cada una de las
especies se pudo estimar la biodegradabilidad que habia sufrido la biomasa en cada
caso, de acuerdo con la ecuacion (26 ) y cuyos resultados se presentan en la Tabla 4
-32.

Tabla 4 - 32. Valores de produccién de metano (BMP) final para Scenedesmus sp. y C. vulgaris cony
sin pretratamiento y % de biodegradabilidad.

Scenedesmus sp C. vulgaris
Sin pretratar Con HT Sin pretratar Con HT

Produccion de metano
(mL CH,/g SV)
Biodegradabilidad (%) 63,36 83,21 66,35 99,16

280,01 367,72 348,82 521,35

Para ambas especies se observd una mayor biodegradabilidad en la biomasa
pretratada en comparacion con la que no fue sometida a pretratamiento. En concreto,
la biodegradabilidad aumentdé 1,3 veces en Scenedesmus sp. y 1,5 veces en C.
vulgaris al comparar las muestras sin pretratar con las pretratadas.

La comparacion de los resultados de biodegradabilidad obtenidos con
Scenedemus sp. y C. vulgaris con los reportados en bibliografia resulta complejo, ya
que la produccion de metano esta fuertemente influenciada por numerosos
parametros operativos. Asi, Saleem et al. (2024) obtuvieron una biodegradabilidad del
88,8% con Scenedesmus sp. sin pretratar y lograron incrementarla hasta el 96,8%
tras aplicar un pretratamiento hidrotermal de 30 minutos a 120°C y hasta 98,7% a
150°C [426]. En el caso de C. vulgaris, Sakarika et al. (2019) alcanzaron una
biodegradabilidad del 91,38% en condiciones mesofilicas tras 140 dias de
experimento [337]. Sin embargo, otros estudios como el de Mendez et al. (2015)
reportaron un valor mucho mas bajo, del 35,9%, trabajando también con C. vulgaris
[427]. Por tanto, aunque sea de forma cualitativa, se puede afirmar que los resultados
obtenidos son acordes a los presentados en trabajos previos con microalgas
similares.

Una vez analizados los resultados de produccidn de biogas se procedio al calculo
de los pardametros cinéticos de la misma con las diferentes microalgas estudiadas.
Para ello, se ajustaron los datos experimentales a un modelo cinético de primer
orden, de acuerdo con la ecuaciéon ( 28 ). Este modelo permite determinar dos
parametros clave: la constante cinética de hidrélisis (kn), suponiendo que la etapa de
hidrélisis es la etapa limitante del proceso [273], y el potencial maximo metanogénico
tedrico (P). Los ajustes obtenidos se representan en la Figura 4 - 49.
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Figura 4 - 49. Modelo de primer orden para Scenedesmus sp. sin pretratar (linea discontinua marrdn)
y pretratada (linea discontinua verde claro) y C. vulgaris sin pretratar (linea discontinua verde oscuro) y
modelo de Gompertz modificado para C. vulgaris pretratada (linea discontinua naranja).

Sin embargo, en el caso de C. vulgaris pretratada, la curva de produccién de
metano no se ajustd a un modelo cinético de primer orden, debido a la presencia de

una fase de retraso inicial. Por este motivo, se optd por aplicar el modelo Gompertz

modificado (ecuacién ( 29 )). A partir de este modelo se obtienen los parametros
caracteristicos: el potencial maximo metanogénico tedrico (P), la tasa maxima de
produccion de metano (Ry,) y la duracién de la fase de retraso (A).

EnlaTabla 4 - 33 serecogen los valores de los parametros cinéticos obtenidos con

ambos modelos. Se observa que el valor de P fue ligeramente inferior al valor

experimental para Scenedesmus sp., tanto en la biomasa pretratada (7,2% menor)

como sin pretratar (6,6% menor).

Tabla 4 - 33. Parametros cinéticos de la produccidn de biogds a partir de Scenedesmus sp. y C.
vulgaris con y sin pretratamiento.

C. C.
. Scenedesmus Scenedesmus . .
Parametros sp. sin HT sp. con HT vulgaris vulgaris
p- sin p- con sin HT con HT
ku (d) 0,18 0,16 0,10 -
P (m;\f)““/ g 259,84 343,45 361,11 518,98
R (ML CH,/g
SV-d) - - - 94,17
A - - - 4,13
R? 0,959 0,975 0,990 0,995
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Para C. vulgaris sin pretratamiento, el valor de P fue levemente superior a
experimental, con una diferencia del 3,4%, mientras que, para la biomasa pretratada,
el valor estimado de P coincidié practicamente con el valor experimental

La fase acuosa previa y posterior a la digestion anaerobia en los experimentos
control y en los experimentos con microalgas con y sin pretratamiento fue
caracterizada con el objetivo de identificar los procesos que tuvieron lugar durante
las distintas etapas del proceso de produccién de metano. Para ello, se cuantificaron
las concentraciones de amonio, fosfato, DQO y NT solubles (Tabla 4 - 34).

Como se observa en la Tabla 4 - 34, el in6culo de partida de los experimentos con
Scenedesmus sp.y con C. vulgaris fue diferente en cuanto al contenido de fosfatos y
DQO, siendo bastante menor en el caso del indculo de esta ultima especie. En todos
los casos, elvalor de los parametros analizados aumenta entre el controly la biomasa
sin pretratar, y aun mas para la biomasa pretratada con HT. Esto se debe a que para
llevar a cabo la digestion anaerobia de la biomasa sin pretratar se adiciona el
sobrenadante procedente directamente del cultivo, mientras que en los
experimentos con biomasa pretratada se adiciona el sobrenadante procedente del
pretratamiento. Este ultimo es mas rico en DQO, fosfatos y amonio que el
sobrenadante del cultivo (Tabla 4 - 34Tabla 4 - 29), lo que favorece la actividad
microbiana, resultando en una mayor produccion de metano, como se ha mostrado
anteriormente (Figura 4 - 48).

El amonio desempefia un papel crucial como regulador del pH y fuente de
nitrégeno, promoviendo el crecimiento microbiano y mejorando la estabilidad del
proceso se digestion anaerobia [428]. Sin embargo, en concentraciones en el rango
de 1500 a 7000 mg/L, el amonio inhibe la producciéon de biogas, afectando
principalmente a la fase de metanogénesis [429]. Como se puede observar en la Tabla
4 - 34, la concentracion inicial de amonio estd lejos de inhibir el proceso de
produccion de metano. Por otro lado, a medida que los productos organicos
nitrogenados presentes en el medio se degradan durante la digestiéon anaerobia, se
produce una elevada concentracion de amonio [430]. Por este motivo, se observo un
aumento entre la concentracién de amonio medida al inicio y tras la digestion
anaerobia (Tabla 4 - 34). Asi, el in6culo empleado con Scenedesmus sp. incrementd
su concentracion de amonio 1,1 veces, mientras que para los experimentos con
biomasa sin pretratar y tratada dicho incremento fue de 1,4 y 1,7 veces,
respectivamente. Asimismo, con C. vulgaris, el inéculo aumenté 1,1 veces también
su concentracion de amonio, y las muestras con biomasa sin pretratary pretratada lo
hicieron 1,7 y 1,8 veces, respectivamente. Pese a este aumento, la concentracion
final de amonio no alcanzo niveles que pudieran inhibir la produccion de biogas.
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Tabla 4 - 34. Contenido en amonio, fosfatos, DQO y nitrégeno total de las muestras iniciales de la
digestion anaerobia. Los errores representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

Amonio Fosfatos DQO N Total

Muestras iniciales (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

Control
Scenedesmus sp.
Scenedesmus sp.

297,6+5,6 123,4+11,0  1298,5+42,4 256,3+16,9

322,8+36,8 145,5+£7,3 2055,2+17,9  295,1+37,1

sin HT

Scenedesmussp. ;505,177 187,2¢12,3  2218,9¢9,0  358,6+11,1
con HT

Control C. vulgaris 269,3%15,1 2,7%0,9 175,9+2,5 333,5%£35,5

C. vulgaris sin HT 316,1+33,6 47,9+0,7 1610,0+72,6 430,3+18,2
C. vulgaris con HT 334,2+32,7 52,921 2214,9+76,0 494,9+19,7
Muestras finales
Control
Scenedesmus sp.
Scenedesmus sp.

323,5%19,9 120,8+7,2 239,3£17,0  405,2+£21,4

450,6+9,6 223,4+24,3 383,7£13,7  667,3%£32,1

sin HT
Scenedesmussp. oo 1,105  250,5¢15,7  384,2¢34,1  704,6+44,4

con HT
Control C. vulgaris  289,8+12,4 5,8+0,2 181,5¢29,1  390,323,0
C.vulgarissinHT  532,3t11,6  40,4+0,3  251,8+24,9  683,1+4,6
C.vulgariscon HT  618,2+19,1 51,0¢0,6  709,2¢130,1 741,1%52,3

En cuanto a los fosfatos, son necesarios tanto para para el mantenimiento de un
pH o6ptimo como para el crecimiento microbiano, ya que son componentes
principales de las moléculas portadoras de energia en las poblaciones bacterianas
(ATP y NADP) [431]. Por este motivo, lo légico habria sido observar una disminucion
de la concentracion de fosfatos durante la digestion anaerobia. Sin embargo, esta
tendencia solo se observo en C. vulgaris sin pretratary pretratada, con disminuciones
del 15,7% y 3,6%, respectivamente. Aunque hay un ligero descenso de la
concentracién de fosfatos también en el inéculo de Scenedesmus sp. las diferencias
no fueron significativas (p>0,05). Sin embargo, este aumento de fosfatos tras la
digestion anaerobia ya fue hallado previamente por Keymer et al. (2013) [419],
quienes sugirieron que probablemente podria estar propiciado por el propio proceso
de solubilizacion de los fosfatos, el cual depende del pH. Estudios previos indican que
la solubilidad de los fosfatos disminuye cuando el pH se encuentra por encima de 8,5
[432]. En la Tabla 4 - 35 se muestran los valores de pH iniciales y finales de los
experimentos de control, asi como de los experimentos con microalga sin pretratary
pretratada. De acuerdo con estos valores de pH, la disminucion de la solubilidad de
los fosfatos podria estar ocurriendo con Scenedesmus sp., ya que los pH iniciales y
finales se encuentran muy cercanos a 8,5.
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Tabla 4 - 35. Valores de pH para las muestras al inicio y al final de la digestion anaerobia. Los errore.
representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

Scenedesmus sp. C. vulgaris
Control Sin HT Con HT Control Sin HT ConHT

in?(l:-':al 8,30+0,03 8,34+0,11 8,28+0,01 7,45+0,11 7,31+0,03 7,39%0,02
fi':':l 8,33+0,03 8,29+0,03 8,24+0,04 8,08+0,11 7,95+0,05 7,77+0,02

La concentracion mas elevada de NT tanto al inicio como al final del proceso de
digestion anaerobia se dio en las muestras que habian sido pretratadas (Tabla 4 - 34).
Este hecho se basa en la mayor accesibilidad al nitrégeno que ofrece la biomasa
cuando se encuentra rota. Ademas, las muestras con biomasa sin pretratar también
presentaron una concentracion de nitrogeno total mas elevada respecto delindculo,
particularmente de 1,2 y 1,6 veces para Scenedesmus sp. inicial y final,
respectivamente, y de 1,3y 1,8 veces para C. vulgaris inicial y final, respectivamente.

La DQO es un parametro indicativo de la cantidad de materia organica
biodegradable presente, que a su vez actiua como fuente de energia para los
microorganismos generadores de biogas. Por lo tanto, se espera que cuanto mayor
sea la DQO al inicio del experimento, mayor sera la cantidad de biogas obtenida.
Como se observaenlaTabla4- 34, Scenedesmus sp.y C. vulgaris con pretratamiento
presentaron las mayores concentraciones de DQO, siendo muy similares; sin
embargo, C. vulgaris generd 1,4 veces mas biogas que Scenedesmus sp. a los 32 dias
(Figura 4 - 48). Esto puede deberse a la relacion DQO:N:P que presentaban. La
relacion 6ptima DQO:N:P suele estar en torno a 300:5:1 [433], aunque se han
reportado muchas otras. La relacion DQO:N:P obtenida experimentalmente fue de
11,9:1,9:1 para Scenedesmus sp. con pretratamiento y de 41,9:9,4:1 para C. vulgaris
con pretratamiento. En ambos casos, estas relaciones se encontraban bastante lejos
del 6ptimo; sin embargo, C. vulgaris presentd una mayor relacion respecto a la DQO,
lo que probablemente gener6 una mayor cantidad de biogas.
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4.4. Evaluacion de un sistema basado en microalgas
como tratamiento terciario

Tras los prometedores resultados obtenidos con el empleo de un sistema basado
en microalgas como tratamiento biolégico, se evalué también la posibilidad de su uso
como tratamiento terciario. Para ello, se selecciond la especie que mejor se adaptd a
crecer en agua residual real (ARR) procedente de la salida del clarificador secundario
y se llevaron a cabo experimentos de degradacién de CDEs (afiadidos a dicho ARR)
durante 7 dias a mayor escala.

4.4.1. Caracterizacion del agua residual

En primer lugar, se caracterizé el ARR en términos de contenido de nitrégeno total
(NT), amonio, nitratos, fosfatos y pH, cuyos resultados se presentan en la Tabla 4 - 36.
Se observé que el NT estaba compuesto principalmente por nitratos, representando
el 56,9% del total. En contraste, el amonio y los nitritos constituian solo el 18,8% y el
6,3% del NT, respectivamente, sugiriendo que el 18% restante correspondia a
nitrégeno organico.

Tabla 4 - 36. Caracterizacion del agua residual procedente de la decantacién secundaria. Los errores
representan la + desviacién estdandar de la media (n=3).

Parametro Valor
Nitrégeno total (mg N/L) 10,2+0,3
Amonio (mg NH;-N/L) 1,9+0,5
Nitratos (mg NO;-N/L) 5,8+0,5
Nitritos (mg NO>-N/L) 0,6%0,1
Fosfatos (mg PO,*/L) 1,1+0,6
DQO (mg DQO/L) 35,1+3,9

N:P 9,7:1
pH 6,8+0,3

La composicidon obtenida fue muy similar a la reportada en la bibliografia para
efluentes de tratamiento secundario de diversas EDAR. Por ejemplo, Zhou et al. (2022)
encontraron concentraciones de NT entre 4,2 y 10,1 mg N/L, concentraciones de
amonio entre 0,03 y 2,85 mg N/L, concentraciones de fésforo total (PT) entre 0,04 y
0,55 mg P/L y concentraciones de DQO entre 9,0 y 47,0 mg/L al caracterizar once
efluentes de tratamientos secundarios procedentes de diferentes EDAR de China
[434]. Ademas, otros autores han encontrado concentraciones de NT entre 6,0y 13,6
mg N/L, de amonio entre 2,0y 12,7 mg N/L y de nitratos entre 0,0 y 5,4 mg N/L para
efluentes secundarios de tres plantas diferentes de Massachusetts [435]. Por otro
lado, el pH obtenido también se encontraba dentro delrango habitual, que suele estar
entre 6,3y 8,5[436,437].
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4.4.2. Seleccion de la especie de microalga

Un paso crucial para la correcta eliminacién de los CDEs fue determinar si las dos
especies de microalgas estudiadas podian crecer en un ARR procedente de la salida
de la decantacion secundaria que, como se mostraba en la Tabla 4 - 36, contenia
pocos nutrientes. En la Figura 4 - 50 se presentan los resultados de crecimiento para
C. vulgaris y Scenedesmus sp. crecidas en 500 mL de volumen. Para el caso de C.
vulgaris, solo se presentan resultados hasta el dia 7 debido a que en ese tiempo esta
especie estaba en fase de muerte y precipitada en el fondo del cultivo, taly como se
muestra en la Figura 4 - 51, por lo que se tuvo que detener antes de tiempo,
alcanzando una concentracién maxima de biomasa de 0,25 g/L a los 6 dias. De esta
forma, quedé demostrado que C. vulgaris no es apta para su crecimiento en el ARR
empleada. Sin embargo, Scenedesmus sp. mostré una mejor adaptacion,
alcanzando una concentracion de biomasa de 0,74 g/L a 15 dias y, en general, un
crecimiento claramente superior a C. vulgaris. De acuerdo con los resultados
obtenidos con una prueba t, el crecimiento de Scenedesmus sp. fue
significativamente mayor que el de C. vulgaris con estas condiciones de cultivo
(p<0,05), exceptuando el primer dia.
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Figura 4 - 50. Curvas de crecimiento durante 15 dias para Scenedesmus sp (circulo abierto verde) y
durante 7 dias para C. vulgaris (cuadrado abierto naranja) Las barras de error representan la = desviacion
estandar de la media (n=3).
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Figura 4 - 51. Cultivo de C. vulgaris tras 7 dias en ARR.

El bajo crecimiento obtenido con C. vulgaris esta relacionado con la forma en la
que esta presente el nitrégeno en el agua residual. Como se comentoé previamente en
la seccién 4.2.1, esta especie tiene preferencia por el amonio como fuente de
nitrégeno; sin embargo, en el agua residual el nitrégeno se encontraba principalmente
en forma de nitratos, fuente de nitrégeno preferida por Scenedesmus sp., lo que hace
que esta agua residual sea un medio mucho mas adecuado para el crecimiento de
esta especie en comparacion con el ARS. En este sentido, Arbib et al. (2013)
demostraron que la relacién N:P 6ptima para alcanzar la maxima productividad de
biomasa para Scenedemus obliquus cultivada en discontinuo esta entre 9y 13 [438].
La relacion N:P que se obtuvo para el agua residual objeto de estudio (Tabla 4 - 36) se
encuentra entre dicho rango, lo es otro factor que probablemente favorece el mayor
crecimiento de Scenedesmus sp. en este medio.

En cuanto a la eliminacion de nutrientes durante ese periodo, la Figura 4 - 52 (a)
muestra que Scenedesmus sp. elimind todo el contenido de fosfatos del agua
residual en 3 dias y el de nitratos en 7 dias. Sin embargo, aunque a partir de los 7 dias
la cantidad de nutrientes era muy baja, la cantidad de biomasa de Scenedesmus sp.
continué aumentando a un ritmo de produccién aproximado de 0,035 g/L-d durante
los ultimos 8 dias. Probablemente, una vez consumidos todos los nitratos,
Scenedesmus sp. comenzé a utilizar otras fuentes de nitrégeno presentes en el agua
residual, como el amonio, lo que ralentizé su crecimiento, ya la produccién durante
los primeros 7 dias fue de 0,046 g/L-d (superior a los 0,035 g/L-d de los ultimos 8 dias).
Respecto al fésforo, los efluentes secundarios suelen contener ortofosfatos, fosforo
organico disuelto, fésforo unido a metales y fésforo orgdnico particulado. La
proporcion tipica respecto al PT suele ser 75,4% ortofosfatos, 16,4% fésforo organico
disuelto, 4,1% fosforo enlazado a metales y 4,1% fésforo organico particulado, siendo
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predominantemente fésforo disuelto [434]. De este modo, aunque Scenedesmus sp
agotara todos los ortofosfatos presentes en el agua residual, es posible que estuviera
obteniendo P también de otras fuentes presentes en el medio.
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Figura 4 - 52. Eliminacidn de fosfatos (triangulo marrén abierto) y nitratos (hexagono verde abierto) por
Scenedesmus sp. (a) y C. vulgaris (b). Las barras de error representan la * desviacion estandar de la
media (n=3).

La Figura 4 - 52 (b) muestra que C. vulgaris elimind completamente los fosfatos del
medio en tan solo 3 dias; sin embargo, solo elimind el 87% de los nitratos en 7 dias.
La eliminaciéon incompleta de los nitratos a 7 dias se relaciona con la baja densidad
algal obtenida con esta especie. Ademas, la concentracion de nitratos permanece
casi constante desde el tercer dia hasta el séptimo, periodo en el que C. vulgaris
alcanzé la fase de muerte. Estos resultados destacan la importancia de seleccionar
la especie de microalga mdas adecuada para la composicion especifica del agua
residual que se desea tratar, ya que no se puede afirmar que una especie sea
adecuada para cualquier uso.

Con base en lo anteriormente expuesto, se empleara la especie Scenedesmus sp.
para evaluar su potencial en la eliminaciéon de CDEs como tratamiento terciario.

4.4.3. Crecimiento de Scenedesmus sp. en ARR

La Figura 4 - 53 (a) presenta las curvas de crecimiento de Scenedesmus sp.
durante 7 dias en un volumen de ARR de 5 L, en presencia y ausencia de CDEs. Los
experimentos se llevaron a cabo en condiciones LOM (en presencia de luz, aireacion
y microalga). Como se puede observar, Scenedesmus sp. alcanzo6 una densidad algal
de 0,28 g/L a los 7 dias en presencia de CDEs y de 0,18 g/L en ausencia de
contaminantes. Cabe destacar que no se encontraron diferencias significativas
(p>0,05) en el crecimiento de esta especie durante los 4 primeros dias, tanto en
ausencia como en presencia de CDEs. Sin embargo, a dia 7, Scenedesmus sp.
alcanzé una densidad significativamente mayor en presencia de CDEs (p<0,05). En la
seccion 4.2.1 ya se menciono que la presencia de determinadas concentraciones de
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DEs no afecta al crecimiento de las microalgas e incluso podria mejorarlo. Por
ejemplo, Pazmino-Sosa et al. (2024) encontraron que concentraciones por debajo de
0,3 mg/L de 17a-etinilestradiol no afectaban al crecimiento de S. obliquus [334], y
Kozlova et al. (2019) encontraron que concentraciones entre 5y 50 ng/L de 17p3-
estradiol incrementaban la densidad celular de S. quadricauda en comparacion al
control sin contaminante [439].
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Figura 4 - 53. (a) Curvas de crecimiento durante 7 dias para Scenedesmus sp en presencia (dopado -
circulo sélido verde) y ausencia (control — circulo abierto verde) de CDEs en ARR. (b) Curvas de pH
durante 7 dias para el control (circulo abierto linea discontinua verde) y la muestra dopada (circulo sélido
linea discontinua verde) de Scenedesmus sp.. Las barras de error representan la = desviacion estandar de
la media (n=3).

En cuanto a la variacién del pH durante el experimento (Figura 4 - 53 (b)), se
observé un ligero aumento durante el primer dia tanto en ausencia como en presencia
de CDEs, manteniéndose practicamente constante hasta el final del experimento.
Este incremento del pH se debe a la liberacion de OH™ al medio cuando la fuente de
nitrégeno son los nitratos [365]. Sin embargo, en presencia de CDEs, el medio sufrié
una ligera acidificacion entre los dias 2 y 3, para luego volver a aumentar hasta el dia
7. No se encontraron diferencias significativas en el pH entre las condiciones cony
sin CDEs (p>0,05), excepto en los dias 3y 4, donde se observo esa ligera acidificacion
en presencia de contaminantes. El intervalo de pH éptimo para Scenedesmus sp. se
encuentra entre 6,5 y 8,5 [366], valor que se superd tanto en el control como en
presenciade CDEs desde el dia 1, por lo que no se trabajoé en las condiciones 6ptimas
de pH para favorecer el crecimiento de Scenedesmus sp. Sin embargo, aunque pH
altos alteran la adsorcién de metales traza y nutrientes por parte de la microalga, es
preferible tener un medio alcalino para su cultivo. Estudios previos con Scenedesmus
sp. demuestran que a pH 9 se obtuvo la segunda mayor densidad algal, solo por
debajo de pH 8, al estudiar el efecto del pH en esta especie en unintervaloentre 7y 9
[368].

Finalmente, la biomasa de Scenedesmus sp. cosechada a los 7 dias en ausencia
(control) y presencia de contaminantes se caracterizé estimando su composicion
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bioquimicay elemental. En la Tabla 4 - 37 se muestran los resultados obtenidos de |
composicion bioquimica. Los porcentajes de carbohidratos, proteinas y lipidos se
encuentran dentro del rango habitual para esta especie [372,373,440]. La biomasa
crecida en presencia de contaminantes presentd un contenido significativamente
menor de carbohidratos y mayor de lipidos (p<0,05) respecto del control. ELaumento
de lipidos en presencia de CDEs ya habia sido recogido previamente en la bibliografia.
Asi, Mohy El-Din (2020) encontr6 que el contenido de lipidos se incremento
aproximadamente entre 1,4y 1,5 veces cuando N. salina creci6 bajo condiciones de
estrés por la presencia de nonilfenol y BPA, respectivamente [441]. Ademas, Li et al.
(2020) observaron una disminucién en el contenido de carbohidratos a medida que
aumentaba la concentracion de 17B-estradiol en un cultivo de S. dimorphus [256].
Tabla 4 - 37. Contenido en carbohidratos, lipidos, proteinas y cenizas para Scenedesmus sp. crecida

en ARR en ausencia (control) y presencia (dopada) de CDEs. Los errores representan la + desviacion
estandar de la media (n=3).

Control Dopada
Carbohidratos (% p/p) 24,41+1,82 18,29+1,82
Lipidos (% p/p) 9,72+0,26 13,57+0,14
Proteinas (% p/p) 61,03+0,89 63,56+1,79
Cenizas (% p/p) 5,37+0,18 4,57+0,04

La composicion elemental de la biomasa de Scenedesmus sp. cultivada en ARR
sin contaminantes (control) y con contaminantes (dopada) durante 7 dias se presenta
en la Tabla 4 - 38. Como puede observarse, el contenido de N aumenté
significativamente (p<0,05) entre las muestras con contaminantes y el control, en
favor de una disminucién significativa (p<0,05) del contenido de O. El resto de los
porcentajes no se vio afectado por la presencia de CDEs.

Tabla 4 - 38. Composicion elemental de la biomasa de Scenedesmus sp. crecida en ARR en
ausencia (control) y presencia (dopada) de CDEs. Los errores representan la = desviacion estandar de la

media (n=3).
Control Dopada
%N 8,65+0,05 5,58+0,09
%C 50,39+0,29 49,08+0,93
%H 6,80+0,05 6,75+0,09
%S 0,16+0,03 0,16+0,03
%0 29,00+0,74 33,43+0,33

4.4.4. Eliminacién de nutrientesy CDEs

La Figura 4 - 54 presenta los resultados obtenidos en la eliminacién de nitratos y
fosfatos para Scenedesmus sp. tanto en ausencia como en presencia de CDEs. Se
observé una eliminacion completa de fosfatos en 7 dias en todos los casos, y una
eliminacién del 67% y del 88% de nitratos para el control y en presencia de
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ontaminantes, respectivamente. En particular, la eliminacion de fosfatos fue mas
rapida en el control, alcanzandose el 100% de eliminacién en tan solo 2 dias; sin
embargo, en presencia de contaminantes, la eliminacion total de fosfatos se obtuvo
al tercer dia. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en la
eliminacién de nitratos en ausencia y en presencia de CDEs, excepto para el dia 4
(p<0,05), donde la microalga consumié mas nitratos en presencia de CDEs. Este
aumento en el consumo de nitratos coincidié con el aumento en el crecimiento que
experimento la microalga durante los ultimos dias (Figura 4 - 53 (a)). EL hecho de que
Scenedesmus sp. sea capaz de eliminar todo el contenido en fosfatos del medio sin
eliminar el 100% de los nitratos presentes esta en consonancia con estudios previos.
En este sentido, Habibi et al. (2019) estudiaron la eliminacién de nitratos y fosfatos
con Scenedesmus sp. crecida en agua residual de matadero, partiendo de una
concentracion de nitratos de 100 mg/Ly de fosfatos de 10 mg/L, obteniendo un 100%
de eliminacién de los fosfatos en 9 dias y un 38% de eliminacién de nitratos en 11 dias
[442]. Ademas, también se ha encontrado que Scenedesmus sp logré una
eliminacién del 100% del fésforo total presente en un lixiviado de vertedero nitrificado
en 14 dias, mientras que solo elimind el 66,34% del nitr6geno total, que estaba
compuesto por nitratos [443].

Tiempo (dias)

Figura 4 - 54. Eliminacién de fosfatos (control - triangulo marrdn abierto y ARR dopada - triangulo
marrén cerrado) y nitratos (control — hexagono verde abierto y ARR dopada-hexagono verde cerrado) por
Scenedesmus sp.. Las barras de error representan la + desviacion estandar de la media (n=3).

En la Figura 4 - 55 se muestran los resultados de eliminacion de DQO con
Scenedesmus sp. en ausencia (control) y en presencia de CDEs. El control de
Scenedesmus sp. fue capaz de alcanzar una eliminacion del 83 % de DQO en 7 dias.
Sin embargo, cuando estuvieron presentes los CDEs, la microalga solo logro eliminar
aproximadamente el 20% de la DQO en ese tiempo. La elevada eliminacién obtenida
en el control es coherente con lo reportado en estudios previos [385,444]. Por el
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contrario, la eliminacién alcanzada en presencia de CDEs se encuentra por debajo d
los valores publicados en la bibliografia.
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Figura 4 - 55. Eliminacién de DQO (control - tridngulo invertido morado abierto y ARR dopada -
triangulo invertido morado cerrado) por Scenedesmus sp.. Las barras de error representan la + desviacion
estandar de la media (n=3).

Finalmente, una vez analizado el consumo de nutrientes, se ajusto el crecimiento
de Scenedesmus sp. en ausencia (control) y en presencia de CDEs al modelo cinético
de Monod, empleando como sustrato la concentracion de nitratos. Los parametros
cinéticos obtenidos a partir de este ajuste se recogen en la Tabla 4 - 39.

Tabla 4 - 39. Parametros cinéticos de Monod para Scenedesmus sp. cultivada en ARR y en ausencia
(control) y presencia de CDEs.

Especie Hmax (d™) (R?) Ks (mg/L) (R%)
Scenedesmus sp. control 0,11 (0,971) 4,91 (0,986)
Scenedesmus sp. dopada 0,26 (0,974) 2,03 (0,995)

En este caso, se obtuvo un valor de pma.x mas elevado en presencia de CDEs, lo que
concuerda con lo observado previamente en la Figura 4 - 53 (a), donde se registré un
mayor crecimiento algal bajo estas condiciones. Ademas, el valor mas bajo de K en
presencia de CDEs (2,03 mg/L frente a 4,91 mg/L en el control) indica una mayor
afinidad por los nitratos en estas condiciones. Este comportamiento también se
evidencid en la Figura 4 - 54, en la que se mostrdé una mayor eliminacién de nitratos
por parte de Scenedesmus sp. en presencia de CDEs. Cabe destacar que, a diferencia
del cultivo previo. en ARS, donde la fuente de nitrégeno era amonio, en este caso
donde cultivo de Scenedesmus sp. se realizé en ARR, con nitratos como fuente de
nitrégeno, los valores obtenidos de pmax S€ encuentran dentro del rango reportado en
estudios previos para esta especie (entre 0,14 y 0,62 d"). No obstante, el valor de K;
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ue ligeramente inferior al mencionado en la bibliografia, que sitla este parametro
entre 4,5y 13,3 mg/L [388].

Serealizé un analisis del efecto de la luz, el oxigeno y la presencia de microalga en
la eliminacién de cada uno de los CDEs en ARR durante un periodo de 7 dias, cuyos
resultados se muestran en la Figura 4 - 56 (a)-(f).

Como se muestra en la Figura 4 - 56 (a), el MeP experimentd degradacion abidtica
(experimentos LO), alcanzando entre los dias 1y 4 una eliminacion aproximada del
30-37%, para luego aumentar nuevamente su concentracion a dia 7. Este fendmeno
coincidié con la degradacién abidtica del PrP y el BuP (Figura 4 - 56 (b) y (c),
respectivamente) que comenzod a partir del dia 4, alcanzando eliminaciones finales
del 44% para el primero 'y del 60% para el segundo. Estudios previos sugieren que, en
determinadas condiciones, los parabenos de cadena larga, como el EtP, el PrP o el
BuP, pueden sufrir una biotransformacién a MeP, resultando en su eliminacion por esa
via [445]. Es probable que, por este motivo, a partir del dia 4, cuando comenzd la
degradacion abiodtica del PrP y el BuP, se observase un aumento en la concentracién
de MeP. Por otro lado, la presencia de Scenedesmus sp. mejoré la eliminacion de los
parabenos, alcanzandose un 100% de degradacion en los tres compuestos a los 7
dias. Mientras que la eliminacién de PrP y BuP (Figura 4 - 56 (b) y (c), respectivamente)
se produjo desde el inicio del experimento de manera mas rapida, alcanzando la
eliminaciéon completa aproximadamente en 3 dias; no fue hasta ese momento
cuando el MeP comenzé a degradarse también, logrando la eliminacion completa a
dia 7. Esto refuerza la teoria de que el PrP y el BuP se degradaron hacia MeP, que
mantuvo su concentracion constante durante los primeros 3 dias, para luego
degradarse completamente una vez que no quedaba ni PrP ni BuP. Al comparar estos
resultados con los obtenidos anteriormente utilizando ARS a escala de laboratorio, se
observo también una completa degradacion de los tres parabenos en presencia de
Scenedesmus sp. en 7 dias. Sin embargo, la degradacién fue significativamente mas
rapida en el experimento con ARS (Figura 4 - 28). La degradacién completa de estos
parabenos en presencia de microalgas ya ha sido reportada en la bibliografia, aunque
con concentraciones iniciales menores en comparacion con este estudio. Como se
mostré anteriormente en la Tabla 4 - 20, Zhou et al. (2014) lograron una eliminacién
del 100% de MePy PrP utilizando S. obliquus en 7 dias, con concentraciones iniciales
de 47,4 ng MeP/L y 3,8 ng PrP/L [390]. Ademas, Song et al. (2017) consiguieron
eliminaciones completas de MeP, PrP y BuP en 8 dias empleando perifiton,
compuesto principalmente por Chlorophyta, partiendo de una concentracion inicial
de 10 pg/L de cada parabeno [400]. En cuanto a la baja degradacion abidtica obtenida
con MeP, Vale et al. (2022) report6 una degradacion abiética de aproximadamente el
10% de MeP en 7 dias, partiendo de una concentracion inicial de 0,8 mg MeP/L [316].



RESULTADOS Y DISCUSION

En cuanto ala eliminacion de BP, no se observé degradacién abidtica (Figura4-5
(d)). Este resultado es muy diferente al mostrado en la seccién 4.2.2.2. (empleando
ARS y un volumen menor), donde la degradacion abidtica era la via principal de
eliminacioén de este compuesto. Esto puede deberse a las diferentes condiciones de
aireacion a las que se someti6 a los experimentos realizados con ARR en los que se
empled un mayor volumen de agua para el cultivo. Concretamente estos
experimentos se llevaron a cabo con una aireacion de 0,7 mL O,/min por mL de
cultivo, frente a los 12,15 mL O./min de los experimentos a escala de laboratorio. Tal
y como se explicé anteriormente, la degradacién abidtica del BP fue atribuida a la
presencia de ROS en el medio. Asi, la menor aireacion empleada en los experimentos
con ARR pudo provocar que la menor concentracion de oxigeno en el medio
provocase una disminucion de la cantidad de ROS presentes capaces de oxidar la BP,
no produciéndose su degradacion abidtica. Sin embargo, la presencia de
Scenedesmus sp. simejoro la eliminacion de BP, alcanzandose una degradacion final
a dia 7 del 56%. Como se comento previamente, los estudios de degradacién de BP
con microalgas son escasos y se centran principalmente en benzofenonas
sustituidas, lo que dificulta la comparacion de los resultados obtenidos. Por ejemplo,
con S. obliquus se logré una degradacién entre el 23,3 y el 28,5% con
concentraciones iniciales de BP-3 entre 0,1 y 3 mg BP-3/L en 10 dias, partiendo de
unadensidad algalde 0,014 g/L, lo que puede explicar la menor degradacién obtenida
respecto al presente estudio [401]. Resultados mas similares a los obtenidos en este
estudio fueron los de Mao et al. (2017), quienes lograron una degradaciéon de
aproximadamente el 50% en 10 dias utilizando Chlamydomonas reinhardtii con una
concentracion inicial de 1 ppm de BP-3 [402]. Lee et al. (2020) también encontraron
una baja degradacion abidtica de BP-3, que representaba unicamente entre el 3,12y
el 8,64% de la eliminacidn total, lo que coincide con la baja degradacién abidtica
obtenida en el presente estudio [401].

ELBPA no sufrié degradacién abidtica significativa, alcanzando una eliminacién de
aproximadamente el 13% a los 7 dias (Figura 4 - 56 (e)), un valor muy similar al
obtenido en los experimentos con ARS a escala de laboratorio (Figura 4 - 31). Sin
embargo, al incorporar Scenedesmus sp. en el medio, la eliminacién de BPA fue
completa a los 7 dias, siendo mas rapida a partir del segundo dia. Comparando con
los experimentos del sistema como tratamiento biolégico (Figura 4 - 31), la
eliminacién de BPA con microalgas a los 7 dias fue mas elevada (100%). Estos
resultados estan alineados con la literatura previa, ya que, por ejemplo, con S.
obliquus se ha llegado a obtener una eliminacién del 99% de BPA en 7 dias, partiendo
de una concentracion inicial aproximada de 20 ppb [390]. Ademas, Ouada et al.
(2018) alcanzaron eliminaciones del 72% en 5 dias usando otra Chlorophyta, la
Picocystis sp., partiendo de una concentracién de 25 mg BPA/L. De esa eliminacién
total, el 19,23% se correspondid con eliminacién abidtica, porcentaje similar al
obtenido en el presente estudio [417].
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Figura 4 - 56. Eliminacidn de MeP (a), PrP (b), BuP (c), BP (d), BPA (e) y E (f): experimentos LO (triangulo
rojo) y experimentos LOM con Scenedesmus sp. (circulo verde). Los experimentos se llevaron a cabo
durante 7 dias. Las barras de error representan la = desviacidon estandar de la media (n=3).

Finalmente, como se muestra en la Figura 4 - 56, la degradacion abidtica para E es
despreciable (14% a dia 7). De acuerdo con los resultados expuestos en la seccién
4.2.2.2, la degradacion abidtica de la E estaba favorecida en caso de que BP se
estuviese degradando también. Como se ha comentado anteriormente, no se obtuvo
degradacion abidtica de BP, por lo que es légico que tampoco se haya observado este
fendmeno en E. Por el contrario, si Scenedesmus sp. estaba presente en el medio, se
alcanzaba una total eliminacién de este contaminante en 4 dias. Si se comparan
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estos resultados con los resultados mostrados para este contaminante con ARS, s
obtuvo una mayor eliminacion cuando se emplea ARR (100%, frente al 70% obtenido
anteriormente) y exclusivamente debido a la presencia de la microalga. Estos
elevados porcentajes de eliminacidon también han sido encontrados por otros
autores, como Ruksrithong et al. (2019) los cuales obtuvieron que S. obliquus es
capaz de eliminar el 91% de E en 16 dias cuando la concentracién inicial era de 5 pg
E/L [261]. Ademas, Wang et al. (2019) alcanzaron eliminaciones del 97% con S.
quadricauda en 40 dias, partiendo de una concentracion inicial de 5 ppm de E [398].
Finalmente, Sami et al. (2023) observaron que la degradacion abidtica debida al
efecto de parametros fisicos, tales como la temperatura o el pH, fue despreciable en
la degradacidn de estrona, partiendo de una concentracion de 20 ppm de E durante 6
dias [446].

En general, como puede observarse en la Figura 4 - 56 (a)-(f), la degradacién de
estos CDEs, cuando se emplea el presente método basado en microalgas como
tratamiento terciario, se debe a la presencia de Scenedesmus sp., apreciandose
Unicamente degradacion abidtica en el caso del PrP y el BuP. De este modo, los
resultados obtenidos muestran el potencial de esta especie para ser empleada en un
tratamiento terciario para la eliminacién de CDEs.

A partir de las curvas de eliminacion mostradas anteriormente, se estimaron las
constantes cinéticas de degradacion de cada uno de los CDEs suponiendo una
cinética de pseudo-primer orden. Ademas, se calcularon los tiempos de vida medios
de cada uno de los compuestos estudiados. Todos estos calculos se realizaron para
los experimentos en presencia de microalga, ya que, como se indicé anteriormente,
la eliminacion abidtica puede considerarse despreciable.

En la Tabla 4 - 40 se presentan los resultados de las constantes cinéticas y los
tiempos de vida medios para cada uno de los CDEs en presencia de Scenedesmus
sp. Entre los parabenos, el PrP fue el que presenté la constante cinética mas alta,
alcanzando su eliminacién completa en solo 3 dias. En consecuencia, también
presenté el tiempo medio de vida méas bajo. En contraste, para MeP se obtuvo la
constante cinética mas bajay el tiempo de vida medio mas alto entre los parabenos,
de 121,6 h. Por otro lado, el BuP se encontraba entre estos dos extremos, con un
tiempo de vida medio de 27,5 h.

En cuanto a la BP, fue el compuesto la constante cinética mas baja, lo que se
tradujo en el tiempo de vida medio mas alto. Esto indica que fue el compuesto mas
dificil de eliminar bajo las condiciones estudiadas. Por otro lado, el BPA y la E
mostraron constantes cinéticas y tiempos de vida medio muy similares, reflejando
patrones de eliminacién muy parecidos, como se observa en la Figura 4 - 56.
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Tabla 4 - 40. Constantes de degradacion (k) y tiempos de vida medios (ti2) estimados para la
biodegradacion de CDEs empleando una cinética de pseudo-primer orden.

kiom (h™) (R?) t1/2 LOM (h)
MeP 5,7-10%(0,817) 121,6
PrP 5,4-102(0,875) 12,8
BuP 2,5-102(0,982) 27,5
BP 4,8-10°(0,969) 144,4
BPA 1,610 (0,850) 43,6
E 1,4-102(0,821) 50,2

Al igual que se hizo para los experimentos descritos en la seccion 4.2.2.2, para
evaluar la degradacion de los CDEs en ARR se recogieron diariamente muestras de
los experimentos abidticos (experimentos LO, en presencia de luzy aireacion) y de los
experimentos con Scenedesmus sp. (experimentos LOM), para ser posteriormente
analizadas por HPLC.

En la Figura 4 - 57 se presentan los cromatogramas obtenidos al trabajar con el
método 1 (isocratico). Como se puede observar, solo se encontraron picos
adicionales en los experimentos de degradacién abiética a 210 nm (Figura 4 - 57 (b)),
que se corresponden con los productos A y B, cuyos tiempos de retencion fueron de
aproximadamente 3,1 y 5,4 minutos, respectivamente. Por otro lado, en los
experimentos con Scenedesmus sp. aparecioé a 254 nm otro pico con un tiempo de
retencion de 2,8 minutos (Figura 4 - 57 (c)), producto C, y otro a 210 nm (Figura 4 - 57
(d)), producto D, cuyo tiempo de retencién es muy similar al del producto B, pero sus
espectros UV-visible no eran iguales.
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Figura 4 - 57. Cromatogramas para el método 1 isocratico de los experimentos LO a (a) 254 nm y (b) 210
nmy LOM con Scenedesmus sp. a (c) 254 nm y (d) 210 nm para los dias 0 (azul), 1 (rojo), 2 (verde), 3
(naranja), 4 (morado) y 7 (amarillo).

La sefal del producto A fue tan baja que no se pudo conseguir el espectro UV-
visible de este compuesto. EL compuesto B (Figura 4 - 58 (a)) presentd un maximo
principal a 220 nm, caracteristico de los compuestos con sistemas aromaticos, y un
hombro débil entre 250 y 280 nm, indicativa de un grupo carbonilo, como cetonas o
acidos carboxilicos. Por su lado, el espectro UV-visible del producto C (Figura 4 - 58
(b)) fue muy similar a la del producto K obtenido en los experimentos con ARS (Figura
4 -40 (c)), conun Unico maximo alrededor 250 nm, caracteristico de compuestos que
contienen anillos aromaticos conjugados [404]. Finalmente, el espectro UV-visible
del compuesto D (Figura 4 - 58 (c)) fue similar al de los productos F, G y J de los
experimentos con ARS (Figura 4 - 38 (a) y (b) y Figura 4 - 40 (b), respectivamente).
Todos estos compuestos no presentaron un maximo de absorcién claramente
marcado, sin embargo, comparten hombro situado a 230 nmy otro a 280 nm.
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Figura 4 - 58. Espectro UV- visible de: (a) el producto B, (b) el producto Cy (c) el producto D.

En los cromatogramas obtenidos de los experimentos abiéticos empleando el
método de cromatografia 2 (en gradiente) no se observaron picos adicionales a los de
los analitos de interés (Figura 4 - 59 (a)). Esto refuerza la teoria de que los dos Unicos
CDEs que se degradaron abidticamente, PrP y BuP, lo hicieron hacia MeP. Por el
contrario, en presencia de Scenedesmus sp. se encontré un producto de degradacion
(Figura 4 - 59 (b)) a un tiempo de retencién aproximado de 1,64 minutos, denominado
a partir de ahora como producto E.
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Figura 4 - 59. Cromatogramas para el método 2 en gradiente de los experimentos LO a (a) 254 nm y LOM
con Scenedesmus sp. a (b) 254 nm para los dias 0 (azul), 1 (rojo), 2 (verde), 3 (naranja), 4 (morado) y 7

Este producto de degradacion aparece a un tiempo de retencién muy similar al
producto J en las mismas condiciones para los experimentos en ARS (Figura 4 - 40
(b))Figura 4 - 39 Ademas, espectro UV-visible de este compuesto, mostrado en la
Figura 4 - 60, también es muy similar al de los productos de degradacion F, Gy J,
encontrados en los experimentos en ARS (Figura 4 - 38 (a)
respectivamente) y al del producto D previo. Este espectro es compatible con
productos de degradacién tipicos de los CDEs empleados, como ya se explico

previamente.
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Figura 4 - 60. Espectro UV- visible del producto A.

En conclusidn,

y (b) y Figura 4 - 40 (b),

los productos de degradaciéon presentados en este apartado
mostraron espectros UV-visible con maximos de absorbancia similares, en torno a
220 nm, entre 240 y 260 nm y a 280 nm. Estas bandas son caracteristicas de la
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resencia de anillos aromaticos y grupos carbonilo conjugados, como aldehidos o
cetonas aromaticas. Esto, como se presentd en la seccién 4.2.2.2, coincide con la
naturaleza de varios compuestos identificados previamente en literatura como
productos de degradacién de estos CDEs. Tales como el acido benzoico, las
hidroxibenzofenonas, el 4-hidroxibenzoato o el acido piridinestrénico.
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5.Conclusiones

A partir de la experimentacién llevada a cabo en esta tesis doctoral, centrada en
el estudio de sistemas basados en microalgas para la eliminacién simultanea de
nutrientes y CDEs en aguas residuales, asi como en la posterior valorizacién de la
bimasa algal para la produccion de biogas en un enfoque de biorrefineria, se han
obtenido las siguientes conclusiones, organizadas por capitulo de resultados:

1. Desarrollo de un método analitico para la deteccion de CDEs en aguas
residuales

e Los dos métodos cromatograficos desarrollados mediante HPLC-DAD
permiten una cuantificaciéon precisa, eficiente y reproducible de los seis
CDEs seleccionados. El método 1, isocratico, resulta adecuado para PrP,
BuP, BP, BPA Yy E, mientras que el MeP requiere el método 2, en gradiente, que
mejora su retencién mediante una mayor polaridad de la fase mévily menor
temperatura de columna. Estos métodos ofrecen una excelente simetria,
separacion y resolucién de picos, asi como una alta eficiencia de columna.
Ademas, también presentan buena linealidad (R?>0,99) y precision a la hora
de determinar las concentraciones presentes en las muestras (errores < 7%),
lo que confirma su robustez para el andlisis simultdaneo de esta mezcla de
contaminantes.

e Elestudio de variables del método de extraccion en fase sélida (SPE) indica
que el cartucho con 500 mg de adsorbente C18 proporciona las mejores
recuperaciones. Ademas, el pH mas adecuado depende del volumen de
elucion: a 0,5 mL, un pH de 4,5 mejora las recuperaciones de los diferentes
CDEs, mientras que con10 mL, el pH de 7 resulta mas favorable. En general,
volumenes altos de eluciéon (10 mL) ofrecen mejores resultados de
recuperaciéon. En cuanto al volumen de muestra, cada CDEs muestra un
comportamiento especifico: MeP, BPA y PrP presentan mejores
recuperaciones con 10 mL, mientras que BuP y BP se ven favorecidos por 100
mL. Para E no se identifica una tendencia clara, siendo su recuperacién en
algunos casos independiente del volumen de muestra, y en otros, mayor con
100 mL.

e Laseleccion final de condiciones para la SPE combina eficiencia analitica 'y
viabilidad experimental, siendo el 6ptimo: 500 mg de adsorbente, 30 mL de
volumen de muestra, pHde 7y 2 mL de metanol como eluyente, con un factor
de concentracion de 15. Estas condiciones permiten recuperaciones
superiores al 100% para la mayoria de los compuestos, excepto MeP (= 40%),
cuya alta solubilidad en agua limita su retencién. Aun asi, se considera un
compromiso aceptable al tratarse de un analisis multicomponente. El
método presenta una buena linealidad (R2>0,99 para la mayoria de los
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compuestos) y reproducibilidad, sin alcanzar el punto de ruptura dentro del
intervalo de concentraciones de trabajo (1 ppm a 25 ppb), lo que garantiza su
fiabilidad para el analisis cuantitativo de CDEs en muestras acuosas.

El método combinado de SPE y HPLC-DAD desarrollado es aplicable con
éxito a muestras reales, tanto en ausencia como en presencia de microalgas.
En condiciones abidticas (en presencia solo de luz y oxigeno), las
recuperaciones se mantienen cercanas al 100%, mientras que al incluir la
biomasa algal se observan pérdidas asociadas a la retencidon de
contaminantes en el filtro. Aun asi, este paso es necesario para evitar la
obstruccion del cartucho de SPE. Ademas, los subproductos de degradacioén
no interfieren con la cuantificacién de los CDEs. Finalmente, la obtencién de
calibrados con R® 20,99 (excepto MeP) en agua residual real confirma la
aplicabilidad del método para su aplicacion en matrices complejas.
Evaluacion de un sistema basado en microalgas como tratamiento
biologico

Aunque tanto Scenedesmus sp. como C. vulgaris son capaces de crecer en
ARS rica en amonio, C. vulgaris muestra una mayor adaptacién y
productividad. La presencia de CDEs no afecta negativamente a al
crecimiento ni a la evolucién del pH, e incluso mejora ligeramente el
crecimiento de la biomasa en etapas finales.

La exposicion a 1 ppm de CDEs no modifica de forma apreciable la
composicion bioquimica y elemental ni el potencial Zeta de las microalgas
estudiadas, lo que sugiere una buena tolerancia de ambas especies a estos
contaminantes durante su cultivo.

Pese a que ambas microalgas son capaces de eliminar nutrientes del ARS, C.
vulgaris presenta una mayor eficiencia, eliminando completamente amonio
y fosfatos en 7 dias, tanto en ausencia como en presencia de CDEs. En el
caso de Scenedesmus sp., la eliminacion de fosfatos también es completa,
pero su baja afinidad por el amonio limita su capacidad de eliminacion de
este compuesto, especialmente en presencia de CDEs. Ademas, la
eliminacion de DQO se ve favorecida por la presencia de CDEs en ambas
especies, alcanzandose porcentajes del 100% en 7 dias.

Los ajustes del crecimiento al modelo de Monod reflejan una mayor Pmax Y
una menor K para C. vulgaris, lo que confirma su mayor afinidad por el
amonio. Para esta especie, la presencia de CDEs mejora ligeramente su
capacidad de crecimiento y su afinidad por el sustrato.

Los parabenos (MeP, PrP y BuP) se degradan completamente mediante
biodegradacion en menos de dos dias con ambas especies de microalgas,
siendo C. vulgaris especialmente eficaz para MeP. Mientras que BP muestra
una degradacion preferentemente abidtica, E combina degradacion abidtica
con biodegradacién. Finalmente, en el caso de BPA la presencia de
microalgas también incrementa notablemente su eliminacion.
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Los resultados obtenidos demuestran la idoneidad de C. vulgaris para ser
empleada como tratamiento biolégico (secundario) en la depuracién del
efluente del primario. Esta especie muestra un elevado crecimiento en agua
residual sintética rica en amonio, eliminando completamente los nutrientes
presentes en 7 dias y logrando altas tasas de degradacién de los CDEs. Todo
ello la posiciona como una prometedora candidata para aplicaciones a
mayor escala.

El estudio cinético del proceso indica una mejora en las velocidades de
degradacion y una reduccion de los tiempos de vida media en presencia de
microalgas.

Los productos de degradacién identificados durante el proceso de
eliminaciéon de los CDEs presentan estructuras similares a los
contaminantes originales y potencialmente grupos funcionales que
caracterizan a los productos de degradacion tipicos de estos CDEs. Ademas,
existen diferencias en los productos de degradaciéon entre ambas
microalgas, lo que apunta a que las rutas de eliminacion son distintas.

El estudio de la actividad enzimatica sugiere que la eliminacion de PrP y BuP
implica a las enzimas extracelulares. Adema&s, se encuentra que otros
mecanismos como la accion de especies activas de oxigeno (ROS) o la
liberacion de materia organica extracelular (AEOM), también podrian
desempefiar un papel relevante en la biodegradacion de algunos CDEs.

El andlisis de las vias de eliminacion de los CDEs mostré que la
bioeliminacién es el principal mecanismo implicado en la degradacion de los
parabenos, especialmente con C. vulgaris, mientras que en Scenedesmus
sp. se observaron pequefas contribuciones adicionales de bioadsorcion y
bioacumulacién. En el caso de BP y de E, la degradacidon abidtica es
importante, siendo la via principal de eliminacion del primero, mientras que
con E se combiné también con la biodegradacion. Por su parte, BPA sufre una
degradacion mayoritariamente debida a la presencia de microalga, con
pequefas contribuciones de bioadsorcién y bioacumulacion. En general, los
mecanismos de bioadsorcién y bioacumulacién presentaron una
contribucién menor para todos los compuestos analizados.

Valorizacion de la biomasa algal: digestion anaerobia

La aplicacion del pretratamiento hidrotérmico resulta efectiva para mejorar
la biodegradabilidad de la biomasa algal, favoreciendo la ruptura de la pared
celulary la liberacidon de compuestos intracelulares. Esta mejora se observa
en el aumento significativo de la DQO, el amonio y los fosfatos solubles al
emplear las especies de microalgas estudiadas.

La produccién de metano (BMP) esta favorecida por la aplicacion del
pretratamiento hidrotérmico para la biomasa de Scenedesmus sp. y C.
vulgaris. En ambos casos, se obtiene 1,3 y 1,5 veces mas metano con
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Scenedesmus sp. y C. vulgaris, respectivamente, respecto a la biomasa sin

pretratar.

Evaluacion de un sistema basado en microalgas como tratamiento

terciario

Scenedesmus sp. es la especie mas adecuada para evaluar la
eliminacién de CDEs como tratamiento terciario en ARR. Esta especie
presenta una mayor adaptacion al cultivo en este medio, alcanzando
concentraciones de biomasa significativamente superiores a C. vulgaris.
Esto se atribuye a la preferencia de Scenedesmus sp. por los nitratos
como fuente de nitrégeno.

Scenedesmus sp. es capaz de crecer en ARR tanto en ausencia como en
presencia de CDEs, alcanzando incluso mayor densidad a los 7 dias en
presencia de contaminantes. Sin embargo, la biomasa cultivada en
presencia de CDEs presenta un mayor contenido de lipidos y un menor
contenido de carbohidratos, lo que sugiere un posible efecto de estrés
inducido por la presencia de los contaminantes.

El cultivo de Scenedesmus sp. alcanza una eliminacién eficaz de
nutrientes, especialmente fosfatos, hasta su completa desaparicion en
todos los casos a los 7 dias. La eliminacién de nitratos por Scenedesmus
sp. es del 67% en ausencia de CDEs y del 88% en presencia de CDEs.
Respecto a la DQO, su eficiencia de eliminacién disminuye
drasticamente en presencia de contaminantes.

Elempleo de un sistema basado en Scenedesmus sp. como tratamiento
terciario permite eliminar completamente MeP, PrP, BuP, BPAy E en ARR
en 7 dias y reduce en un 56% la concentracidon de BP. La eliminacién
abidtica es despreciable en la mayoria de los casos, confirmando la
idoneidad de esta especie para ser empleada en un tratamiento terciario
del agua residual estudiada.
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A partir de la discusién de los resultados y de las conclusiones obtenidas se

proponen las siguientes lineas de investigacion futura con el objetivo de completar,

optimizary escalar los procesos desarrollados en la presente tesis doctoral:

1.

Escalado del proceso de tratamiento biolégico con microalgas a
fotobiorreactores en discontinuo de mayor capacidad, tanto en agua residual
sintética como en agua residual real procedente de la salida de la
decantacién primaria. Este escalado permitiria evaluar el efecto del volumen
de cultivo sobre el crecimiento de las microalgas, asi como en la eliminacién
de nutrientes y de CDEs, comparando ademas el comportamiento del
sistema en ambas matrices para identificar diferencias significativas entre
medios sintéticos y reales.

Implementacion del proceso en continuo (tanto como tratamiento
biolégico como terciario), para estudiar como influye este modo de
operacion en la eliminacién de los CDEs. Se recomienda ademas analizar el
efecto de distintos caudales de alimentacién sobre el crecimiento de la
biomasay la degradacidn de contaminantes.

Estudio sobre la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
durante el cultivo debido a la presencia de aireacién, para comprender su
papel en la degradacién abidtica de los contaminantes.

Profundizar en el estudio de los mecanismos de eliminacion de los CDEs
por parte de las microalgas, mediante la identificaciéon de las principales
rutas metabdlicas implicadas en su biodegradacion, lo que permitiria
comprender mejor el destino final de estos compuestos y optimizar su
eliminacion.

Optimizacion del proceso de eliminaciéon de CDEs explorando diferentes
condiciones operativas (fotoperiodos, presencia/ausencia de aireacion) y la
selecciodn de otras especies de microalgas con potencial para eliminar este
tipo de contaminantes.

Evaluacion del efecto de concentraciones mas elevadas de CDEs sobre
el crecimiento de las microalgas, la eliminacidon de nutrientes y de
contaminantes, asi como de los principales mecanismos de degradacién de
estos compuestos.

Caracterizacion avanzada de los productos de degradacion generados
durante el proceso, empleando técnicas de cromatografia acopladas a
espectrometria de masas (LC-MS/MS o GC-MS) para su identificacion
estructural.

Desarrollo de un estudio tecnoeconémico y medioambiental del proceso
basado en los datos cinéticos de crecimiento y eliminacién de CDEs,
mediante analisis de ciclo de vida (ACV) que permita evaluar su viabilidad a
escala industrial y su impacto medioambiental.
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ANEXOS

7.Anexos

7.1. Calibrados CDEs

Se establecieron tres curvas de calibrado para cuantificar los CDEs en las
muestras en funcién del rango de concentraciones. Primero, una curva de calibrado
genérica para concentraciones entre 15y 0,375 ppm, obtenida a partir de muestras
extraidas mediante el método de SPE desarrollado. Después, una segunda curva de
calibrado para concentraciones entre 375 ppb y el ILOQ, representada como el area
en funcion de la concentracion y, finalmente, una curva de calibrado entre el ILOQ y
el LOQ, expresada como la altura de pico en funciéon de la concentracion. Todas las
curvas de calibrado se recogen en laTabla 7 - 1.

Tabla 7 - 1. Curvas de calibrado (a es la pendiente y b la ordenada en el origen), valores de R? e
intervalos de concentraciones de trabajo.

CDE a b R? Rango

15,659 8,411 0,933 15-0,375 ppm

MeP 0,053 -0,582 0,994 375-120 ppb
0,009 -0,049 0,992 120-25 ppb

110,188 19,207 0,998 15-0,375 ppm

PrP 0,079 0,044 0,996 375-110 ppb
0,009 -0,017 0,996 110-33 ppb

115,763 9,925 0,997 15-0,375 ppm

BuP 0,082 1,194 0,998 375-150 ppb
0,006 0,229 0,978 150-100 ppb

161,541 4,705 0,997 15-0,375 ppm

BP 0,087 1,408 0,985 375-230 ppb
0,005 -0,009 0,996 230-80 ppb

88,791 3,401 0,995 15-0,375 ppm

BPA 0,093 -2,343 0,991 375-110 ppb
0,010 -0,013 0,995 110-70 ppb

65,693 -0,514 0,997 15-0,375 ppm

E 0,072 -5,563 0,986 375-230 ppb
0,004 0,030 0,989 230-100 ppb
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7.2. Calibrados nutrientes

En la Figura 7 - 1 se presentan los calibrados empleados para cuantificar los

diferentes nutrientes en las muestras.
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Figura 7 - 1. Calibrado para la cuantificacion de (a) amonio, (b) nitratos, (c) nitritos, (d) nitrégeno total,
(e) fosfatos y (f) DQO.

266









	1. Introducción
	1.1. La gestión sostenible del agua: necesidad y desafíos actuales
	1.2. Compuestos disruptores endocrinos
	1.2.1. CDEs sintéticos
	1.2.1.1. Pesticidas
	A) Pesticidas organoclorados (POC)
	B) Pesticidas organofosfatos (POF)
	C) Carbamatos

	1.2.1.2. Productos químicos sintéticos de uso doméstico o industrial
	A) Dioxinas
	B) Compuestos per- y polifluoroalquilados (CPFAs)
	C) Retardantes de llama bromados
	D) Alquilfenoles etoxilados (APEOs)
	E) Parabenos
	F) Benzofenonas

	1.2.1.3. Plásticos y plastificantes
	A) Bisfenol A (BPA)
	B) Ftalatos

	1.2.1.4. Fungicidas
	A) Fungicidas azólicos
	B) Compuestos organoestánnicos (OTC)

	1.2.1.5. Agentes farmacéuticos
	A) Carbamazepina
	B) Estrógenos


	1.2.2. Métodos de detección de CDEs en las aguas
	1.2.3. Legislación
	1.2.3.1. Unión Europea
	1.2.3.2. Estados Unidos

	1.2.4. Tratamientos para la eliminación de CDEs en aguas residuales
	1.2.4.1. Tratamientos físicos
	A) Sedimentación
	B) Tecnologías basadas en adsorción
	C) Tecnologías basadas en membranas y filtración

	1.2.4.2. Tratamientos químicos y electroquímicos
	A) Cloración
	B) Ozonización
	C) Fotocatálisis
	D) Electrocoagulación
	E) Procesos de oxidación avanzada (EAOPs)

	1.2.4.3. Tratamientos biológicos
	A) Fangos activos
	B) Biorreactores de membrana
	C) Lagunas de aireación
	D) Tratamientos anaerobios
	E) Tratamientos basados en otros microorganismos



	1.3. Métodos basados en microalgas para la eliminación de CDEs de las aguas residuales
	1.3.1. Microalgas y cianobacterias
	1.3.2. Cultivo de microalgas
	1.3.2.1. Métodos y sistemas de cultivo
	A) Sistemas de cultivo abiertos
	B) Sistemas de cultivo cerrados

	1.3.2.2. Cultivo de microalgas en aguas residuales

	1.3.3. Mecanismos de eliminación de CDEs
	A) Bioadsorción
	B) Bioacumulación
	C) Biodegradación
	D) Fotodegradación


	1.4. Biorrefinería
	1.4.1. Producción de biogás a partir de microalgas
	A) Relación C/N
	B) Tasa de carga orgánica
	C) Tiempo de retención hidráulico (TRH)
	D) Temperatura
	E) pH
	F) Relación inóculo: sustrato
	1.4.1.1. Estrategias de mejora de la producción de biogás – Pretratamiento
	A) Pretratamiento mecánico
	B) Pretratamiento térmico
	C) Pretratamiento hidrotérmico
	D) Pretratamiento biológico
	E) Pretratamiento químico


	1.4.2. Biorrefinerías propuestas


	2. Objetivos
	3. Metodología
	3.1. Cultivo de microalgas
	3.2. Método analítico para la detección de CDEs en aguas residuales
	3.2.1. Materiales
	3.2.2. HPLC-DAD
	3.2.3. Método de extracción en fase sólida (SPE)
	3.2.4. Análisis estadístico

	3.3. Experimentos del sistema basado en microalgas como tratamiento biológico
	3.3.1. Materiales
	3.3.2. Instalación experimental
	3.3.2.1. Experimentos LOM
	3.3.2.2. Experimentos abióticos

	3.3.3. Procedimiento experimental
	3.3.3.1. Experimentos LOM
	3.3.3.2. Experimentos abióticos

	3.3.4. Análisis estadístico

	3.4. Experimentos de digestión anaerobia (DA) para la revalorización de la biomasa
	3.4.1. Materiales
	3.4.2. Instalación experimental
	3.4.3. Procedimiento experimental
	3.4.4. Cálculos de la producción de biogás
	3.4.5. Análisis estadístico

	3.5. Experimentos del sistema basado en microalgas como tratamiento terciario.
	3.5.1. Materiales
	3.5.2. Instalación experimental
	3.5.2.1. Experimentos LOM
	3.5.2.2. Experimentos abióticos

	3.5.3. Procedimiento experimental
	3.5.3.1. Experimentos LOM
	3.5.3.2. Experimentos abióticos

	3.5.4. Análisis estadístico


	4. Resultados y discusión
	4.1. Desarrollo de un método analítico para la detección de CDEs en aguas residuales
	4.1.1. Método de cromatografía líquida: HPLC-DAD
	4.1.1.1. Método 1
	4.1.1.2. Método 2
	4.1.1.3. Validación de los métodos

	4.1.2. Método de extracción en fase sólida
	4.1.2.1. Estudio de variables
	4.1.2.2. Selección de variables
	4.1.2.3. Evaluación del método desarrollado

	4.1.3. Ensayos con muestras reales

	4.2. Evaluación de un sistema basado en microalgas como tratamiento biológico
	4.2.1. Crecimiento de las microalgas en ARS
	4.2.2. Eliminación de nutrientes y CDEs
	4.2.2.1. Eliminación de nutrientes
	4.2.2.2. Eliminación de CDEs

	4.2.3. Estudio de los mecanismos de eliminación de CDEs

	4.3. Valorización de la biomasa algal: digestión anaerobia
	4.3.1. Caracterización de la biomasa de partida
	4.3.2. Pretratamiento: hidrólisis térmica
	4.3.3. Producción de biogás
	4.3.3.1. Curvas BMP
	4.3.3.2. Caracterización de la fase acuosa de la digestión anaerobia


	4.4. Evaluación de un sistema basado en microalgas como tratamiento terciario
	4.4.1. Caracterización del agua residual
	4.4.2. Selección de la especie de microalga
	4.4.3. Crecimiento de Scenedesmus sp. en ARR
	4.4.4. Eliminación de nutrientes y CDEs
	4.4.4.1. Eliminación de nutrientes
	4.4.4.2. Eliminación de CDEs



	5. Conclusiones
	5.1. Recomendaciones futuras

	6. Bibliografía
	7. Anexos
	7.1. Calibrados CDEs
	7.2. Calibrados nutrientes


