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Glosario

AP: agua de proceso

APD: agua de proceso digestato

APHTC: agua de proceso de carbonizacion hidrotermal

APLM: agua de proceso de lodo mixto

APLS: agua de proceso de lodo secundario

CE: contaminantes emergentes

CIT: carbono inorganico total

CM: carga masica

COT: carbono organico total

CT: carbono total

DBO: demanda biolégica de oxigeno

DQO: demanda gquimica de oxigeno

GC/MS: compuestos mayoritarios mediante cromatografia de gases/masa
HC: hidrochar

HTC: carbonizacion hidrotermal

ICso: concentracion de sustancia que produce el 50% de inhibicion
IVVL3o0: indice volumétrico de lodos en 30 min

MBR: reactor biologico de membrana

PTAR: planta de tratamiento de aguas residuales

SBR: reactor bioldgico secuencial

SDT: sélidos disueltos totales
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SST: sélidos suspendidos totales
ST: sélidos totales

SV: solidos volatiles

UT: unidades toxicologicas

VECO: velocidad de consumo de oxigeno
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Resumen

Titulo: Evaluacion de la ecotoxicidad y biodegradabilidad aerobia empleando reactores bioldgicos
secuenciales en aguas de proceso obtenidas tras la carbonizacion hidrotermal de los lodos
secundarios, mixtos y digestato provenientes de PTAR"

Autor: Diana Maria Bermudez Jerez, lbeth Rocio Pineda Rodriguez ™

Palabras Clave: Biodegradabilidad inherente, biodegradabilidad rapida, carbonizacion
hidrotermal, carbono organico total, demanda quimica de oxigeno, digestién aerobia,
ecotoxicidad, lodos residuales, reactores bioldgicos secuenciales. Tratamiento de aguas residuales.

Descripcion:

Las aguas residuales tras ser tratadas y descontaminadas en una planta de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) generan grandes volimenes de lodos residuales. Estos lodos se pueden
valorizar mediante carbonizaciéon hidrotermal (HTC, por sus siglas en inglés), un proceso
termoquimico novedoso que da como resultado: un sélido denominado hidrochar (HC), unas aguas
de proceso (AP) caracterizadas por su alto contenido en materia organica que podria ser degradada
de forma bioldgica, ademas de un producto gaseoso minoritario. EI objetivo de este trabajo es el
tratamiento de las APHTC obtenidas de los lodos de depuracién generados en los distintos
tratamientos llevados a cabo en la PTAR (secundario, -del tratamiento bioldgico-, mixto, -mezcla
de primario y secundario- y digerido -tras ser estabilizado y deshidratado). Para ello, se han
determinado: parametros fisico-quimicos, ecotoxicidad por medio del ensayo de Microtox® vy
biodegradabilidad (rapida en velocidad de consumo de oxigeno (VECO), inherente por medio del
método de Zahn Wellens y a largo plazo utilizando reactores biologicos secuenciales (SBR)), con
indculos de lodos activos aerobios. Obteniendo como resultados altos valores de demanda quimica
de oxigeno (DQO) > 35 g/L, carbono organico total (COT) > 9 g/L y ecotoxicidad (%ICso > 2,1).
Se observd mejor biodegradabilidad a corto y largo plazo para cargas méasicas (CM) < 0,5. Si bien
se determin0 que todas las aguas de proceso analizadas pueden ser biodegradas en lodos activos
aerobios, siempre que se utilicen CM inferiores a 0,5 y una biomasa aclimatada al sustrato, el AP
del lodo mixto, dado su alto contenido en N, P y &cidos grasos y menor ecotoxicidad en
comparacion con las otras AP, presentd una mejor adaptacion de la biomasa al sustrato y una
biodegradabilidad rapida mas alta (con eliminaciones de DQO > 20% y COT > 30% ).

* Trabajo de Grado )
" Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Maria de los Angeles de la Rubia Romero. Dra. Ingeniera
Quimica.
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Abstract

Title: Evaluation of ecotoxicity and aerobic biodegradability using SBR (sequential batch
reactors) in process waters obtained after hydrothermal carbonization of secondary, mixed and
digestate sludge from STP (sewage treatment plant)”

Author: Diana Maria Bermudez Jerez, Ibeth Rocio Pineda Rodriguez ™

Key Words: Aerobic digestion, COD, ecotoxicity, fast biodegradability, hydrothermal
carbonization, inherent biodegradability, sequential biological reactors, sewage sludge, sewage
treatment, TOC.

Description:
The sewage after being treated and decontaminated in STP (sewage treatment plant) generates a
lot of sludge that can be recovered through HTC (hydrothermal carbonization) a new
thermochemical process that results in a solid called hydrochar (HC); a minority gaseous product
and process water (PA) characterized by high content of organic matter that could biodegrade.
The objective of this thesis is a study for the treatment of APHTC, obtained from secondary
depuration sludge (from biological treatment); mixed (mixture of primary and secondary) and
digested (after being stabilized and dehydrated), generated in the different processes developed
out in STP. For this, has been determinate a physicochemical parameter, ecotoxicity through of the
Microtox® test, fast biodegradability VECO (speed of oxygen consumption) inherent
biodegradability through the Zahn Wellens method and long-term biodegradability using SBR
(sequential biological reactors), with inocula of activated aerobic sludges. Obtaining as results high
values of COD (chemical oxygen demand)> 35 g/L, total organic carbon (TOC)> 9 g/L
and ecotoxicity (% 1Cso> 2.1).
It was observed a better short and long-term biodegradability for MC (mass loads) <0.5. Although
was determinated it that all the analyzed process waters can be biodegraded into aerobic active
sludge, as long as MC lower than 0.5 and a biomass acclimated to the substrate, it is the AP of the
mixed sludge, which presented the best adaptation of the biomass to the substrate and a higher
rapid biodegradability (with COD removal> 20% and TOC> 30%), for its high content of N, P,
fatty acids and lower ecotoxicity compared to the others AP.

* Degree work
Science Faculty. School of Biology. Director: Maria de los Angeles de la Rubia Romero. Dra. Chemical Engineer.
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Introduccion

La poblacién urbana del mundo ha crecido rapidamente, se afirma que “para el 2014 en el
area urbana vivia un 54% de la poblacion mundial (aproximadamente 3.900 millones de personas)
y Se espera que esta proporcion aumente al 66% para el afio 2050” (Jensen & Wu, 2018, seccion
de introduccién, péarr.3). Este crecimiento poblacional ha traido consigo varios impactos
ambientales, siendo el agua uno de los recursos mas afectados en términos de pérdida de
disponibilidad y deterioro de la calidad de las aguas superficiales y subterraneas (Pefia-Guzman et
al., 2019, seccion de Introduccion, parr.1).

Con el propésito de mitigar el impacto negativo que las aguas urbanas producen en los
seres humanos y en los ecosistemas acudticos, varios estudios han sugerido diferentes conceptos
y herramientas que facilitan su control y manejo; por ejemplo, Fletcher et al. (2015) propuso
conceptos que incluyen: mejores practicas de gestion (BMP), disefio urbano sensible al agua
(WSUD), modelo urbano integrado (IUM) y el ciclo urbano del agua (UWC). Con respecto a este
altimo, se trata de una importante técnica que permite la gestion y control de los recursos hidricos,
lo que conduce a su conservacion tanto en cantidad como calidad y a la blusqueda de procesos que
optimicen el agua, reduzcan los impactos ambientales y protejan la salud humana (Pefia-Guzman
et al., 2019). Es por ello que, actualmente se pretende enfatizar en esta técnica debido a sus
interconexiones'y movimiento de caudales, contaminantes y energia donde se involucran
diferentes componentes del agua urbana y se prioriza el manejo adecuado de las aguas residuales
(Pefia-Guzman et al., 2019).

En las Gltimas décadas, los estudios sobre la caracterizacion de las aguas residuales han

Ilamado la atencidn sobre la ocurrencia ambiental de una variedad de compuestos de origen


https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/social-sciences/human-activities-effects
https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/social-sciences/human-activities-effects
https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/social-sciences/human-activities-effects
https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/engineering/interconnection
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antropogénico conocidos como contaminantes emergentes (CE) o microcontaminantes, que
presentan un impacto nocivo en las formas de vida acuética y terrestre, asi como en la salud
humana (Gogoi et al., 2018). Adicionalmente, Pefia-Guzman et al. (2019) mencionan que América
Latina ha estado sujeta a impactos ambientales y toxicologicos debido a estos contaminantes.

Los productos farmacéuticos, de cuidado personal y compuestos disruptores endocrinos
son algunos de los CE que més se han determinado en la caracterizacion de las aguas residuales
(Gogoi et al., 2018). Russell & Yost. (2020) y Rodriguez et al. (2020) estiman que del 30-90% de
los antibidticos consumidos ya sea en uso humano o veterinario no se metabolizan en el cuerpo y
se excretan llegando a los sistemas de aguas residuales lo que refleja un problema ya que la
exposicion a estos residuos, incluso por debajo de la concentracion minima que ocurre durante el
proceso del tratamiento de aguas residuales puede promover, mantener y acelerar la resistencia de
las bacterias. Por otra parte, los disruptores endocrinos que se encuentran dispersos en el agua y
otros entornos, pueden afectar los mecanismos de reproduccion, metabolismo y transporte de
hormonas naturales (andrégenos-estrogenos) del sistema endocrino, lo que afecta el
funcionamiento de un organismo (Gogoi et al., 2018; Vilela et al., 2018). En general, los CE
inducen efectos fisioldgicos en humanos a dosis bajas, efectos adversos en la vida silvestre y su
persistencia, bioacumulacién y toxicidad son riesgos ambientales que afectan la vida acuética
(Pefia-Guzman et al., 2019).

Debido a que estos CE ingresan al ecosistema a traves de las aguas residuales urbanas e
industriales, se enfatiza que “es completamente necesario tratar estas aguas con el objetivo
principal de mitigar el impacto ambiental en los cuerpos de agua receptores a traves de la reduccion
de la contaminacion” (Galvis et al., 2018, seccién de Introduccidn, parr.1). En este sentido, las

plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) son los lugares que cuentan con los métodos y


https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/earth-and-planetary-sciences/urban-wastewater
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los equipos requeridos para llevar a cabo el proceso de depuracién (Figura 1), el cual consta de un
tratamiento fisico primario, un tratamiento biolégico secundario y un tratamiento terciario o de
desinfeccion (Bollmann et al., 2016).

Figura 1

Etapas del proceso de tratamiento de aguas residuales en una PTAR y produccion de

lodos residuales.

Biorreactor Tratamiento bioldgico

Tratamiento primario secundario

— L — =
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D
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; |
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+HH+ | e— Digestato

Sistema de
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Con respecto al tratamiento bioldgico, se trata un proceso eficiente y rentable que depende
de consorcios microbianos aerdbicos/ anaerdébicos para eliminar nutrientes y contaminantes que
determinan la funcion, desempefio y estabilidad del proceso (Wang et al., 2020, p.1). Basicamente,
los compuestos organicos se hidrolizan anaerobicamente en micromoléculas y luego se degradan
progresivamente en materiales inorganicos en un ambiente aerobico (Wang et al., 2020).

Estas PTAR se rigen por una serie de parametros fisico-quimicos que indican la calidad
del agua tratada antes de ser vertida a los cuerpos receptores, un parametro relevante es la Demanda

Quimica de Oxigeno (DQO) ya que es una forma de expresar la concentracion de materia organica
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de estas aguas. Teniendo en cuenta la normativa vigente para Colombia, segun la resolucion 631
del 2015 se establece que los valores permisibles de DQO para aguas residuales de tipo industrial
y domestica van desde los 150 a 180 mgO2/L (Ley N° 0631, 2015). Por otra parte, asi como
los andlisis fisico-quimicos identifican y cuantifican las sustancias tdxicas, se hacen necesarios los
ensayos de toxicidad, pues a partir de ellos se evalua el efecto de esas sustancias en los sistemas de
tratamiento bioldgicos y los cuerpos receptores, ademas, se conoceria que tan 6ptima podria ser la
remocion de la materia organica (MO) por medio de degradacion biolégica. (Rodriguez y Cleto,
2010)

La Resolucion Colombiana 0062 de 2007 (Ley N° 0062, 2007) define los protocolos de
laboratorio requeridos para desarrollar analisis ambientales, entre ellos los que conciernen la
evaluacion de toxicidad de aguas, en ella se contemplan como principales protocolos y
metodologias la prueba de inmovilizacion de Daphnia magna, inhibicion de crecimiento de algas
y la prueba de bioluminiscencia bacteriana Microtox® por medio de Vibrio fischeri. Segin Ali &
Sreekrishnan. (2001) dichos ensayos, en bacterias y otros microorganismos, tienen la ventaja de
presentar rutas bioquimicas similares a las de los organismos superiores, ciclos de vida cortos y
ademas responden rapidamente a los cambios en el medio ambiente. Teniendo en cuenta la Ley
10/1993 del 26 de octubre, se establece que los niveles permisibles de vertido desde industrias para
la Comunidad de Madrid, Espafia son de méximo 25 unidades toxicolégicas (UT) (Ley N° 10,
1993).

Como resultado del tratamiento de las aguas residuales, se generan biosolidos o lodos
(Figura 1), que son una fuente potencial de contaminacion del suelo y el agua debido a los
contaminantes emergentes que contiene (Wu et al., 2010). Pero, también son ricos en materia

organica y de origen microbiano lo que incluye estructuras celulares, como polisacaridos,
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proteinas, lipidos y ADN (Pimiento y Rivas, 2019). Por ende, su necesaria gestién puede
representar hasta el 50% de los costes operativos de las PTAR (Langdon et al., 2019).

La carbonizacion hidrotermal (HTC) es una opcion muy atractiva para tratar estos lodos y
generar un biocarbén denominado hidrochar al mismo tiempo que se genera una fraccion liquida
0 agua de proceso (APHTC) junto con una fraccién minoritaria de CO2 (Marin-Batista et al., 2019)
(Figura 2). Dependiendo de las condiciones del proceso de HTC (temperatura y tiempo) estas
APHTC pueden contener concentraciones elevadas de compuestos organicos toxicos,
representando un riesgo ambiental (Veldzques et al., 2019), alcanzando hasta 15-20% del carbono
inicial presente en el sustrato a tratar, principalmente en forma de acidos férmico y acético,
azucares, nutrientes y otros compuestos, lo que ofrece un interés potencial en aras de su
valorizacion (de la Rubia et al., 2018a).

Se han propuesto diferentes soluciones para el tratamiento de esta fraccion liquida, como
la oxidacion himeda que permitié reducir el carbono organico total (COT) hasta en un 60% (Reza
etal., 2016). Ramke et al. (2009) consiguieron una reduccion de la DQO superior al 85% mediante
degradacion aerobia. La digestion anaerobia de la fraccion liquida es también una ruta potencial
para optimizar la recuperacion de energia (de la Rubia et al., 2018a, 2018b; Villamil et al., 2018a,
2018b). De cualquier modo, la presencia de compuestos reconocidamente inhibitorios aconseja la
determinacion de la toxicidad de estas aguas generadas en el proceso de HTC, asi como de su
potencial biodegradabilidad a corto y largo plazo, antes de determinar la tecnologia mas adecuada

para su tratamiento.
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Figura 2
Proceso de HTC en los lodos residuales.
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El uso de reactores bioldgicos secuenciales (SBR), para el tratamiento de aguas residuales
industriales (Abu Hasan et al., 2016; Monsalvo et al., 2009) es hoy en dia habitual a escala
industrial, debido a su flexibilidad de alimentacidn, versatilidad y rentabilidad en relacion con
otras tecnologias bioldgicas. En los SBR se desarrollan microorganismos tolerantes a compuestos
toxicos y a diferentes condiciones ambientales (aerobio, andxico), lo que facilita la eliminacién de
nutrientes (Liu et al., 2018; Monsalvo et al., 2009). Ademas, las condiciones de operacion
promueven la adaptacion de poblaciones microbianas a contaminantes especificos.

Diferentes estudios han planteado posibles opciones de valorizacion y biodegradabilidad
de las APHTC por via anaerobia debido al valor agregado de la recuperacion de energia en forma
de biogds (Marin-Batista et al., 2020). Pero, también resulta interesante determinar la

biodegradabilidad y la toxicidad aerobia de estas aguas por si en la planta de tratamiento sélo existe
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tratamiento bioldgico aerobio, ademas de que han sido pocos los estudios realizados por esta via,
lo que representa una importante oportunidad de avanzar en la investigacion de métodos de
estudios con el fin de generar nuevas y valiosas alternativas para el tratamiento de estas aguas. Por
tanto, es relevante centrarse en andlisis de las APHTC de manera aerobia empleando SBR, en los
que se desarrollan microrganismos con capacidad de adaptacion que faciliten su purificacion.

Asi pues, el problema a resolver dentro del marco de este proyecto de investigacion radica
en la potencial ecotoxicidad y carga organica presente en los lodos residuales provenientes de
PTAR, y a su vez, en las aguas de procesos (AP) obtenidas luego de su tratamiento de
carbonizacion hidrotermal, que debido a los agentes contaminantes retenidos en las AP, verterlas
directamente a los cuerpos receptores alteraria de manera crénica diferentes procesos fisioldgicos
en distintos organismos, por ende, reincorporarlas al tratamiento de las aguas residuales en una
PTAR (Figura 2) es una opcion viable para depurarlas por digestion biolégica y asi garantizar
valores permisibles tanto en DQO como en ecotoxicidad. En este sentido, existiria la posibilidad
de obtener una valoracion de estas AP si se procesan mediante tratamientos anaerobios por la
produccion de biogas, pero, en el caso de que la PTAR solo tenga tratamientos aerobios no existe
tal posibilidad, de igual forma, si resultan tolerables a microorganismos aerobios podrian tratarse
y asi disminuir su MO y toxicidad. En cualquiera de las dos formas, se hace necesario realizar un
andlisis fisico-quimico, toxicolégico y de biodegradacion a estas AP para conocer previamente los
valores de estos parametros y asi determinar qué concentracion es la adecuada para suministrarle

a los tanques de tratamiento sin que se desestabilice el funcionamiento de la microbiota.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general
Determinar la ecotoxicidad y biodegradabilidad a corto y largo plazo, de las aguas de proceso
obtenidas tras la carbonizacion hidrotermal de lodo secundario, lodo mixto y digestato de PTAR a

210 °C durante 1 hora de reaccion.

1.2 Objetivos Especificos

Realizar la caracterizacion fisico-quimica (pH, DQO, COT, N, P, sélidos totales y volatiles -ST,
SV-, alcalinidad, acidos grasos volatiles, compuestos mayoritarios mediante cromatografia de
gases/masa (GC/MS)) de las tres APHTC.

Determinar la biodegradabilidad inherente y rapida de las APHTC determinando el porcentaje de
biodegradacion de COT y DQO.

Determinar el valor de 1Cso de las APHTC y compararlos con los determinados para otras aguas
residuales industriales.

Determinar la biodegradabilidad a largo plazo de las tres APHTC obtenidas del lodo secundario,
lodo mixto y digestato en SBRs.

Determinar el grado de aclimatacion del microbiota a las tres APHTC, comparando la evolucion

de ésta, en los reactores bioldgicos secuenciales.
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2. Cuerpo del trabajo

2.1 Marco Referencial

El agua es un recurso natural basico para la vida, la seguridad alimentaria y el desarrollo
economico sostenible (Teklehaimanot et al., 2015). La disponibilidad de agua dulce es relevante
para cualquier actividad socioecondémica, con el consiguiente impacto ambiental, incluyendo el
cambio climatico (Elliott et al., 2014). El aumento constante de las presiones antropogénicas sobre
este recurso natural causadas por el crecimiento de la poblacion humana y la urbanizacion es
alarmante, ya que se generan grandes volimenes de aguas residuales de tipo industrial y doméstica
que requieren un equilibrio urgente entre su descarga y la proteccion de los cuerpos de agua
receptores (Teklehaimanot et al., 2015). La demanda de sistemas de tratamiento de aguas
residuales aumenta continuamente, hoy en dia la atencion se centra en los microcontaminantes que
tienen el potencial de causar efectos como disruptores o alteradores endocrinos y pueden
acumularse en el ciclo del agua o afectar los ecosistemas.

Estas aguas residuales deben ser depuradas para modificar sus condiciones fisicas,
quimicas y microbioldgicas antes de ser vertidas a un cauce debido a que contienen gran cantidad
de materia organica, ya sea expresada como demanda bioldgica de oxigeno (DBO) o DQO,
presencia de nutrientes (fosforo y nitrégeno), ademas de solidos (sélidos disueltos totales (SDT) y
solidos suspendidos totales (SST)) (Sengupta et al., 2020). La creciente concienciacion y
preocupacion por el medio ambiente ha llevado a desarrollar legislaciones donde se exige la
depuracion de estas aguas, asi la Directiva 91/271/CEE exige a los paises de la Union Europea
(UE) a depurar las aguas residuales de nucleos de poblaciéon > 5000 habitantes en plantas de

tratamiento de aguas residuales (PTAR). En Colombia, a pesar de que cuenta con tecnologia
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avanzada en la mayoria de las PTAR la cantidad de éstas no es suficiente para tratar los grandes
volimenes de aguas residuales que se generan (Cristancho et al., 2019). Asi, Sengupta et al. (2020)
menciona que méas del 90% de la produccion mundial de café ocurre en paises en desarrollo como
Colombia y Brasil y estas industrias estan generando alrededor de 10-10° t de residuos sélidos y
una enorme cantidad de aguas residuales, que sumando a ello los productos de las demas industrias
junto con las aguas residuales urbanas dan como resultado cantidades enormes de aguas que
requieren ser tratadas.

Los procesos de depuracion incluyen un tratamiento fisico primario, un tratamiento
biol6gico secundario y un tratamiento terciario o de desinfeccion (Bollmann et al., 2016), este
procedimiento genera subproductos como los lodos de depuradora ricos en materia organica y de
origen microbiano lo que incluye estructuras celulares, como polisacéridos, proteinas, lipidos y
ADN (Pimiento y Rivas, 2019). Las estadisticas actuales muestran que la cantidad de lodos
producidos a nivel mundial seguird en aumento. S6lo en los paises desarrollados se generan 30-106
t/afio (Meng et al., 2019); debido a su alta cantidad de materia organica, en Estados Unidos y
algunos paises de Europa son depositados en vertederos, incinerados o usados como mejoradores
de suelos (uso agricola); sin embargo, hay controversias de tipo ambiental a causa de la posibilidad
de contaminar el medio ambiente con metales pesados que vienen incorporados en ellos. En este
sentido, el tratamiento térmico para los lodos de depuradora se considera como la mejor manera
de tratarlos reduciendo el volumen de residuos, descomponiendo contaminantes organicos,
reutilizando la energia contenida en ellos y generando subproductos valiosos (Libra et al., 2011).

Las técnicas termoquimicas estan categorizadas en: i) tratamientos termicos (pir6lisis o
gasificacion) que operan bajo atmdsfera inerte con la materia prima en condiciones secas lo que

requiere un gasto previo de energia para sustratos humedos, ii) tratamientos hidrotermales que
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operan en un sistema presurizado cerrado y bajo condiciones himedas, en este ultimo se encuentra
la carbonizacion hidrotermal. Esta técnica muestra claras ventajas, frente a otros procesos
termoquimicos ya que partiendo de biomasa de bajo valor y ampliamente disponible puede generar
variedad de materiales carbonosos que tienen un alto potencial en aplicaciones como precursor de
carbones activos mediante activacion fisica o quimica (Titirici y Antonietti, 2010; Villamil, 2020).

La HTC a diferencia de la pir6lisis es un proceso exotérmico capaz de tratar la biomasa
hdmeda dentro de un rango de temperatura mas bajo entre los 180-250 °C y la presion de equilibrio
correspondiente (2-10 MPa), el proceso da como resultado un hidrocarbén sélido (hidrochar), un
agua de proceso (APHTC) con alta carga orgéanica y una fase gaseosa minoritaria compuesta
fundamentalmente por CO. (Marin-Batista et al., 2019). La carbonizaciéon hidrotermal ha
evolucionado como una tecnologia sostenible, respetuosa con el medio ambiente y
energéticamente eficiente, mostrando un rendimiento prometedor como un tratamiento alternativo
de los lodos de depuradora (Becker et al., 2019). Ademas, mejora significativamente la
deshidratacion del sélido resultante, elimina las sustancias nocivas como disruptores endocrinos,
patdgenos y otros microorganismos, e incluso Wang et al., (2019) mostr6 que la HTC promueve
la disminucion de las fracciones biodisponibles directas de los metales pesados, y la conversion de
los contaminantes organicos a través de reacciones de carbonizacion tipicas como hidrolisis,
descarboxilacion, deshidratacion, polimerizacion y condensacion.

Las condiciones del proceso (temperatura, tiempo de retencion) se pueden gestionar
convenientemente para optimizar las propiedades de los hidrocarburos solidos y la retencion de
nutrientes (P-PO4>~ y N-NH."). En estudios llevados a cabo en el grupo de Investigacion de la
Universidad Autonoma de Madrid se determind que las condiciones 6ptimas para la carbonizacion

de lodo son 210 °C y 1h de tiempo de reaccion (Villamil, 2019).
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El agua de proceso obtenida contiene hasta un 15-20% del carbono inicial, principalmente
en forma de &cidos férmico y acético, azucares, nutrientes y otros compuestos (de la Rubia et al.,
2018a). Ademas, se forman compuestos recalcitrantes como furfural, fenoles, furano, pirazinas y
pirimidinas que pueden tener caracter inhibitorio de procesos biologicos (Villamil, 2018a). Estas
APHTC pueden ser tratadas por digestion anaerobia debido al valor agregado de la recuperacion
de energia en forma de biogas (Marin-Batista et al., 2020) pero también resulta interesante
determinar la biodegradabilidad y la toxicidad aerobia de estas aguas por si en la planta de
tratamiento sélo existe tratamiento bioldgico aerobio.

Es bien conocido que la baja toxicidad no estéa relacionada necesariamente con una alta
biodegradabilidad. Por lo tanto, se requiere una evaluacion exhaustiva de estas medidas para evitar
la posible desestabilizacion del sistema bioldgico por la acumulacion de compuestos no
biodegradables (Gomez-Herrero et al., 2020). Estas pruebas se emplean para evaluar tanto la
inhibicion de los microorganismos involucrados en el tratamiento como la biodegradabilidad de
las aguas de proceso (Menaet al., 2020). Entre los bioensayos para determinar la biodegradabilidad
de un contaminante se encuentran dos tipos de pruebas estandarizadas: biodegradabilidad rapida
(prueba respirométrica) y biodegradabilidad inherente (prueba de Zahn-Wellens), que se basan en
la evaluacion de parametros generales como COT, DQO y DBO.

La prueba respirométrica presenta las condiciones operativas mas restrictivas ya que se
utiliza para determinar la degradacion de un determinado compuesto en el medio ambiente,
proporcionando una evaluacion rapida de la biodegradabilidad de un compuesto xenobiotico que
ingresa a un biorreactor midiendo la tasa de absorcion de oxigeno del lodo activado tras la
exposicion al compuesto objetivo durante 24 h pues, la tasa de absorcion de oxigeno esta

directamente relacionada con la degradacion del sustrato. Por otro lado, la prueba Zahn- Wellens
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dura 28 d y es menos restrictiva, debido a que se usa comunmente para estudiar la eficiencia de un
tratamiento bioldgico en las PTAR (Sanchis et al., 2014).

Se han desarrollado diferentes bioensayos para estudiar el efecto toxico de los
contaminantes seleccionando el tipo apropiado de microorganismo, la proporcion de biomasa a
sustrato o las herramientas propuestas para determinar los efectos toxicos (Gomez-Herrero et al.,
2018), el ensayo Microtox, basado en la actividad de Vibrio fischeri, es una de las pruebas de
toxicidad aguda mas utilizadas debido a su simplicidad, reproducibilidad y respuesta rapida que
permite obtener el valor ECso, definido como la concentracion del APHTC (uM) que causa una
disminucion del 50% en la luminiscencia de Vibrio fischeri (Gomez-Herrero et al., 2020). Con
estas pruebas se evalla el impacto potencial de las APHTC en el medio ambiente y la idoneidad
de un tratamiento bioldgico.

Finalmente, para el tratamiento de biodegradabilidad a largo plazo resulta muy adecuado
el empleo de SBRs, los cuales son sistemas de depuracion bioldgica aerobia, donde se emplean
fangos activos constituidos por bacterias, hongos, algas, protozoos y metazoos, encargados de la
degradacion de compuestos biolégicamente degradables. La diferencia con otros sistemas de
tratamiento biol6gico como los lodos activos, que requieren de una balsa y un decantador, es que
en el SBR todas las operaciones (anoxia, aireacion, sedimentacion y vaciado) se realizan en un
solo tanque, temporizando las secuencias. Basicamente en los SBR tras agregar el fango activo,
que actuara como inoculo, el proceso de depuracion se lleva a cabo en cuatro etapas: i) El llenado,
donde se introduce el “alimento” elaborado a base de nutrientes y el agua de proceso que se desea
analizar, el llenado se realiza con o sin agitacion y puede ser anoxico 0 con oxigeno, en funcion

de lo que se quiera conseguir. ii) La reaccion, se inyecta aire al sistema y la biomasa microbiana



TOXICIDAD Y BIODEGRADABILIDAD AEROBIA DE LAS APHTC 27

se mezcla con el APHTC permitiendo que se produzca la eliminacion de materia orgénica por
oxidacion aerobia, basicamente ocurre la siguiente reaccion:
Materia orgéanica + Oz + nutrientes Biomasaactva - cO, + hjomasa + Energia

iii) La sedimentacion, eliminando el aire y la agitacion se consigue que el fango activo del
licor mezcla decante por gravedad y el sobrenadante superficial es el agua tratada. iv) El vaciado,
es donde se retira del reactor el agua tratada y se purga, si es necesario, el fango concentrado en el
fondo controlando la concentracion de microorganismos que permanece en el reactor.

Las ventajas que presenta la tecnologia SBR frente a los reactores bioldgicos
convencionales son: que requiere menor espacio, menor inversion y menores costes de
mantenimiento. Ademas, el proceso esta totalmente automatizado, y proporciona gran flexibilidad
operativa en funcion de la duracion de los ciclos y el modo de operacion de cada ciclo.

2.2 Método
2.2.1 Carbonizacién hidrotermal (HTC)

En un reactor de acero inoxidable de 4 L (Zipperclave) con 127 mm de didmetro interior y
312 mm de longitud interior, con impulsor Rushton (didmetro: 50,8 mm), valvula de descarga en
el fondo, sello con junta torica en material de vitén, controlador Iberfluid (1B62) de temperatura 'y
velocidad de agitacion y un enfriador de serpentina ubicado en el centro del reactor (Figura 3); se
Ilevaron a cabo ensayos de carbonizacion utilizando 1,5 kg de lodo secundario, lodo mixto o
digestato respectivamente procedentes de una PTAR de la Comunidad de Madrid (Espafa). La
caracterizacion del lodo secundario fue 4,6% ST y 3,8% SV, 5,1% ST y 4,3% SV para el mixto y
20 y 19,2% ST y SV para el digestato, respectivamente. La reaccion se realizd bajo una
temperatura de 210 °C durante 1 h. El sistema se calent6 usando una rampa de 2 °C /min y agitando

a 150 rpm, las reacciones se detuvieron con agua de grifo usando el enfriador de serpentina. La
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mezcla de hidrochar y fraccion liquida se separ6 mediante centrifugacion a 750 rpm durante 10
min mediante una centrifuga SIGMA 3-16KL vy filtracion al vacio con un filtro de 0,45 mm. El
hidrochar seco se triturd, se tamiz6 y guardo, el agua de proceso o fraccion liquida se caracterizo
como se detalla a continuacion.

Figura 3

Reactor empleado para el tratamiento de HTC

A las muestras solidas tanto de materia prima (lodos) como de hidrochar se les analizé la
composicion elemental (C, H, N, y S) la cual se determin6 en un analizador CHNS (LECO CHNS-

932) utilizando el procedimiento estandar del fabricante.
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2.2.2 Caracterizacion fisico-quimica de las aguas de proceso (AP)

Las tres aguas de proceso se caracterizaron mediante la determinacion de solidos totales y
volatiles, pH, alcalinidad, conductividad, DQO, COT, formiato, acetato, N-NHs4, NO2", NOs,
Nitrogeno Total, P-P0s%, P Total, 4cidos grasos volatiles (AGV) y cromatografia de gases masa

(GC-MS).

Sélidos totales (ST). Los s6lidos se determinaron en funcion del peso de la muestra que
queda después de la evaporacion y secado en estufa (Apéndice A). Para ello, se utilizaron cépsulas
que inicialmente se introdujeron en una estufa a 105 °C durante 1 h, enseguida se colocaron en un
desecador durante 30 min y se tararon; posteriormente, se agitaron cada una de las fracciones
liquidas y se obtuvo una muestra homogeénea para cada una de ellas, de las cuales se pesaron 20 g
(equivalentes a 2 mL) dentro de la capsula y se introdujeron en la estufa a 105 °C durante 24 h.
Finalmente se dejaron enfriar en el desecador y se pesaron las capsulas con la muestra seca,
obteniendo asi los valores necesarios para calcular los sélidos totales por medio de la siguiente
ecuacion:

ST=[(A - B) - 1000]/V
Donde A es el peso final de la capsula con el residuo seco, en gramos, B es el peso inicial

de la capsula tarada en gramos y V es el volumen de muestra sometida a secado (2 mL).

Solidos volatiles (SV): Se obtuvieron tras la pérdida de solidos totales, suspendidos o
disueltos después del proceso de ignicion de la muestra durante un tiempo y temperatura
especifico. La cuantificacion de los SV se realizé utilizando la muestra seca dentro de la capsula

con la que se determinaron los ST, introduciéndola en un horno mufla a 950 °C durante 6 h
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obteniendo las cenizas (Apéndice A). Posteriormente se dejé enfriar en un desecador antes de ser
pesada para calcular el contenido en SV, segun la siguiente ecuacion:
SV =[(C - D) - 1000]/V
Donde C se refiere al peso de la muestra seca en gramos, D es el peso en gramos de la

muestra después de la calcinacion (cenizas) y V es el volumen de muestra desecada (2 mL).

pH: Esta medida se realiz6 con un pHmetro Crison 20 (Instrumentos Crison, Espafia)
segun el método estandar 4500H (APHA 1998). El equipo se calibrd con unas soluciones estandar

depH4,7y09.

Alcalinidad total: Se midi6 por medio de titulacion a pH 4,3. El proceso de titulacion se
realizé mediante un Titulador Titromatic 2S (Instrumentos Crison, Espafia) con H2SO4 0,02 N. Se
calibro con soluciones estandar de pH 4 y 9 antes de las mediciones. La alcalinidad total se calcul6
de la siguiente manera:

Alcalinidad total = (VA - N - 50000) / V
Donde VA es el volumen de H>SO4 necesario para alcanzar pH 4,3, N es la normalidad de

H2S04 (0,02 N) y V es el volumen de la muestra (2 mL).

Conductividad: Definida como la propiedad de conducir la corriente eléctrica que poseen
las soluciones acuosas. Esta medida se tomo con un conductimetro GLP 31 (Instrumentos Crison,

Espafia), calibrado con patrones de conductividad de 147 y 1413 mS / cm, respectivamente.
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Demanda quimica de oxigeno (DQO): Se define como la cantidad de un oxidante
especifico, en este caso dicromato de potasio, que reacciona con la muestra en condiciones
controladas. La cantidad de oxidante consumida se expresa en términos de su equivalencia de
oxigeno. El ion dicromato (Cr.07%") se reduce al ion cromico (Cr®*). Tanto los componentes
organicos como los inorganicos de una muestra estan sujetos a oxidacion, pero en la mayoria de
los casos el componente organico predominay es de mayor interés. Esta determinacion se llevo a
cabo siguiendo el método 5220D (APHA 1998). Se colocaron 2,5 mL de muestra en un tubo de
ensayo, afiadiéndole 1,5 mL de dicromato de potasio y 3,5 mL de &cido sulfirico-sulfato de plata
este Gltimo, actu6 como catalizador en el medio &cido. Después de mezclar, se deposito en un
termorreactor Velp ECO-16 (Velp Scientifica, Italia) a 150 °C durante 2 h (Apéndice B).
Finalmente, la muestra se enfrié a temperatura ambiente, enseguida se midio la absorbancia de
cada muestra, iniciando por la muestra en blanco a una longitud de 560 nm en un espectrofotometro
UV-6000PC (Jinan Precision Testing Equipment, China), determinando de esta manera la

concentracion de DQO.

Carbono organico total (COT): Se basa en la combustion por oxidacion catalitica
completa a temperaturas altas (aprox. 720 °C) para convertir el carbono orgéanico en CO..
Inicialmente se filtr6 la muestra haciendo uso de un filtro de microfibra de vidrio de 0,45 um que
se introdujo a un analizador automatico TOC-VCPN (Shimadzu) (Apéndice C), realizando la
combustion de la muestra, donde el gas generado se analiza con un sensor de infrarrojos no
dispersivo (NDIR), obteniendo el COT por la diferencia entre el carbono total (CT) y el carbono

inorganico total (CIT).
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Cromatografia idnica. Siguiendo la metodologia descrita en el articulo de Mena, et al.,
(2019) las concentraciones de formiato y acetato se determinaron en un cromatografo de iones
DIONEX ICS-900 con supresion quimica, utilizando una columna Dionex lonPac AS22 de 4 x
250 mm como fase estacionaria y una solucién de 1,4 mmol L — 1 de NaHCO3 /4,5 mmol L -1

de Na2COs3 a 1 ml/min como fase movil. El volumen de la muestra inyectada fue de 25 pl.

Acidos Grasos Volatiles (AGV). Se cuantificaron con el cromatografo de gases GC-FID
Varian 430 (Apéndice E), se us6 helio como gas inerte durante la fase maévil que transporto la
muestra volatilizada en el inyector a través de la columna cromatografica. Se utilizé una columna
con fase de Nukol (polietilenglicol modificado con acido nitrotereftalico) de 30 metros de longitud,
0,25 mm de diametro interno y un grosor de 0,25 um. Los compuestos se separaron en funcion de
su grado de volatilidad y su afinidad por la fase estacionaria. Como detector se utilizé el detector
FID (ionizacion de llama) el cual dispone de un elevado rango de deteccion de compuestos. Para
la preparacion de la muestra fueron mezclados 900 pL de la muestra previamente filtrada en un
vial de 1500 pL con 150 pL de H3PO4 para ajustar el pH por debajo de 2, y 150 pL de una solucién

de acido crotonico (2000 mg/L) como patron interno.

Cromatografia de gases masa (GC-MS). El analisis de componentes mayoritarios se
realizo filtrando una muestra por cada APHTC de la cual se usé una alicuota de 1 pl. Se empled el
equipo GC/MS EVOQ-TQ con modo de inyeccion SPME_Fibra PDMS. ElI método
cromatografico consistio en una T2 inicial horno 70 °C (hold 2 min) hasta 250 °C con una rampa
de calentamiento de 7 °C/min (hold a 250 °C 20min), se utilizo helio (He) como gas transportador

con un flujo de 1 mL/min y una energia electronica de 70eV.
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Las demas caracterizaciones de las aguas se determinaron empleando los kits de Hach
(Apéndice D) Lange: Paraamonio (N-NHa4) se utilizé el LKC 302 47-130 mg/L, para nitrito (NO2")
LCK 341 0,15-0,600 mg/L, para nitrato (NO3") LCK 339 0,23-13,50 mg/L, para Nitrégeno total
LCK 138 1-16 mg/L, para Fosfato (P - PO*") y Fosforo total LCK 350 de 2-20 mg/L y 6-60 mg/L
respectivamente, siguiendo las metodologias planteadas en los kits para cada una de las aguas de
proceso y tomando sus respectivas lecturas por medio del equipo Hach Lange 3900DR

(Instrumentos Hach, Estados Unidos).

2.2.3 Analisis de Ecotoxicidad con el Método Microtox®

La ecotoxicidad se establecio mediante la medicion metabdlica de la bacteria
bioluminiscente Vibrio fischeri (Photobacterium phosphoreum) al estar en contacto con las AP,
este ensayo se realiz de acuerdo con el procedimiento de prueba estandar Microtox® (ISO 11348,
2007), basado en la disminucién de la emision de luz por parte de la bacteria marina después de
estar 15 min en contacto con la muestra a pH de 6-8, usando para la medicién un analizador
Microtox M500 (Azur Ambiental). Los resultados se expresaron en términos de I1Cso, definida
como la concentracion eficaz de AP que provoca un efecto inhibidor del 50% de los
microorganismos. Los resultados informados fueron el promedio de las mediciones llevadas a cabo
por triplicado, con una medida estandar menor al 10%.
2.2.4 Fuente de Indculo

El lodo activado proveniente de un biorreactor de membrana (MBR) de una fabrica de
cosméticos en Madrid (Espafia) se depositd en un SBR para estabilizarlo (Figura 4), con una tasa
de carga organica (sodio acetato y glucosa) de 0,4 mg DQO/mg VSS operado a temperatura

ambiente, utilizando como fuente de alimentacion nitrogeno y fésforo, sulfato de amonio y acido
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fosférico respectivamente. Se fijé una DQO: N: P de 100: 5: 1 (p/p) y sales minerales (FeCls,
CaCl,, KCI y MgCl,) se agregaron como suministro de micronutrientes en la relacion DQO:
micronutrientes (Fe, Ca, Ky Mg) de 100: 0,05 (p/p).
A este lodo se le realizd un control diario de solidos suspendidos totales (SST), indice
volumétrico de lodos en 30 min (IVL3o) y observacion al microscopio (Apéndice I, J, K).
Figura 4

Reactor SBRmagre de donde se extrae el lodo activado

El proceso para la determinacién de los SST se realizé siguiendo la Norma 2540D (APHA
1998), filtrando una muestra homogenizada a través de un filtro de fibra de vidrio estandar pesado
y el residuo retenido en el filtro se secd a una temperatura de 105 °C por 1 h. El aumento de peso
del filtro representa el total de solidos en suspensién. La concentracion de sélidos suspendidos
totales se calcul6 de la siguiente manera:

SST = (Pg-Pe)/V+
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donde Pq es el peso de la muestra seca, Pr es el peso del filtro y Vs es el volumen de muestra que
se filtrd.

Para el 1VVL3o que es el volumen de un lodo en mL ocupado por un gramo de fango activo
después de 30 min de decantacidn, se realizé tomando 1000 mL de lodo activo homogenizado que
se introdujeron en una probeta dejandolo en reposo por 30 min y anotando los mL sedimentados,
para la determinacién del valor de IVL se empled la siguiente ecuacion:

IVL3o = (1000 - mL de sedimentacion) / SST

En cuanto a la observacion al microscopio, se utiliz6 un microscopio vertical Nikon con
analizador de imagenes Eclipse Ci-S / Ci-L, equipado con una cdmara digital DS-Fi2 y una unidad
de control DS-U3 marcas Nikon (Apéndice 1), que se emplearon para diariamente obtener
micrografias y de esa forma controlar los microorganismos y la cantidad de ellos presentes en el
lodo.

Este lodo estabilizado se utiliz6 como indculo para los ensayos de biodegradabilidad a corto plazo
(biodegradabilidad inherente, biodegradabilidad rapida) y los ensayos de biodegradabilidad a largo
plazo en reactores biol6gicos secuenciales.

2.2.5 Biodegradabilidad Rapida

La biodegradabilidad rapida de las aguas de proceso se evalud en un respirometro
discontinuo de medida en fase liquida (LSS), utilizando lodos no aclimatados (350 mg VSS/L) en
presencia de un sustrato facilmente biodegradable (acetato de sodio) junto con diferentes
concentraciones de las AP (CM 0,1 y 0,4). EIl equipo utilizado consté de dos reactores
independientes de 1 L, cerrados herméticamente para descartar la transferencia de oxigeno del aire
a la fase liquida, conteniendo en su interior las sondas de oxigeno y las conducciones de aire,

ambas controladas mediante una interfase que registra la concentracion de oxigeno a tiempo real
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y un agitador magnético para homogenizar el medio de reaccion. El ensayo se realizd a una
temperatura de 25 °C controlada por un bafio termostatizado (Apéndice G). La tasa de absorcion
de oxigeno especifico y la evolucion del COT fueron medidos a lo largo de 72 h. Estos reactores
operaron de manera simultanea garantizando asi la reproducibilidad de los resultados a traves de
ensayos por duplicado.
2.2.6 Biodegradabilidad Inherente

La prueba de Zahn-Wellens se realiz6 de acuerdo con las directrices de la OECD 302 B
(OECD 1992). En una botella de vidrio ambar (0,5 L) se mezclé lodo activado, AP (en relacion de
contenido de carbono de las AP, el indculo (peso seco) fue de 1:4) en medio mineral acuoso
(tampon fosfato con CaCl (27,5 mg/L), MgSOs-7H20 (22,5 mg/L) y FeClz - 6H20 (0,25 mg/L/))
que se agito y aired a temperatura ambiente durante 28 d (Apéndice H). Se tomaron muestras
periddicamente para el analisis de COT y DQO a lo largo del ensayo. Cada compuesto se probo
en paralelo en dos botellas diferentes para garantizar la reproducibilidad y para verificar la
actividad del lodo, también se realiz6 una prueba de control usando etilenglicol como compuesto
de referencia.
2.2.7 Biodegradabilidad a largo plazo

La evaluacion de la biodegradabilidad en ensayos de larga duracion se llevo a cabo en tres
reactores SBR termostatizados de 2,5 L, equipados con sondas para la medida de oxigeno disuelto
y pH; bombas peristélticas para la alimentacion y descarga, asi como para la adicion de NaOH
asegurando un pH adecuado. La aireacion fue suministrada por un compresor de flujo a través de
un difusor cerdmico utilizando un caudal de 5 L/min asegurando una concentracion adecuada de
oxigeno disuelto. Los experimentos se realizaron a una temperatura de 25 °C y una velocidad de

agitacion de 300 rpm, utilizando un tiempo de retencion hidraulico de 7 d, una concentracion de
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microorganismos aerobios de 3000 mg SVS/L y un tiempo de residencia celular de 25 d. El ciclo
de operacion de los SBRs const6 de 8 h: incluyendo llenado andxico (0,25 h), reaccion aireada
(7,0 h), sedimentacién (0,5 h) y vaciado (0,25 h) (Figura 5).

Se determind la evolucion de la concentracion de COT y DQO extrayendo muestras
liquidas (20 mL) de cada reactor con una jeringa, que luego fueron filtradas con un filtro de PTFE
(tamano de poro de 0,22 um), aumentando casa semana la concentracion de las AP. Una vez por
semana se tomaron 10 muestras en diferentes etapas del ciclo para monitorear el proceso de
biodegradacion en cada uno de los tres SBRs.

Figura 5

Reactores bioldgicos secuenciales
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2.3 Resultados
2.3.1 Carbonizacién Hidrotermal

Los lodos secundarios, mixto y digestato, luego de ser sometidos al tratamiento de
carbonizacion hidrotermal dieron como resultado el hidrochar y el agua de proceso que, en un
principio se encontraban mezcladas en una especie de slurry (Figura 6A) y por medio de filtracion
al vacio (Figura 6B) se obtuvieron las dos fracciones por separado (Figura 6C, D).

Figura 6

Obtencién de hidrochar y agua de proceso

Nota. A) Producto luego de la HTC. B) Separacién de las fracciones por medio de filtracion al vacio. C) Hidrochar.
D) Agua de proceso.
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Tanto los lodos como los hidrochar obtenidos se sometieron a un analisis elemental (CHNS) para
determinar su contenido en carbono y su poder calorifico (PC) (Tabla 1), donde se observé que el
hidrochar con mayor PC fue procedente del lodo mixto con un valor de 20,35 MJ/kg, seguido por
el HC210 del lodo secundario con 19,50 MJ/kg.

Tabla 1

Caractetizacion de los lodos de partida y de los hidrochar obtenidos por HTC.

Contenido Materia Carbono

solido C H N S @) Cenizas  volatil fijo PC

b.s % bs% bs% bs% bs% bs% bs% bs% bs% MJkg
(LS) 4,6 38,5 5,4 7,2 0,7 25,4 22,8 63,6 13,6 16,66
(LM) 51 42,5 59 6,4 0,8 17,6 26,8 62,4 10,8 19,38
(LD) 19,9 30,9 4,6 4,7 15 33,1 25,2 69,7 51 12,33
HC210 LS - 42,5 59 4,3 0,8 16,7 29,8 60,6 9,7 19,50
HC210_LM - 44,3 6,1 2,1 0,2 15,7 31,7 55,9 12,4 20,35
HC210 LD - 40,0 5,6 6,4 0,9 18,4 28,9 65,3 5,8 17,98

Nota: LS: Lodo secundario, LM: Lodo mixto, LD: Lodo digerido, HC210: Hidrochar de 210 °C, b.s: Base seca, PC:

Poder calorifico.

2.3.2 Caracterizacion fisico-quimica de las aguas de proceso

Las AP obtenidas de cada lodo, se analizaron determinando sus caracteristicas fisico-
quimicas comprendiendo parametros que incluyeron desde el pH hasta el P Total como se muestra
de manera ordenada en la Tabla 2; de tal forma que se pudo observar que el AP de digestato (APD)

fue la que obtuvo los valores mas altos en practicamente todos los parametros analizados.
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Tabla 2

Caracterizacion fisico-quimica de las AP

APLS APLM APD
pH 57+0.1 5001 6,601
Alcalinidad total (g CaCOa/L) 2,7+0,1 32+0,1 7301
Conductividad (mS/cm) 6,5+0,1 6,6 0,1 99+0,1
ST (g/L) 20,3+3,5 18,4 £3,5 51,9+3,5
SV (g/L) 18,2+25 16,8+25 50,2+2,5
DQO (g OJ/L) 355+0,2 35,2+0,2 62,3+0,2
COT (g/L) 11,3+£0,2 9,3+£0,2 29,1+0,2
Formiato (mg/L) 338+0,1 330+0,1 863+0,1
Acetato (mg/L) 2373+0,1 4466 £ 0,1 4497 +£0,1
N-NH4 (mg/L) 1120+0,2 1316 £ 0,2 3472,+0,2
NO? (mg/L) n. d n. d n. d
NOs. (mg/L) n.d 06+0,1 3,1+£01
Nitrégeno Total (mg/L) 2875+£0,1 4675+0,1 9750+ 0,1
P-P0,* (mg/L) 241+0,1 447 +0,1 47,2+0,1
P Total (mg/L) 435+0,1 645+0,1 70,8 0,1

Nota: APLS (Agua de proceso lodo secundario), APLM (Agua de proceso lodo mixto), APD (Agua de proceso
digestato), n. d (Compuesto no detectado).

Con respecto a los valores de pH, las tres AP son acidas, siendo APLM el agua mas acida
con un valor en torno a 5,0, seguida por el APLS con 5,7 y finalmente el APD con 6,6. La
alcalinidad total mas alta la present6 el APD con 7,3 g CaCOgs/L igual que la conductividad con
9,9 mS/cm, los valores mas bajos en estos dos parametros los present6 el APLS con 2,7 g CaCOas/L
y 6,5 mS/cm respectivamente. En términos de alcalinidad los valores para el APLS y APLM
fueron cercanos entre ellos, pero bastante lejanos al valor mostrado por el APD con una diferencia
de 4,35 g CaCOg3/L.

Los ST y SV para las APLS y APLM fueron proximos entre ellos, tomando valores dentro

del rango de 16,8 g/L y 20,3 g/L siendo el APLM el agua que represento los valores mas bajos.
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Por el contrario, el APD mostrd valores elevados casi de manera duplicada en comparacion con
las otras dos aguas, siendo 51,9 g/L la cantidad de ST y 50,2 g/L de SV caracterizandola como el
AP con mayor cantidad de materia orgénica disuelta y suspendida, esto también queda patente en
los valores de DQO y COT con 62,3 g O2/L y 29,1 g/L para esta agua, mientras que para las APLS
y APLM los valores en estos dos pardmetros estuvieron por debajo de los 36 gO2/L y 12 g/L,
respectivamente, estando muy cercanos entre ellos y manteniéndose el APLM con los valores mas
bajos (Tabla 2).

En cuanto a los compuestos quimicos cuantificados, en el caso del formiato y el N-NH4
para las APLS y APLM tomaron valores con diferencias bajas entre ellos, sin embargo, para el
APD los valores de estos compuestos duplicaron a los de las otras aguas; en el caso de los demas
compuestos se presentaron variaciones altas entre las distintas AP. Aunque, es importante resaltar
que el Nitrégeno total y el acetato fueron los que se presentaron en una mayor concentracién con
respecto a los demés compuestos en las tres aguas de proceso, basicamente se obtuvieron valores
de Nitrogeno total de 2875, 4675 y 9750 mg/L para el APLS, APLM y APD respectivamente, en
cuanto al acetato las concentraciones fueron de 2372,5, 4465,8 y 4497,1 mg/L para el APLS,
APLM y APD respectivamente. Por el contrario, no se detecto la presencia de Nitrito (NO?) en
ninguna de las tres AP, de igual forma que el Nitrato (NOs.) para el APLS y en bajas
concentraciones en el APLM y APD.

En cuanto a los &cidos grasos volatiles (AGV) conocidos como acidos grasos de cadena
corta que van desde C2 a C7 y se clasifican en: acido acético (C2), acido propidnico (C3), acido
isobutirico (iC4), acido butirico (C4), acido isovalérico (iC5), acido valérico (C5), acido

isocaproico (iC6), acido caproico (C6) y acido heptanoico (C7), también se incluyeron en la
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caracterizacion de las aguas de proceso para obtener informacion acerca de la contaminacion y
presencia de biomasa en ellas (Figura 7).

Figura7

Representacion gréafica de la concentracion de los AGV presentes en las tres aguas de

proceso, determinados mediante GC-FI).
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Nota. En el eje X se encuentran los AGV en sus representaciones. APLS (Agua de proceso lodo secundario), APLM
(Agua de proceso lodo mixto), APD (Agua de proceso digestato).

Tras este analisis se logré observar que el &cido graso con mayor concentracion presente
en las tres AP fue el C2 haciendo referencia al acido acético (Figura 7) lo que se puede relacionar
con las altas concentraciones de acetato mostradas en la Tabla 2. De manera mas detallada, para

el APLS los AGV maés abundantes fueron el C2 con una concentracion de 2277,4 mg/L equivalente
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al 71,3% de los AGV totales presentes en esta muestra, seguido por el C3 con 364,3 mg/L (8,5%)
y por ultimo el iC5 con 321, 5 mg/L (5%), de igual manera para el APLM se mantuvo el C2 con
2932, 1 mg/L (70,4%), el C3 con 507,5 mg/L (12,2%)y el iC5 con 379,2 mg/L (9,1%), finalmente
para el APD se presentaron el C2 con 4287, 8 mg/L (77,7%), el iC5 con 479,2 mg/L (8,7%) vy el
C3 con 318,3 mg/L (5,8%). Los demas AGV en las tres aguas de proceso mostraron
concentraciones bajas que se representaron con porcentajes que van desde los 0,3% y no superan
el 2% del total de los AGV.

La cromatografia de gases-masa (GC-MS) dio como resultado tres cromatogramas, uno
para cada AP (Figura 8) y un reporte cromatografico acerca de los componentes mayoritarios
presentes en las muestras (Tabla 3). Con los cromatogramas (Figura 8), se logré inferir que el
patron de comportamiento en los picos los cuales indican las sustancias que van llegando al
detector son muy similares para las APLS y APLM en cuanto a la intensidad de sefiales como al
tiempo de retencion (TR) en la columna cromatogréfica, por otro lado, en el APD a pesar de que
sus picos se produjeron en el mismo TR en comparacion con las otras AP, la intensidad de las
sefiales fueron més altas, lo que indica que en esta agua de proceso los analitos detectados se

encontraron en concentraciones mayores (Tabla 3).
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Figura 8

Cromatogramas para las distintas aguas de proceso
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Nota. APLS (Agua de proceso lodo secundario), APLM (Agua de proceso lodo mixto) y APD (Agua de proceso
digestato).

El reporte cromatografico se obtuvo mediante la integracion de los picos de los
cromatogramas a traves del programa MS Workstation (Version 6; Varian:2010), donde se reporta
el TR (min) en el que fue detectado el componente por parte del polimero que recubre las paredes
internas de la columna cromatografica, lugar donde se separan las distintas sustancias de la muestra
dependiendo de su polaridad y punto de ebullicion, el area del pico, la concentracion del

componente detectado y el nombre del compuesto para las tres AP analizadas (Tabla 3).
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Tabla 3

Reporte cromatografico para las tres aguas de proceso

45

AP lodo secundario AP lodo mixto AP digestato
Tr Area C Compuesto Area C Compuesto Area C Compuesto
(min) (%) (%) (%)
4- 4-
3,1 123E+08 3,32 metilpirimidina 1,63E+08 5,36  4-metilpirimidina  4,95E+08 4,99  metilpirimidina
43 143E+08 3,90 2,5- 1,45E+08 4,77  2,5-dimetilpirazina 4,30E+08 4,34 2,5-
dimetilpirazina dimetilpirazina
44  167E+08 4,51 1,4- 1,60E+08 5,25 2,5- 5,97E+08 6,02 1,4-
Benzenediamina dimetilpirazina* Benzenediamina
58 1,63E+08 4,40 2-etil-5- 1,31E+08 4,3 2-etil-5- 6,34E+08 6,40 2-etil-5-
metilpirazina metilpirazina metilpirazina
59 543E+08 14,6 2-etil-5- 4,03E+08 13,2 2-etil-5- 1,24E+09 12,5 2-etil-5-
metilpirazina metilpirazina metilpirazina
74  498E+08 13,4 2,3- 4,09E+08 13,6  2,3-Dietilpirazina  1,04E+09 10,5 2,3-
Dietilpirazina Dietilpirazina
76 6,84E+07 1,84 2,3- 8,60E+07 2,86 4,5-dimetil-o- 2,71E+08 2,74 2,3-
Dietilpirazina fenilendiamina* Dietilpirazina
9,0 1,69E+08 4,50 2,3,5,6- 1,21E+08 3,96 Acido 4- 3,93E+08 3,97 Acido 4-
tetrametil- formilbenzoico formilbenzoico
Fenol*

Nota: C (concentracion). *Compuesto de un AP que difiere respecto a las otras dentro del mismo TR.

Se integraron los picos presentes en el trascurso de los 15 min, en el caso del APLS se

analizaron 80 picos, en el APLM 33 y en el APD 50, donde se reflejaron distintos tipos de

compuestos, los nitrogenados fueron los mas predominantes en las tres AP; exactamente en el



TOXICIDAD Y BIODEGRADABILIDAD AEROBIA DE LAS APHTC 46

APLS representaron el 45,25%, en el APLM el 61% y en el APD el 67% el porcentaje faltante se
distribuy6 entre compuestos fenolicos, compuestos de silicio e hidrocarburos aromaticos.
Tabla 4

Compuestos mayoritarios que difirieron entre las aguas de proceso.

AP secundario AP mixto AP digestato
Tr C Compuesto Estructura C Compuesto Estructur C Compuesto Estructura
(min) (%) (%) a (%)
1,4- 2,5- " 1,4-
44 451 Benzenediami -_ .~ 525 dimetilpirazina | 6,02 Benzenediamina =_ .
na : . - \ 2 -
2,3- 4,5-dimetil-o- o 2,3-
7,6 1,84 Dietilpirazina — /2,86 fenilendiamina wt | 2,74 Dietilpirazina A
2,3,5,6- 7 Acido 4- o Acido 4- o S
90 4,50 tetrametil- 3,96 formilbenzoico . <,/ 3,97  formilbenzoico = \_/
Fenol o

En la Tabla 3 se muestran solo los compuestos en el tiempo comprendido entre los 3,1 min
y los 9,0 min debido a que en ese rango los picos mostraron mayor intensidad (Figura 8) y mayor
area teniendo en cuenta gque entre mayores sean los valores de estos dos parametros mayor es la
concentracion del compuesto detectado, se conocid que para los mismo TR en cada una de las AP,
el pico producido en ese tiempo representd el mismo componente, excepto para los TR 4,4 min,
7,6 min donde fue distinto el componente en el AP del lodo mixto y para el TR en 9,0 min difirio
el AP del digestato (Tabla 4). También se pudo observar que, a los 5,9 y 7,4 min, respectivamente
se detectaron las mayores concentraciones de los componentes con valores alrededor de los 10,5

y 14,5% cuyas sustancias hacen parte de compuestos de tipo nitrogenados.
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2.3.3 Analisis de Ecotoxicidad con el método Microtox®

Con el analisis de ecotoxicidad por medio de la prueba estdndar de Microtox® se
obtuvieron los valores de ICsp y la cantidad de unidades toxicologicas (UT) para cada una de las
AP (Tabla5). Teniendo en cuenta que la ICsoy las UT son parametros que se relacionan de manera
inversamente proporcional, es decir, entre menor sea el porcentaje de I1Cso mayores son las
unidades toxicoldgicas y por ende mayor es la toxicidad de la muestra; se conocio que el AP con
mayor toxicidad es la proveniente del digestato con una ICso de 0,7%, seguida por la del lodo
secundario con 1,9% y finalmente la menos tdxica fue la del lodo mixto con 2,2%.

Tabla5

Resultados de la prueba Microtox® para las tres AP

1Cs0 (%0) IC50 mg/L uT*
AP lodo secundario 1,9 19,0 52,6
AP lodo mixto 2,2 21,8 45,8
AP digesto 0,7 7,1 138,9

Nota: *Unidades de toxicidad o Equitox, referente de toxicidad de cara a la legislacion.

2.3.4 Biodegradabilidad Rapida

La evaluacion de la biodegradabilidad rapida se llevd a cabo mediante ensayos
respirométricos, con el fin de observar la actividad de la biomasa al ser sometida a distintas
concentraciones de las AP, se realizaron ensayos con dos cargas masicas (0,1 y 0,4,
respectivamente) para cada una de ellas. En el caso de los ensayos con CM 0,1, todas las AP
mostraron rendimientos positivos en la degradacion de la materia organica siendo el AP del lodo

mixto la que mostré un rendimiento mayor en términos de COT con un 51% y el AP de lodo
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secundario en términos de DQO con un 69%. En cuanto a la CM 0,4 el AP de lodo mixto fue la
Unica muestra que indico valores positivos de eliminacion 35% en COT y 21,1 % en DQO,
mientras que las AP de los lodos secundario y digestato mostraron porcentajes negativos bastante
elevados sobre todo en términos de DQO donde el AP de secundario obtuvo un -35% y el AP de
digestato un -44% (Tabla 6).

La degradacion de la materia orgénica biodegradable mediante digestion aerobia mostro
tendencias similares en cuanto a los pardmetros de COT, DQO y VECO para las tres AP con la
misma CM, pero, distintas tendencias entre cargas excepto para el AP de lodo mixto, la cual tanto
con CM 0,1 como 0,4 mostro tendencias similares (Figura 9).

Para las tres AP con CM 0,1 se observ6 una degradacion al comienzo del ensayo teniendo
en cuenta la disminucion del COT y la DQO acompafiada de un aumento gradual de la VECO, lo
que indica un consumo de oxigeno por parte de los microorganismo para llevar a cabo su
metabolismo, en el AP de lodo secundario la disminucién del COT y DQO siguio progresando a
lo largo del ensayo mientras que para el AP de lodo mixto y digestato a partir de las 2 h se presentd
un aumento en estos parametros que se prolongd hasta las 20 h, sin embargo, a partir de este tiempo
empezaron nuevamente a disminuir observandose un incremento en los valores de VECO hasta
las 50 h ( Figura 9ABC) lo que indic6 degradacion asi como tambien lo reflejaron los datos de la

Tabla 6.
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Figura 9

Representacion grafica de los ensayos de biodegradabilidad rapida
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Tabla 6

Porcentaje de rendimiento en la degradacion de la materia organica

CMO0,1 CMO0,4
COT (%) DQO (%) COT (%) DQO (%)
AP lodo secundario 44 69 -28 -35
AP lodo mixto 51 34,1 35 21,1
AP digestato 414 43,4 -54 -44

Cuando se aument6 la CM, las AP de los lodos secundario y digestato no mostraron una
disminucion en los valores de COT y DQO a lo largo del ensayo, por el contrario aumentaron
(Figura 9A’C”), a diferencia de lo ocurrido para el AP de lodo mixto, cuya tendencia mostré una
degradacion de la materia organica con la disminucion del COT y DQO desde las 2 hasta las 50 h
siendo la unica AP con CM 0,4 que mostro rendimientos positivos de degradacion (Tabla 6).
2.3.5 Biodegradabilidad Inherente

Segun los resultados de este ensayo (Figura 10) se pudo observar que en el transcurso de
los 28 d todas las aguas de proceso evidenciaron un patrén de disminucion del COT y la DQO
mostrando ser biodegradables; con respeto al COT (Figura 10A), se parti6 de una concentracién
inicial paratodas las AP alrededor de los 25 mg/L y al termino de los 28 d, el AP de lodo secundario
arrojo una concentracion de 9,56 mg/L lo que indica un porcentaje de rendimiento del 62%, el AP
de lodo mixto finalizé con 3,65 mg/L equivalente a un 86% de rendimiento y el AP de digestato
fue la que termind con la concentracion mas elevada de 12,6 mg/L y el rendimiento mas bajo con

40,6% respectivamente.



TOXICIDAD Y BIODEGRADABILIDAD AEROBIA DE LAS APHTC o1

Figura 10

Biodegradabilidad Inherente mediante el método de Zahn Wellens
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Figura 10. Biodegradabilidad inherente mediante el método de Zahn Wellens. A) Andlisis en términos de COT. B)
Analisis en términos de DQO.

En términos de DQO (Figura 10B) se observo una tendencia similar a la de COT, se inicio
con una concentracion de 34 mgO2/L también para las tres AP donde la AP de lodo secundario
finaliz6 con 10,7 mgO-/L, la de lodo mixto con 4,6 mgO2/L y la de digestato con 12,6 mgO>/L, en
ese mismo orden se obtuvieron rendimientos en la degradacion de materia orgénica biodegradable
del 68, 86 y 40%, respectivamente. En términos generales, asi como los ensayos de respirometria,
el método de Zahn-Wellens demostr6 que el AP de lodo mixto es la muestra mas biodegradable,
seguida por el AP de lodo secundario y finalmente el AP de digestato.

2.3.6 Biodegradabilidad a Largo Plazo

Como resultados en la biodegradabilidad a largo plazo en los SBRs, se hizo la comparacion
de DQO y COT (inicial vs final) de cada reactor con las diferentes AP agregadas, donde
inicialmente se adicioné una CM de glucosa de 0,4 que se mantuvo hasta el dia 34 para asegurar
que los reactores tuvieran un buen funcionamiento y condiciones similares, aumentando la carga

maésica de la AP a partir del dia 14, y disminuyendo la glucosa a partir del dia 35 cada semana
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(Figura 11), donde se observo que con el aumento de CM de AP aumenta la concentracion de DQO

y COT en los reactores, sin importar que se disminuya la CM de glucosa.

Figura 11

DQOy COT (inical vs final) frente a la glucosa introducidas en los SBRs

DQO APLS COT APLS A
——-D Inicial D Final | . .
QO Inicial S QO Final S Glucosa —— COT Inicial S COT Final S Glucosa
2500 0,45 800 045
—_ 0,4 700 0,4
12000 /f 0,35 ’z'\ T 600 035 _
~ = >
0’1500 ; 03 O = 50 |~/ 03 B
o 025 s E 025 =
£ oo X 02 8 = 400 02 28
8 i’ 0,155 O 300 X 015 3
QO 500 * 0,1 200 O]
m A 0,05 EA® ~ 0.1
. 0 100 e 0,05
0 20 40 60 0 0
Tiempo (d) 0 20 40 60
Tiempo (d)
DQO APLM COT APLM
—— DQO Inicial M DQO Final M Glucosa . i
——— COT Inicial M COT Final M Glucosa B
2500 225 800 045
i
600 '
e 0,3 ~ — 03 ’E\
J \
Q 1500 ~ o g 2500 A ows B
S 02 = g’ 400 R
= 1000 “c gL 300 02 &
8 % 0,15 § »5 % 015 5
O 500 A 01 5 o 200 O S 01 O
o =B 0,05 100 o u 0,05
0 0 0 0
0 20 40 60 0 20 40 60
Tiempo (d) Tiempo (d)
DQO APD COT APD C
——— DQO Inicial D DQO Final D Glucosa —— COT Inicial D COT Final D Glucosa
2500 0,45 800 0,5 CM Glucosa
04 700 04
= 2000 ?J 035 o 600 04 S 035
S 1500 J 0% S 500 03 £ 030
g2 025 400 5 025
~ 02 & X 0.2 5]
O 1000 S 300 S cMAP
4 a o) 200 ©
[a) & - @ 001
* 01 A 0,1
500 ps m A 0.05 100 o = m 002
0 0 0 0 A 004
0 20 40 60 0 20 40 60 ¢ 05
Tiempo (d) Tiempo (d) = 0.10
X 015

Nota. A) Reactor con APLS, B) reactor con APLM y C) reactor con APD.
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A pesar de que la cantidad de COT y DQO aumentaba, la biomasa en los reactores no
disminuia (Figura 12), siendo necesario realizar en varias ocasiones la purga del lodo para
disminuir los SSV y mantenerlo en un promedio de 3000 mg/L.

Figura 12

Grafica de crecimiento del lodo en cada reactor con las diferentes AP en comparacion
con la glucosa
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Para comparar cual de los reactores obtuvo el mejor rendimiento en cuanto a la
biodegradabilidad se tomaron los datos de DQO y COT inicial de los tres reactores con las
diferentes AP y como se observa en la Figura 13 el reactor con el APLM fue el que present6 un
menor aumento en la concentracion de DQO y COT, mientras que el reactor con mayor
acumulacion fue el del APD.

Finalmente para observar como se comportaba la biomasa a lo largo de ensayo, se
realizaron observaciones al microscopio de los tres SBRs (Figura 14), donde se detall6 como todos
los lodos en los primeros dias de ensayo sin AP presentaron una morfologia irregular y dispersa;

sin embargo, con el transcurso del tiempo, se empezaron a formar floculos de aproximadamente
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1mm que siguieron aumentando a medida que se incrementd la CM de AP hasta llegar a la
formacion de floculos de alrededor de 3 mm de didmetro, lo que indicé que el lodo reacciond a la

concentracion de AP.

Figura 13

DQO y COT inicial de cada una de las AP en comparacion con la glucosa
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Figura 14

Micrografias tomadas a 10X de la biomasa activa
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Nota. Las fotografias fueron tomadas en diferentes momentos durante la biodegradabilidad a largo plazo en los SBRs.
A) Micrografia del SBR con APLS, B) Micrografias del SBR con APLM, C) micrografia del SBR con APD.

2.4 Discusion

De manera general, se observo que las aguas del lodo secundario y mixto fueron las que
mostraron valores relativamente cercanos entre ellas en la mayoria de parametros analizados
(Tabla 2), esto se debe a la similitud en la composicion de cada lodo ya que, el lodo mixto es la
mezcla entre el lodo primario y secundario, pero que al compararlas con los resultados del APD,
existe una marcada diferencia, pues esta AP proviene de un lodo que ha sido espesado, digerido y

deshidratado, lo que hace que todos sus compuestos se encuentren mas concentrados.
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En esta caracterizacion se observo que la DQO presenta valores muy elevados para las tres
AP (APLS 35,5 g O2/L, APLM 35,2 g O2/L y APD 138 g O/L) comparada con los valores
permisibles segun la normativa vigente de Colombia, la resolucion 631 del 2015, la cual establece
que los valores méximos de DQO para el vertido de aguas residuales una vez depuradas va desde
150 a 180 mgO2/L y para Espafia segun el Real decreto 509 de 1996 es de 125 mg O/ L (Ley N°
5090, 1996). Y que si se comparan con aguas residuales producto de diferentes industrias
colombianas siguen siendo valores muy altos, como por ejemplo aguas residuales hospitalarias
que reportan un valor de 310 mg O/L (Grisales, et al. 2012. p.112), aguas residuales de curtiembre
con DQO de 1.132 mg O2/L (Mayta, R., y Mayta, J. 2017 p. 335) o aguas residuales de fabricas
de Rallanderia con valores de 4.000 — 7.000 mgO2/L (Nufez, H. 2011 p.19).

Esta DQO se origina de diferentes compuestos presentes en las aguas residuales,
como por ejemplo, en las aguas procedentes de fabricas de papel, estas contienen grandes
cantidades de taninos, compuestos poliméricos de tipo fendlicos que contribuyen hasta con un 50%
de la DQO de sus aguas industriales (Ali & Sreekrishnan, 2001), lo que hace necesario su proceso
de estabilizacion y biodegradacion, antes de ser introducidas a un cuerpo de agua receptor como
un rio o lago, ya que al contener valores tan altos afectaria directamente a la biota, dado que, i) la
materia organica es degradada por los microorganismos, ocasionando el consumo del
oxigeno y matando a la fauna acudtica y ii) la contaminacion presente en las aguas
residuales pueden ocasionar cambios fisiologicos en el metabolismo y alteraciones hormonales
tan severos como lo son trastornos en la masculinizacion, retraso en la madurez sexual,
comportamiento reproductivo anormal, alteraciones en la fecundidad, incubabilidad de huevos e

incluso ocurren variaciones en la proporcion de sexos de los embriones. Sin embargo, los impactos
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de los efluentes sobre los animales terrestres, que beben de estas aguas, no han recibido mucha
atencion (Rana, T. et al. 2004, p.3).

La contaminacion por altos niveles de DQO desde un punto de vista sanitario, se
presenta porque la materia organica ayuda a que proliferen los organismos patégenos que
ya suele contener el agua residual, de manera que cuanto més contaminada, mayor es el
tiempo y el peligro que representan como foco de infeccidn, por tanto, es preciso un proceso
de estabilizacion bioldgica como el aerobio, el cual es utilizado con mayor frecuencia en los
tratamiento a gran escala dentro de la PTAR para muchos efluentes como por ejemplo, Ali &
Sreekrishnan (2001) mencionan que los provenientes de las fabricas de pulpay papel dentro de las
PTAR fueron tratados con biomasa aerdbica de lodo activo no aclimatado, cuyo tratamiento
elimino el 96% de acidos afluentes y otros compuestos facilmente biodegradables a niveles no
detectables en condiciones de lote en 2 a 3 dias.

En la caracterizacion de estas AP también estuvieron presentes nutrientes como
fésforo y nitrdgeno, cuyas cantidades fueron las mas elevadas en comparacion con los demas
elementos (Tabla 2), estos proceden de distintas fuentes, en el caso del nitrégeno, de las
conversiones metabolicas de los compuestos derivados de excrementos (urea y proteinas) y el
fosforo, segin Murcia, (2013) “procede en su mayor parte de los detergentes (polifosfatos)” (p.55).
Su retencidn ocurre en mayor porcentaje durante las primeras etapas de depuracion, con un 2 - 5%
en nitrogeno para el lodo primario y 1 - 6% para el secundario en forma de sélidos suspendidos
(Garcia, 2006, p.62). Lo anterior favorece el enriquecimiento de nutrientes que la biomasa utiliza
para sus procesos de crecimiento biologico, asimilando el fosforo en forma de fosfatos y el

nitrégeno en forma de amoniaco y/o nitrato segun sea el organismo (Deza, 2019).
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El N y P los podemos encontrar en distintas formas o estados de oxidacion en las aguas
residuales y por tanto en los lodos la forma mas comin son los Fosfatos (P-PO4*") y el Amonio
(N-NH4"), cuyas diferencias se les atribuyen a las caracteristicas de los lodos y al proceso de
estabilizacion y deshidratado en el caso del digestato que durante la digestion anaerobia se produce
una conversion de nitrégeno orgénico en nitrégeno amoniacal y de ahi su aumento de amonio.

En los resultados del ensayo de AGV, se pudo observar altas concentraciones de los acidos
para las tres AP, en particular de los acidos acético, isovalerico y butirico (Figura 7), que
constituyen la principal fuente de carbono féacilmente biodegradable para la biomasa, siendo
considerados como el principal sustrato de los organismos aerobios acumuladores de fésforo (Fuhs
y Chen, 1975; Wentzel et al., 1991) al ser compuestos de pequefio peso molecular que pueden ser
absorbidos directamente por la célula para ser metabolizados posteriormente; estos &cidos son el
resultado de la materia organica compleja en general, asi como de las grasas y jabones presentes
en las aguas residuales (Barajas, O. 2002 p.8), que tras la carbonizacion hidrotermal son
concentrados en la fraccion liquida, lo que facilita la biodegradabilidad y crecimiento de la
biomasa. El hecho de que el APD mostrara la mayor concentracion de acido acético se debe a que
la digestion anaerobia permite la acidificacion de la materia orgénica en forma de AGVm
especialmente en acético.

Los resultados presentes en la Tabla 3 relacionados con la cromatografia de gases-masas
para las tres aguas de proceso mostraron que el APLS presentd compuestos de hidrocarburos y
fenoles con porcentaje de concentracion alta (4,51% para 1,4-Benzenediamina del 7,48 % total de
hidrocarburos y 4,50% para 2,3,5,6-tetrametil-Fenol del 12,81% del total de fenoles), al igual que
el APD con dos compuestos de hidrocarburos (6,2% de 1,4-Benzenediaminay 3,97% de Acido 4-

formilbenzoico del 10,04% del total de hidrocarburos) lo que indica que estas AP son altamente
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toxicas, resultado que es respaldado por el presentado en el ensayo de Microtox con la bacteria
Vibrio fischeri, (Tabla 5) que mostrd que de las tres AP las mas toxicas son el APD (138,91 UT),
seguida del APLS (52,57 UT) y por ultimo el APLM (42,80 UT), todas con un alto grado de
toxicidad comparado con las 25 UT méximas establecidas por la ley 10 de 1993 en la
comunidad de Madrid, Espafia (Ley N° 10, 1993) para el vertido de aguas residuales
industriales a la red de saneamiento general; esta toxicidad, en cierta medida es causada
por la presencia de fenoles e hidrocarburos (Tabla 3) ya que estos compuestos aportan una ICso
de 18 mg/L y 75 mg/L respectivamente (Blum, D., y Speece, R. 1991 p, 200) a la total del AP, su
presencia en el medio ambiente representa un riesgo importante para la biota acuética, siendo el
fenol un compuesto muy persistente y letal a bajas concentraciones (5 - 25 mg / L), lo que
representa un peligro para la salud humana (Pardo, S. 2017 p.686). Del mismo modo sucede con
los hidrocarburos, pues representan efectos nocivos ya que son potenciadores de trastornos
genéticos, cancerigenos y causan efectos bioldgicos a largo plazo debido a que su toxicidad en los
organismos acuaticos aumenta con la exposicion a la radiacion solar debido a la fotoactivacion de
moléculas. (Zambrano et al., 2010)

La toxicidad del fenol esta relacionada con la formacién de radicales libres y su
hidrofobicidad, la cual afecta la solubilidad de este compuesto en la fraccién celular y, por tanto,
su posibilidad de interaccién con las células (Pardo, S. 2017 p.686). Por ende, cuando los fenoles
ingresan en ellas, sufren una transformacion activa, principalmente por oxidasas del citocromo
P450. Los procesos de transformacion pueden conducir al aumento de la toxicidad por la
formacion de metabolitos electréfilos que afectan al ADN vy las enzimas (Michatowicz y Duda,
2007 p.347). Un ejemplo de ello, es la disminucion de la bioluminiscencia en la bacteria Vibrio

fischeri ocasionada por alteraciones en su respiracion celular, ya que esta se da por el sistema de
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transporte de electrones y es indicativa del estado metabdlico de la célula, los contaminantes
fisicos, quimicos y biologicos afectan esta respiracion celular perturbando el porcentaje de sintesis
de proteinas y lipidos (Solano, 2005, p.237)

Al someter estas AP a ensayos de biodegradabilidad (Tabla 6), se observé que la
biodegradabilidad rédpida con CM 0,1 present6 un porcentaje de degradacion de 69% para
el APLS, pero que a una CM mayor de 0,4 es el APLM la que mejores resultados obtuvo,
con un porcentaje de 21,1%, que al compararlos con los obtenidos por aguas residuales
urbanas en una PTAR convencional este porcentaje es muy bajo, pues el rendimiento de
disminucion de DQO tras pasar el tratamiento bioldgico secundario en PTAR es del 70-
90% (Quintana, D. 2010 p.98).

Este bajo rendimiento en la biodegradabilidad répida es causado por la falta de
aclimatacion del lodo in6culo a estas AP, también al poco tiempo de exposicién (48h) y a
esto se suman los altos niveles de toxicidad y compuestos recalcitrantes representados por
los fenoles, que son producto de su utilizacion como componentes de tintes, polimeros,
farmacos y otras sustancias organicas o también esta relacionada con la produccion y degradacion
de numerosos plaguicidas y la generacién de aguas residuales industriales y municipales
(Michatowicz y Duda, 2007 p.347).

En todos los ensayos de biodegradabilidad rapida la actividad de la biomasa se concentrd
en las primeras dos horas, donde se presenta un aumento en las VECO por el consumo de los
compuestos facilmente biodegradables presentes en las AP, disminuyendo por tanto su
concentracion en el medio de reaccion (en forma de COT y DQO), que se aprecia mejor a medida
que el AP estuvo mas diluida, debido a una reduccion del efecto inhibitorio sobre el fango activo;

ya que como se describe en el modelo Haldane en ausencia de inhibicion, la velocidad especifica
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de crecimiento aumenta con la concentracion de sustrato hasta llegar a un valor méximo constante.
Cuando el sustrato es inhibitorio, la velocidad especifica de crecimiento aumenta con la
concentracion de sustrato hasta alcanzar un umbral por encima del cual una mayor concentracion
de sustrato disminuye la velocidad de crecimiento (Sanchis, S. 2012 pp.20, 83).

En el caso de la biodegradabilidad inherente se ve que los microorganismos se
adaptan mejor al sustrato con el tiempo y pueden llegar a disminuir la DQO hasta un 86%
en el caso del APLM comparable con los resultados obtenidos para los SBRs con las
diferentes concentraciones de AP (Figura 11), donde se pudo observar que el reactor que presentd
menor concentracion de DQO y COT fue el que oper6 con el APLM (Figura 11B) esto puede
explicarse porque: i) esta AP como mostrd el ensayo de ecotoxicidad (Tabla 5) presenta un
porcentaje de toxicidad bajo en comparacion al que se tiene en las AP del secundario y digestato,
lo que indica que esta AP es menos agresiva con la biomasa y ii) presenta un mayor porcentaje de
fésforo y nitrégeno, que como se plante6 anteriormente pudo permitir a la biomasa un mejor
crecimiento (Figura 12) y adaptacién al sustrato, ademas de tener un porcentaje de AGV alto
logrando ser facilmente biodegradable para el lodo activo, presentando un promedio de
degradacidon del 40% para las diferentes CM, obteniendo un mejor rendimiento con la CM
maés alta (0,15) con un 37% frente a un 29% para el APLS y 20% para el APD.

Todas estas AP pudieron ser degradas gracias a que la microbiota se aclimato,
aunque la DQO continuo siendo muy alta, pues se presentaron valores de DQO de salida
de 750 mg O/ L para el APLS con la CM de 0,15 al final de la reaccién en los SBRs, que
al compararla con la obtenida tras el tratamiento biologico secundario en una PTAR (40-
121 mg O2/L(Quintana, D. 2010 p.98), sigue siendo un valor bastante elevado, por tanto es

recomendable utilizar CM inferiores y estables para los lodos bioldgicos.
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En cuanto al crecimiento y observacion de las bacterias al microscopio (Figura 14) se
observo el aumento del tamafio de los fléculos en los reactores producto de la secrecion de
sustancias poliméricas extracelulares de los rotiferos (Barajas, M. 2002 p.14), facilitando el
arrastre y retencion de biomasa en el SBR (Nancharaiah y Kiran Kumar Reddy, 2018 p.1129) y
esta floculacion puedo darse para la proteccion ante compuestos tdxicos y cuando los
microorganismos se encuentran en presencia de un sustrato facilmente biodegradable (Duque et
al., 2011 p.1130).

Dentro de estos microorganismos se pueden encontrar virus, bacterias, hongos y protozoos,
pues no existe un Gnico organismo capaz de utilizar todos los compuestos orgénicos presentes en
las aguas residuales, ademas, el tipo de organismo presente depende de la disponibilidad de Oo,
del pH y de las condiciones de mezcla, aunque son las bacterias saprofitas las mas predominantes,
responsables de la degradacion y mineralizacion de los compuestos organicos, y pertenecen en su
mayoria a géneros aerobios gram-negativos (Barajas, M. 2002 p.13).

La presencia de ciertas bacterias también puede tener efectos desfavorables sobre los
fangos activados. El desarrollo incontrolado de muchas bacterias de tipo filamentoso impide una
sedimentacion eficaz de los fangos y produce el fendmeno de bulking o fangos voluminosos o
esponjosos, que reprimen la sedimentacion adecuada del lodo y son poco funcionales en un SBR,
como ocurri6 al inicio de la adecuacién del lodo in6culo donde estas bacterias no sedimentaron y

tardd varios meses su aclimatacion hasta obtener una dptima IVLzo (Apéndice k).
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3.Conclusiones

La carbonizacién hidrotermal de lodos residuales secundario, mixto y digerido, resultan
una opcion viable como método de valorizacion para la produccion de hidrochar y agua de proceso,
pudiendo esta Gltima someterse a un proceso de biodegradacidn en este caso aerobia con aumentos
en la CM de manera gradual; puesto que, con la caracterizacion fisico-quimica las AP mostraron
un alto contenido de materia organica expresada en DQO (>35 g/L) y COT (> 9 g/L ), asi como
de nitrogeno total (>2,8 g N/L) y, en especial en el ADP se detectaron concentraciones
considerables de compuestos toxicos de tipo fenolicos e hidrocarburos aromaticos.

En general, la ecotoxicidad en las tres aguas de proceso de acuerdo con la Ley 10 de 1993
que rige en la Comunidad de Madrid, Espafia, mostraron valores de UT superiores a las 25
decretado como valores maximos permisibles para el vertido de aguas residuales industriales al
sistema general de saneamiento, el AP de lodo secundario y en especial el lodo digerido,
presentaron un notable comportamiento inhibitorio con un grado de ecotoxicidad con 52,57 y
138,91 UT, respectivamente. Sin embargo, en concentraciones de CM 0,1 fue posible una
eliminacion de DQO y COT mayores al 40% en procesos convencionales de fangos activos. El
método respirométrico para la determinacion de biodegradabilidad rapida, permitio realizar una
evaluacion sencilla y realista de la viabilidad del tratamiento de APHTC mediante procesos de
lodos activos, con un resultado similar al presentado por la biodegradabilidad inherente.

Por otra parte, estas APHTC con CM mayores a 0,4 podrian degradar parte de esta materia
organica utilizando biomasa aclimatada y asi, la degradacion bioldgica aerobia resulta siendo una

eleccion viable, haciendo posible su recirculacion a los tanques bioldgicos en la PTAR en
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concentracion de CM <0,5; siendo el APLM la més adecuada para este proceso por su diferentes
propiedades y menor toxicidad.

El agua de proceso de lodo mixto fue la que obtuvo mejores resultados en cada uno de los
ensayos relacionados a su baja ecotoxicidad respecto a las otras dos AP, pero con una ecotoxicidad
aun muy elevada frente a las normativas establecidas para aguas residuales industriales, asimismo
en los ensayos de biodegradabilidad tanto a corto como a largo plazo, fue la que menor
concentracion de DQO y COT respecto a las demas APHTC obtuvo, mostrando una biomasa mejor
adaptada al sustrato.

En general, se concluye que todas las aguas estudiadas, en especial el APLS Y APD
necesitan una proporcion baja de CM y una aclimatacion previa del indculo aerobio para lograr la
obtencion de resultados favorables en biodegradacion de materia organica. En el caso del lodo
mixto, al ser sometido a carbonizacion hidrotermal, no seria necesario el paso final de
estabilizacion en una PTAR, ya que sus AP mostraron ser las mas biodegradables y menos toxica,
esto supondria para la PTAR desde el punto de vista de inversion, una disminucion en los costos

para la construccion de digestores de lodos y en el tratamiento de los lodos en esos digestores.
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Apéndices

Apéndice A

Analisis de ST y SV en las aguas de proceso

Nota. Capsulas con muestra de aguas de proceso, sometidas a temperatura de 105°C para ST y posteriormente
introducidas a una mufla a 950 °C, para determinar los SV.

Apéndice B

Proceso para el andlisis de DQO

Nota. A) Muestras de DQO ubicadas dentro del termorreactor Velp a 150 °C / 2h. B) Muestras listas para la
medicion de absorbancia.
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Apéndice C

Proceso para el andlisis de COT

Nota. A) Equipo analizador automatico TOC-VCPN. B) Incorporacion de las muestras en tubos de ensayo dentro

del platon del equipo.
Apéndice D

Kits y equipos Hach para la medicion de compuestos quimicos

Nota. A) Los ditintos kits para la medicidn de amonio, nitrito, nitrato, fosfato, nitrégeno y fosforo totales. BC)
Equipos Hach para la toma de valores.
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Apéndice E

Medicion de los AGV

S e
.

Nota. Equipo cromatégrafo de gases GC-FID para la medicidn de AGV y ubicacion de las respectivas muestras.

Apéndice F

Medicién de Ecotoxicidad

Nota. Analizador Microtox M500 (Azur Ambiental) donde se mide la intensidad de luz por parte de Vibrio fischeri
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Apéndice G

Ensayo de biodegradabilidad rapida

Nota. Montaje correspondiente para la toma de datos de VECO, COT y DQO por medio de respirometria rdpida en
un ensayo durante 72 h.

Apéndice H

Ensayo de biodegradabilidad Inherente (Zahn-Wellens)

Nota. Respectivo montaje para el método de Zahn Wellens, frascos ambar aireados durante 28 dias.
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Apéndice |

Observaciones al microscopio

Nota. Observacion al microscopio del lodo de in6culo y aguas de proceso por medio de un microscopio vertical Nikon

con analizador de imagenes Eclipse Ci-S / Ci-L, equipado con una camara digital DS-Fi2.

Apéndice J

Micrografias de la evolucion del lodo inéculo

Nota. Observaciones a 10X detallando los fl6culos o aglomeraciones de bacterias filamentosas durante el transcurso
del tiempo.
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Apéndice K

Estabilizacion del SBRmadre.

Evolucién del lodo de in6culo

Tiempo (d) = SST (mg/L) IVL (L/g) V3o (ML)

1 4040 258 960

3 3720 237 960

4 4160 320 970

5 3620 271 980

6 3520 276 970

7 3520 276 970
10 3560 272 970
11 3220 298 960
12 3520 273 960
13 3040 320 970
14 3120 311 970
17 4920 61 300
24 5340 182 970
25 3660 260 950
27 2800 239 950
32 2520 381 960
35 4160 238 990
38 3600 269 970
46 3000 240 720
48 2040 275 650
52 2400 50 120
55 2020 54,5 110
58 2060 52,4 120

Nota. Se evaluaron pardmetros como SST e VL3



