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RESUMEN

Las tecnologias de tratamiento de aguas residuales son fundamentales para el control
de la dispersion de contaminantes prioritarios, tales como los farmacos presentes en los
sistemas acuaticos. En respuesta a este planteamiento, la presente investigacion analizé6 el
uso de un sistema biolégico en reactores granulares aerobios y un sistema de pretratamiento
UV/H20: fisico; ambos como sistema en lote y acoplados para la integracion de un tratamiento
hibrido. Para el analisis de su funcionamiento y determinar su efectividad en el tratamiento de
paracetamol (5 mg/L); se emplearon como indicadores la concentracion de materia organica
medida como demanda quimica de oxigeno (DQO) y la evaluacion de efectos toxicolégicos en
semillas de lechuga (Lactuca sativa). A través de las diferentes etapas experimentales, se
observo la produccién de biomasa granular en reactores aerobios en lote, se encontré que,
empleando el sistema de alimentacion hambruna y festin, asi como tiempos de sedimentacién
cortos (3 min) y adicionando CaCOs, es posible obtener granulos aerobios estables y de
notable actividad biolégica en periodos de entre 15 y 30 dias; los cuales tienen la capacidad
de reducir la concentracion de materia organica, desde un 25 hasta un 75%, asi mismo,
disminuyen los efectos toxicologicos del paracetamol (el cual en su forma farmacéutica inhibe
por completo la germinacion de las semillas); incrementando la germinacion de las plantulas
hasta en un 90%, en periodos de tratamiento de 12 horas. De igual forma, se evalué la
efectividad del uso del proceso de oxidacion avanzada, donde se determind que, éste no
permite una disminucion estadisticamente significativa de la concentracion de DQO vy tiene la
capacidad de transformar al paracetamol en formas mas toxicas que no pueden ser
biodegradadas posteriormente. Con respecto al desempefio del sistema acoplado, es capaz
de disminuir la concentracion de DQO entre 74 y 88%, lo cual no es estadisticamente
significativo en relacion a los valores obtenidos con el tratamiento biologico exclusivamente,
asi mismo, es notable que en algunos ciclos de tratamiento acoplado, la biomasa granular no

puede contrarrestar por completo los efectos toxicolégicos derivados del pretratamiento.



ABSTRACT

Waste water treatment technologies are essential to control the dispersion of priority
pollutants, such as drugs present in aquatic systems. In response to this approach, this
research analyzed the use of a biological system in aerobic granular reactors and a physical
UV/H202 pretreatment system; both as a batch system and coupled for the integration of a
hybrid treatment. For the operation analysis and effectiveness determination in paracetamol
treatment; were used as indicators the concentration of organic matter measured as chemical
oxygen demand (COD), and the evaluation of toxicological effects in lettuce seeds (Lactuca
sativa). Through the different experimental stages, it was observed the production of granular
biomass in aerobic batch reactors, it was discovered using the feast al famine system as well
as short settling times (3 minutes) and adding CaCO3, it's possible obtain stable aerobic
granules with remarkable biological activity between 15-30 days period; which have the ability
to reduce the concentration of organic matter from 25 to 75% as well as reduce the toxicological
effects of paracetamol (which in its pharmaceutical form completely inhibits seed germination),
increase seed germination by up to 90% in 12 hours treatment periods. Also, was evaluated
the effectiveness of the advanced oxidation process, it was determined that is doesn’t allow a
statistically significant decrease in COD concentration and has the ability to transform
paracetamol into more toxic forms that cannot be biodegraded subsequently. Regarding the
performance of the coupled system, it’s capable of reduce the concentration of COD from 74
to 88%, which is not statistically significant in relation to the values obtain with the biological
treatment exclusively; likewise in some cycles of coupled treatment, the granular biomass

cannot completely counteract the toxicological effects derived from pretreatment.
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INTRODUCCION

Uno de los problemas ambientales prioritarios en la actualidad es la escasez y
accesibilidad al agua, de acuerdo con Naciones Unidas (2021) 2.3 billones de personas viven
en paises con estrés hidrico, de los cuales 733 millones viven en paises con estrés hidrico alto
y critico. La demanda de agua disponible para uso y consumo humano incrementa de forma
indefinida, lo cual afecta no solo a los diferentes sectores de la poblacién, sino a la mayoria de
los sistemas ambientales.

Por ello, las perspectivas presentes y futuras se encuentran enfocadas en las aguas
residuales, las cuales deben considerarse como un recurso valioso, puesto que, su tratamiento
y reutilizaciéon reducen significativamente el estrés hidrico, impactan positivamente en la salud
humana, propician la reducciéon de una gran cantidad de riesgos ambientales y ademas
posibilitan la recuperacion de materiales y la produccion de energia (Pochongkawarin et al.,
2015; van der Hoek et al., 2016).

Este es un cambio de paradigma muy profundo, que ha propiciado el aumento de la
demanda de tratamiento de aguas, asi como el de la reingenieria y el incremento en la
capacidad de extension de los sistemas existentes (Wilén, 2018).

Parte de este interés surge a partir de la necesidad de mejorar la tratabilidad de ciertos
compuestos que no pueden ser removidos en sistemas convencionales, tales como los
farmacos y otros contaminantes emergentes (CE) (Lin et al., 2009); debido a que, su
tratamiento inadecuado propicia la remocién incompleta e incrementa la peligrosidad de sus
intermediarios, al ser mas persistentes, bioacumulativos y toxicos que sus moléculas
parentales (Kar et al., 2020).

Particularmente, los medicamentos analgésicos y antinflamatorios no esteroideos
(AINE), son el grupo de compuestos activos mas contaminante y de mayor frecuencia en
matrices ambientales (He et al., 2017), dentro de este grupo, el paracetamol o acetaminofén
es uno de los compuestos de atencion prioritaria al cual se le asocian efectos toxicologicos
como inhibiciébn enzimatica, induccién de estrés oxidativo y hepatotoxicidad a diferentes
niveles de organizacion bioldgica.

La peligrosidad del paracetamol reside en las altas tasas de liberacién y sus rapidas
transformaciones estructurales generalmente a formas mas téxicas, las cuales presentan un

comportamiento variable entre especies debido a que los farmacos resisten la degradacion



metabdlica y sus caracteristicas lipoliticas le s permiten adentrarse con facilidad en las células
Ha sido detectado en suelos, sedimentos, cuerpos de agua superficial, aguas profundas e
incluso en agua potable (Parolini et al., 2012), aunque ha reportado una vida media terapéutica
de 3 horas, su vida media ambiental es de 15 dias, sin embargo, debido a su elevada tasa de
emisién y su baja tasa de degradacion, se le considera un contaminante de induccién perpetua.

Como una propuesta para contribuir a la generacion de conocimiento, en lo que
respecta al comportamiento de dicho farmaco y su tratamiento, esta investigacioén propone el
uso de un sistema acoplado, pues en la remocién y eliminacion de farmacos se recomienda el
uso de tecnologias hibridas, las cuales consisten en la combinacion de los procesos de
oxidacion avanzada en conjunto con tratamientos biologicos, (Gadipelly et al., 2014).

Se ha reportado que, el uso de procesos de oxidacién avanzada puede generar
intermediarios metabdlicos altamente toxicos, durante el tratamiento de paracetamol, se han
identificado al menos 20 subproductos, que generan una contaminacién secundaria de
acetaminofén (Phong Vo et al., 2019); por ello, en la evaluacidon de la efectividad de los
tratamientos biolégico (en reactores granulares aerobios) e hibrido, resulta determinante el
andlisis ecotoxicoldgico. Dentro de la evaluacion de desempefio del sistema, se mediran los
cambios en la carga organica a través de DQO; paralelo a ello, se hara la evaluacion
ecotoxicologica, que permitira comprender el punto en el que los intermediarios metabdlicos
generados durante el tratamiento presentan un riesgo menor para el bioindicador Lactuca
sativa.

Con respecto al tratamiento desarrollado en reactores granulares aerobios, esta es una
tecnologia altamente promisoria y prospectiva en el tratamiento de aguas, pues, los granulos
aerobios son agregados microbianos compuestos por millones de organismos por gramo de
biomasa, en consecuencia, presentan una vasta ecologia microbiana que les permite degradar
un amplio rango de contaminantes en tiempos cortos de tratamiento y espacios pequefios, lo
gue a su vez reduce la huella hidrica del tratamiento y permite hacer una rapida separacion

sélido liquido, a diferencia de los sistemas de lodos floculentos convencionales.



CAPITULO 1.
MARCO TEORICO

1.1 Introduccion

Como consecuencia del consumo humano de medicamentos, se conoce que entre el 50
y el 90% de los compuestos activos no pueden ser metabolizados ni aprovechados por los
organismos blanco; posterior a su consumo, estos compuestos se introducen en los
ecosistemas a través de las excretas (en sus formas iniciales o0 como metabolitos),
ocasionando que no solamente cuenten con actividad farmacol6gica, sino también con
actividad toxicolégica (Nunes et al., 2015).

Haciendo énfasis en el paracetamol, este es uno de los compuestos de mayor interés en
la actualidad, médicamente es uno de los cinco compuestos de mayor prescripcion en el
mundo; ha demostrado estar relacionado con una gran cantidad de afectaciones a diferentes
grupos de organismos no blanco, debido a su persistencia, bioacumulacién y toxicidad, por
ello se considera como un compuesto prioritario con respecto a su caracterizacion
ecotoxicologica ( de Voogt, 2009; Nunes et al., 2015; Ebele et. al., 2017, Nunes, 2020).

En respuesta a la problematica de la presencia de paracetamol y otros compuestos
activos provenientes de la medicina humana y de la medicina veterinaria, se ha propuesto el
uso de sistemas de tratamiento hibridos, es decir, aquellos que contemplan el acoplamiento
entre los sistemas de oxidacidon avanzada y los tratamientos biol6gicos, bajo el objetivo de
realizar una remocion completa de los contaminantes y evitar el incremento de la toxicidad

dada por la formacién de intermediarios metabdlicos altamente recalcitrantes.

1.1.1 Contaminantes emergentes
Los contaminantes emergentes (CE) son productos quimicos sintéticos que cuentan con
el potencial de introducirse y movilizarse continuamente en los ecosistemas. Se encuentran
como trazas de contaminantes organicos no regulados, de introduccién o de deteccidn reciente
(Khan et al., 2022) Sus dinamicas ambientales ocurren a través de sus patrones de utilizacion
y modos de aplicacion, pueden ser distribuidos durante su produccion, a través del uso y

disposicion final (Farré et al., 2008).



Dentro de esta clasificacion se incluyen compuestos como plaguicidas, productos de
higiene personal, cosméticos, productos de uso doméstico y farmacos. Se les ha encontrado
en concentraciones variables en aguas residuales tratadas y no tratadas, efluentes industriales
y escorrentias agricolas que se infiltran en rios, lagos y aguas costeras (UN, 2009; UNESCO,
2022); para la mayoria de CE la ocurrencia, la evaluacién de riesgos y los resultados
ecotoxicologicos no estan disponibles, dificultando la prediccion a mediano y largo plazo
(Deblonde et al., 2011; Lopez et al., 2015);

Los CE poseen tasas altas de transformacién y elevada persistencia en aire, agua, suelo,
sedimentos y receptores ecoldgicos (Gil et al., 2012; Gavrilescu et al., 2015; Geissen et al.,
2015). Se reconoce su potencial de ocasionar alteraciones enddcrinas en los seres humanos
y la fauna acuética, (anomalias congénitas, trastornos de desarrollo, afectando la fertilidad y
la salud reproductiva), asi mismo estan relacionados a la formacion de tumores cancerosos y
a la aceleracion de la resistencia a patégenos bacterianos (Nassiri et al., 2017).

Actualmente, los compuestos farmacéuticamente activos se han convertido en una clase
importante de contaminantes de preocupacién emergente, debido a su actividad biologica
intrinseca y su uso generalizado, que deriva en la generacion de efectos adversos en los
ecosistemas acuaticos y terrestres, particularmente aquellos que se ocasionan por su

exposicion crénica (Lin et al., 2009; Martin et al., 2012)

1.1.2 Farmacos antinflamatorios no esteroideos

La distribucién de productos farmacéuticos en el ambiente ocurre principalmente a través
del medio acuético, seguido de dispersion de la cadena alimentaria debido a su baja volatilidad.
Aunque los farmacos persisten en el ambiente en bajas concentraciones son compuestos
ubicuos, debido a su mayor tasa de liberacion, frente a la tasa de transformacion que presentan
en el ambiente (Bendz et al., 2005; Chander et al., 2016).

Los subproductos o metabolitos de los compuestos activos provienen de la investigacion,
los residuos diagnosticos, medicina veterinaria, industria farmacéutica, efluentes hospitalarios,
asi como la disposicién erronea de medicamentos expirados (Tiwari et al., 2017).

Dentro de los compuestos activos, los farmacos antinflamatorios no esteroideos (AINE)
son uno de los grupos de xenobibticos antropogénicos de mayor prevalencia, por ser el grupo
farmacéutico de mayor uso a nivel mundial; se emplean ampliamente en entornos clinicos por
sus efectos antipiréticos, analgésicos y antiinflamatorios en multiples enfermedades crénicas

(Xu et al., 2017). Se les ha detectado en suelos, sedimentos, cuerpos de agua superficiales,



aguas profundas e incluso agua potable (Parolini et al. 2011; Zur et al., 2018); consecuencia
del poco o nulo tratamiento que reciben cuando se descargan en aguas residuales (Zorita et
al., 2009; Camacho-Mufioz et al., 2012; Cycén et al., 2016; He et al., 2017).

Los farmacos AINE y los antibidticos son los compuestos terapéuticos de mayor
relevancia, pues representan entre el 15y 16% de los farmacos detectados en todo el mundo
(Santos et. al., 2010; Paroloni et al.,, 2012). La presencia de estos compuestos y sus
subproductos en el ambiente es un problema emergente con un potencial significativo de
influencia en la salud humana y en la biocenosis (Wojcieszynska et al., 2014).

Particularmente, el paracetamol o acetaminofén (analgésico y antipirético para el control
del dolor leve y moderado) se considera como un contaminante principal y de atencién
prioritaria de acuerdo con criterios de persistencia, bioacumulacion y toxicidad (PBT) (Ebele et
al., 2017; "Acetaminophen”, 2020). Su estructura quimica consiste en un anillo bencénico
sustituido por un grupo hidroxilo y un atomo de nitrégeno de un grupo amida en la posicion
para (ilustracion 1), sus caracteristicas se describen en la Tabla 1.1 (Wu et al., 2012; Zur et
al., 2018).

H
N

H

llustracién 1. Estructura quimica del paracetamol

Tabla 1.1 Caracteristicas generales del paracetamol

Peso molecular | 151.16 g/mol
Densidad 1.293 g/cm?

Solubilidad 14 mg/mL a 25°C Soluble en alcohol, metanol, dimetilformaldehido,

dicloruro de etileno, acetona, acetato de etilo

pH 5.5-6.5
Log Kow 0.46
pKa 9.4

En respuesta a la problemética derivada de la presencia de paracetamol y otros
compuestos activos se ha propuesto el uso de sistemas de tratamiento hibridos, que

contemplan el acoplamiento entre sistemas de oxidacion avanzada y tratamientos biologicos,



con el objetivo de mineralizar completamente los contaminantes y evitar el incremento de la

toxicidad por la formacién de intermediarios metabdlicos.

1.2 Tecnologias de tratamiento de agua

Debido a la toxicidad derivada de la presencia ambiental de farmacos es necesario
desarrollar metodologias exitosas que garanticen su remocion completa y la de sus
subproductos potencialmente toxicos (Alfonso-Olivares et al., 2017), pues, los intermediarios
de oxidacion formados durante el tratamiento de compuestos activos tienden a ser mas
resistentes a la remocién quimica que sus moléculas parentales (Mufioz et al., 2005).

Una alternativa altamente atractiva es la aplicacion de los procesos quimicos de
oxidacién avanzada como pretratamiento, los cuales propician la oxidacién parcial de la parte
biolégicamente persistente, estos tratamientos se basan en procesos fisicoguimicos capaces
de producir cambios profundos en la estructura quimica de los contaminantes (Domench et al.,
2004). Los radicales procedentes de los procesos de oxidacién pueden sustituir halégenos o
atacar los anillos aromaticos para asi producir intermediarios biodegradables; ocasionando un
porcentaje de mineralizacion minimo para evitar el gasto innecesario de productos quimicos y
energia (Oller et al., 2011).

Cuando los procesos de oxidacion avanzada se utilizan en tecnologias de tratamientos
de agua se espera que la presencia de radicales hidroxilo sea suficientes para destruir los
contaminantes, o segun sea el caso transformarlos a sus formas menos téxicas (Deng et al.,
2015). Un proceso ampliamente utilizado es el de UV/peréxido, el cual implica la formacion de
radicales hidroxilo generados por la fotdlisis del H,O, y las reacciones de propagacion
correspondientes a la fotdlisis del peréxido de hidrégeno que se produce cuando se aplica
radiacion UV (hv), como se muestra en la siguiente reaccion (Poyatos, 2009).

H,0, — "~ 20H"

Este proceso puede incorporarse antes de los sistemas de tratamiento biolégico
preexistentes y garantizar la reduccion eficiente de los contaminantes presentes en los
efluentes residuales (Le et al., 2017), para que resulte en la reduccién de la demanda quimica
de oxigeno y en la produccion de intermediarios como biomasa, biogas CO; y agua (Lafi et al.,
2006).

Dentro de los tratamientos biolégicos, los lodos activados como tecnologia de

tratamiento de aguas de tipo secundario han demostrado contar con una elevada capacidad



de adsorber y biodegradar contaminantes organicos (Tohidi y Cai, 2016). Son uno de los
sistemas mas utilizados en la remocion de carbono y nitrégeno suspendidos en agua, durante
la biodegradacién estos elementos, se incrementa la biomasa floculenta en el agua
(describiéndose por el modelo dinamico de Monod) y al finalizar el tratamiento se separa
gravitacionalmente del agua residual tratada (Petersen et al., 2013; Kim et al., 2011; Hreiz et
al., 2015).

La biomasa presente requiere un tiempo minimo de retencién de sélidos (TRS) de al
menos 3 dias para que ocurra la biofloculacién (acumulaciéon de microorganismos en el
sistema) (Hreiz et al., 2015). EI TRS de sdlidos esta determinado por los s6lidos suspendidos
volatiles de licor mixto presentes en el agua, pues esta es la forma en la que se mide el lodo
biol6gico (Buitron et al., 2020).

En la remocion de farmacos el TRS, es ampliamente discutido, pues se ha indicado que,
TRS prolongado puede promover la remocién de algunos compuestos activos (Falas et al.,
2012). Sin embargo, esto puede implicar un aumento de costos por los tiempos extensos de
tratamiento, los cuales pueden resultar ineficientes considerando la poca ecologia microbiana
gue presentan los lodos activados como tecnologia convencional.

Por ello, la perspectiva emergente para optimizar estos sistemas, es su modificacion
para la obtencién de biomasa granular (aerobia o anaerobia), pues se trata de una tecnologia
de tratamiento prospectiva que promete la reduccion de tiempos de tratamiento, de separacion
sélido liguido, asi como un rango mayor de remocién de contaminantes por la alta diversidad

ecoldgica microbiana.

1.3 Sistemas granulares aerobios

Desde que los lodos granulares comenzaron a ser foco de interés en los sistemas de
tratamiento de aguas, su potencial ha sido comparado con los sistemas de lodos activados
tradicionales (Tabla 1.2). Las diferencias entre estos resultan ser grandes ventajas, por
ejemplo, la gravedad especifica es mayor en los lodos granulados y propicia una separacion

sélido-liquido con mayor rapidez.

La granulacion de lodos resulta de las interacciones biéticas y abidticas entre microorganismos
y las particulas de lodo, bajo ciertas condiciones ambientales (operaciones en lote,

alimentacién bajo el sistema de hambruna y festin, etc.). Esto resulta en la formacion de



agregados esféricos compactos, los cuales poseen un diametro aproximado de 1-3mm (Wilén

et al., 2018).

Tabla 1.2. Diferencias entre los lodos activados tradicionales y los lodos granulados aerobios
(Nancharaiah y Kiran Kumar Reddy, 2018).

Caracteristicas

Lodos activados

Lodos granulados

Forma y tamafio de particula

Irregular, pequefio, <2 mm

Particulas bien definidas de
forma esférica >2 mm

Gravedad especifica 0.997a1.01 1.010a1.017
Velocidad de sedimentacion | Bajas velocidades de | Velocidades de
sedimentacion <1 m/h sedimentacion mas altas
>1m/h
Estructura Posibilidades minimas de | Distintas capas de

zonas anaerobias.

microambientes aerdbicos,
anaerobicos, zonas anoxicas
gue prevalecen en el tamafio
milimétrico de los granulos.

Rendimiento con choque y
carga organica fluctuante

Baja remocion en
condiciones de estrés o
fluctuacion.

Estdn  disponibles  para
remover contaminantes bajo
diversas condiciones

toxicos

EPS Bajo contenido de | Contenido mayor comparado
polisacaridos con los lodos activados

tradicionales
Tolerancia a compuestos | Baja tolerancia a | Alta resistencia a

compuestos toxicos

contaminantes téxicos

En el mecanismo granulacion (llustracion 2), los

grupos de microorganismos

suspendidos forman agregados tempranos, generalmente inestables y de forma poco definida;

los cuales maduran con el tiempo formando estructuras esféricas y sélidas; esto debido a las

fuerzas de agitacion, a la presion en el interior de los reactores, asi como a las condiciones de

operacion y alimentacion. Diversos autores han descrito que la granulacion ocurre en varios

pasos (Liuy Tay, 2002; Wilén et al., 2018), los cuales pueden incluir:

i. contacto de célula a célula iniciado por un movimiento fisico, involucra fuerzas

hidrodinamicas, de difusion, de gravedad, fuerzas termodinamicas y movilidad celular

(movimiento de las células por cilios, flagelos o pseud6podos).

ii. fuerzas de atraccidn entre las células propician la agregacion y mantienen estable la

superficie bacteriana, concretamente fuerzas fisicas: de Van der Waals, atraccion de

cargas opuestas, incluyendo energia libre de superficie y tension superficial,

hidrofobicidad.



iii.  Maduracion de los agregados microbianos, formando una matriz de exopolisacaridos
(EPS) en que las células pueden unirse y multiplicarse participaciéon de fuerzas
microbianas que inciden en la maduracion de los agregados: produccion de polimeros
extracelulares, crecimiento de los agrupamientos celulares, cambios metabdlicos y
competencia genética inducida por el ambiente (facilita y fortalece las interacciones
célula-célula y resulta en una alta densidad de las adhesiones celulares).

iv.  Formacién de una estructura tridimensional en estado estacionario del agregado
microbiano, formado por fuerzas de corte hidrodinamicas, los agregados microbianos

finalmente serian moldeados por la fuerza de cizallamiento hidrodinamico.

Fuerzas F'resl{':un_ de
desencadenantes seleccion
—> —>
Presidn de o
galeccion Crecimiento
Agregados tempranos Granulo microbiano
L ] I/
- - —— - .-'—I
Bacilos Cocos ) Filamentosos

wd

llustracién 2. Mecanismo de formaciéon de granulos microbianos aerobios

Con respecto a las sustancias extracelulares poliméricas, estas se han reconocido
como una llave crucial y determinante en el proceso de granulacion, pues, sostienen y
mantienen la estabilidad estructural de los lodos granulares (Zahra et al., 2022) derivan de una
gran cantidad de constituyentes (ilustracion 3) y tienen funciones diversas dentro de la biomasa
microbiana, tales como arquitectura de formacién y estabilidad debido a su comportamiento
reoldgico, asi mismo, se les confiere un amplio potencial biotecnoldgico que no es exclusivo
para el tratamiento de aguas (Feng et al., 2021).

Se ha reportado por diversos autores que, cuando los microorganismos encuentran
disponible una unica fuente de carbono especifica, producen mayoritariamente EPS de tipo

alginato, lo cual puede deberse a que generalmente, el alginato es el constituyente mayoritario



de los EPS y es un componente modelo empleado para la caracterizacion de estos

compuestos (Amorim de Carvalho et al., 2021; Zahra et al., 2022)
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llustracién 3. Constituyentes d las sustancias poliméricas de la biomasa granular (Fen et
al., 2021)

Lipidos

1.3.1 Induccion de la granulacion através de la adicion de carbonato
de calcio

El cultivo de granulos aerobios en reactores secuenciales en lote ha sido ampliamente
estudiado, pues en estos sistemas, se permite realizar los procesos de llenado, alimentacion,
sedimentacion y vaciado de forma secuencial, manteniendo un volumen constante, sin la
necesidad de contar con espacios adicionales para la separacion sélido-liquido (Barros et al.,
2021).

Generalmente, la formacion de biomasa granular requiere de tiempos de operacion
relativamente cortos, sin embargo, se ha demostrado que estos tiempos pueden ser ain mas
reducidos cuando, durante el proceso de granulacion se adicionan cationes diy trivalentes, los
cuales facilitan la agregacion microbiana (Ren et al., 2008; Barros et al.,2021).

Los iones metalicos como Ca?*, Mg?* y Al** han demostrado tener un papel importante
para la estimulacion y mejora de granulos aerobios anaerobios y biopeliculas (Liu et al., 2016),
el mecanismo por el cual se facilita la adhesién bacteriana es la neutralizacion de las cargas

negativas en las superficies microbianas, asi mismo, estos iones resultan relevantes en la
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autoinmovilizacion de los agregados microbianos, en este sentido, el calcio es un importante
puente idnico cruzado de moléculas, para lo exopolisacaridos cargados negativamente (Ren
et al., 2008; Barros, de Carvalho et al., 2021).

Como se ha descrito previamente, en general, la formacién de agregados involucra
diversos factores y parametros operacionales. Sin embargo, cuando se adiciona un ion
metalico el proceso ocurre de una forma similar a como se describe en la ilustracion 4.

El contacto inicial célula a célula permite la formacién de los agregados iniciales, donde
la biomasa se encarga de degradar la materia organica, lo cual a su vez, permite la produccién
de EPS que tienen una funcion aglutinante entre los microorganismos. La adicion de calcio
durante el proceso incrementa el pH y con ello, genera una acumulacién del mismo por parte
de los microorganismos, se sugiere que, las bacterias cargadas negativamente, tienden a
atacar los precipitados de calcio para dar inicio a la formacién de capas y con ello formar los
agregados iniciales (Wan et al., 2015).

Esto es una forma de internalizar el calcio y con ello, propiciar la formacién de la
estructura del granulo, asi mismo, se ha reconocido que, se requiere de un amplio rango de
determinantes genéticos para regular las subpopulaciones bacterianas durante la granulacion.
Uno de los mecanismos regulatorios que participan en el proceso de formacién de agregados
es la sefalizacion intracelular quorum sensing; la capacidad de deteccion de quérum de las
bacterias funciona a través de la secrecion y deteccidn de moléculas autoinductoras, o sefiales
quimicas, que se acumulan de manera dependiente de la densidad celular (Ren, et al., 2010).

Asi mismo se ha establecido que existe una relacién con un segundo mensajero c-di-
GMP, pues se sugiere que su sintesis intracelular mejorada, contribuye al mantenimiento de
la estabilidad de los granulos (Wan et al., 2015). Este mensajero secundario es uno de los mas
reconocidos y quizas el mas ampliamente estudiado, dentro de sus funciones fisiologicas se
encuentran la transicion de bacterias moviles a sésiles y la formacion de biopeliculas;
generalmente se asocian niveles bajos de c-di-GMP con la movilidad de células individuales,
cuando incrementan las concentraciones de c-di-GMP, se promueve el ataque superficial y
con ello la formacion de biopeliculas; en este caso particular, la formacion de granulos
microbianos (Jenal, Reinders y Lori, 2017).

Este aumento celular de c-di-GMP, también se relaciona con el aumento en la sintesis
de exopolisacaridos, en conjunto propician que los microgranulos iniciales que se forman

durante la etapa inicial del proceso lleguen al proceso de maduracion.
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llustracién 4. Mecanismo de induccién de la granulacion del calcio (Wan et al., 2015)
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CAPITULO 2.
ANTECEDENTES

2.1 Investigaciones referentes a la contaminacion global por compuestos activos

Tras el descubrimiento de la amplia distribucién y presencia de compuestos activos en
los ecosistemas, se ha buscado proporcionar informacion relacionada a su abundancia,
permanencia ambiental y los efectos adversos que esta ocasiona.

Hasta 2015 se lograron registrar a nivel global 1016 articulos originales y 150 revisiones
con respecto a la medicién de concentraciones ambientales de 631 compuestos activos (Beek
et al., 2015). La ilustracién 5 muestra la estadistica mundial del nimero de investigaciones por
pais, para la deteccion de uno o mas compuestos farmacéuticamente activos en aguas

superficiales, profundas, residuales, agua potable y para consumo humano.

w, . T,
et i J'S‘
3 &

Numero de farmacos detectados
en aguas superficiales,
profundas, agua potable y para
consumo humano

13

410
B 11-30
B 31100 -
B 101-200 |

NO dats .

llustracién 5. Escala global de distribucion del nimero de estudios de identificacion de
farmacos (Patel, 2019).

La informacion recopilada acerca de la dindAmica de estos contaminantes en el ambiente,
indica que estan presentes principalmente en cuerpos de agua, algunos de ellos son
extremadamente persistentes y han sido introducidos en el ambiente en elevadas cantidades
debido a sus descargas constantes, por lo que han ganado ubicuidad en todo el mundo.
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También pueden actuar como si fueran persistentes simplemente porque su infusién continua
en el ambiente acuético sirve para mantener la exposicidén perpetua en el ciclo de vida de los
organismos acuaticos (Daughton et al., 1999).

Asi mismo, se han documentado la amplia presencia de farmacos en los efluentes de
agua residual, los reportes a escala global presentan similitudes con respecto a los
contaminantes farmacéuticos identificados; en referencia la tabla nimero 2.1 muestra los
farmacos comuinmente encontrados en aguas residuales.

De igual forma, uno de los compuestos de mayor presencia ambiental es el
paracetamol, el cual ha sido identificado en aguas profundas, superficiales, sedimentos,
suelos, aguas residuales e incluso agua potable. Su prevalencia ambiental se encuentra
estrechamente relacionada con su prescripcién médica y su ingesta a través del tiempo, pues
se trata de uno de los farmacos y productos para el cuidado persona de mayor consumo.

A pesar de que, el paracetamol no es altamente persistente en el ambiente, puede
encontrarse ubicuamente en concentraciones elevadas y causar efectos ecoldgicos negativos,
debido a que su introduccién continua en el ambiente, puede sobrepasar su tasa de
transformacion, ocasionando fendmenos de bioacumulacién y biomagnificacion (Chanvic et 1.,
2003; Wu et al.,, 2012).

Histéricamente, una de las primeras investigaciones de la presencia de paracetamol
en aguas se realiz6 en Alemania en 1998, sin embargo, el compuesto no fue detectado; para
el aflo 2006, paises como Corea del Sur, China Estados Unidos, Reino Unido y Francia
encontraron en el 100% de sus efluentes residuales concentraciones de paracetamol de 0.1 a
300 mg/L (Phong Vo et al., 2019). Este es un dato importante, que permite destacar que, la

contaminacién por paracetamol ha ocurrido por un periodo de mas de 15 afios.

Tabla 2.1 Listade compuestos farmacéuticos comunes en aguas residuales (modificado de Jiang
et al., 2013).

Tipo de Medicamento Estructura
farmaco
Analgésicos/ Diclofenaco H CHs
antinflamatorios Naproxeno - 3
Acetaminofén CO,H
Ibuprofeno H3C~O
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Citostaticos

Ciclofosfamida
[fosfamida =

Antibidticos

Amoxicilina =2
Ciprofloxacina
Claritromicina
Sulfametoxazol

Anticonvulsivos/
tranquilizantes

Carbamazepina
9

Reguladores de
lipidos

Bezafibrato >

Betabloqueantes/
antihipertensivos

Atenolol >

Hormonas

Estradiol >
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2.2 Metabolitos secundarios e intermediarios de remocidn del paracetamol identificados
en diferentes ambientes

Los metabolitos secundarios e intermediarios de remocion de los compuestos AINE se
encuentran presentes de forma inherente en los ambientes acuaticos y terrestres, dentro de
los compuestos identificados con mayor frecuencia, se encuentra el paracetamol. Comprender
las interacciones de los AINE y sus subproductos involucra a los metabolitos procedentes del
metabolismo humano, asi como a las transformaciones y rutas de remocién en el ambiente y
en los sistemas de tratamiento.

Al respecto, uno de los estudios realizados para establecer las cinéticas de remocién del
paracetamol en suelos fue desarrollado por Li y colaboradores en 2014. Durante su
investigacion, este equipo de trabajo logré identificar que entre el 80 y 94% del compuesto en
su forma original sufre procesos de sorcién y se convierte en una fraccidn no extraible al entrar

en contacto con la superficie del suelo (ilustracién 6).

=+ Residuo no
extraible

llustracién 6. Remocion y transformacion de los productos de acetaminofén en el suelo (Li et al.,
2014)

Otro de sus resultados significativos fue la mineralizacion y la rapida conversion del
compuesto original, lo cual puede indicar que el paracetamol se detoxifica rapidamente en
suelos, disminuyendo asi su potencial de transporte fuera del sitio por fenémenos como la
lixiviacion o escorrentia. Los resultados permiten inferir que, cuando estos subproductos
interacttan en diversas matrices ambientales, pueden someterse a procesos de remocion y
biotransformacion por parte de microrganismos o plantas a través de procesos de atenuacion

natural.

16



Asi mismo, como parte de la investigacion realizaron la identificacion de ocho
intermediarios, incluyendo 3-hidroxiacetaminofén, 1,4-benzoquinona, N-acetil-p- imina
benzoquinona, p-acetanisidide, 4-metoxifenol, 2-acido hexanoico y 1,4-dimetoxibenceno.

Estos resultados contrastan con los reportados por Zhang (et al., 2012), donde se
proponen los posibles compuestos resultantes de la remocién microbiana de acetaminofén
(tabla 2.2), los intermediarios resultantes de este trabajo fueron: 4cido malénico, 4-aminofenol,
acido oxalico, hidroxiquinona, acido férmico, acido 2-hexenoico, acido succinico, nitratos y
nitritos.

Cabe destacar que diversos autores han sefialado a los metabolitos secundarios de
productos farmacéuticos como de “alto riesgo”, pues en su mayoria poseen efectos
desconocidos y variables, que se ven afectados por factores ambientales como (pH,
temperatura), asi como las interacciones con otros compuestos. Por su parte, Vogna y
colaboradores (2002), sefialan que es posible llegar casi por completo a la mineralizacién del
paracetamol a través del proceso de oxidacién avanzada UV/H:0:, para ello reporta tres
posibles rutas en las que interviene la formacion de diversos intermediarios (ilustracion 7) .

El tratamiento desarrollado en esta investigacion consistié en un proceso Fenton para la
eliminacion de acetaminofén, donde se encontraron cuatro intermediarios descritos como
subproductos téxicos: 2-hidroxi-4-(N-acetil) aminofenol, 1,4-benzoquinona, benzaldehido y

acido benzoico, durante la primera etapa del proceso electroquimico.
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llustracién 7. Rutas de degradacion de paracetamol (Vogna et al., 2002)
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Tabla 2.2 Posibles compuestos de la descomposiciéon microbiana del paracetamol (Zhang
et al., 2012).

Intermediarios Estructuras Intermediarios Estructuras
Acetaminofén Acido
. malénico O O
VN [
HO a HO OH
4-aminofenol Acido oxalico
i 1"-_'-,_ L
HO—  %—NH,
N, / = CVH
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-\ |
HO— J‘;;—(:H
Y HCY
Acido 2- Nitrato
hexenoico Ly NOs
O
H[})J\/M[I/
0
Acido 0 Nitrito
succinico ” NO:2
roas ﬂ]_]

2.2.1 Regulacion de la presencia ambiental de compuestos activos
El rezago normativo en materia de descarga de farmacos en los sistemas acuéticos es
una situacion alarmante a nivel global, actualmente hay una escasez de directrices y
regulaciones especificas de este tema en todo el mundo, la Unica regulacién global conocida
fue desarrollada por el gobierno australiano para regular la presencia de farmacos en agua
potable (Patel et al., 2019)
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En lo que respecta al panorama nacional, otro agente causal del desecho no controlado
de compuestos activos es el mal manejo de los residuos, ocasionado por la ambigtiedad de la
normatividad vigente, de forma especifica no existe un plan de manejo general para este tipo
de compuestos cuando se encuentran como residuos soélidos; para los medicamentos caducos
o fuera de especificaciones la NOM-052-SEMARNAT menciona que por sus caracteristicas
deben ser enviados a destruccién sin dar alguna otra descripcién al respecto.

La regulacién de las descargas de aguas residuales y su tratamiento adecuado, se
encuentra fundamentada bajo el articulo 85 de la Ley Nacional de Aguas, el cual hace
referencia a que las personas fisicas o morales, incluyendo las dependencias, organismos y
entidades de los tres érdenes de gobierno, que exploten, usen o aprovechen aguas nacionales
en cualquier uso o actividad, seran responsables en los términos de la Ley a realizar las
medidas necesarias para prevenir su contaminacion y, en su caso, para reintegrar las aguas
referidas en condiciones adecuadas, a fin de permitir su explotacién, uso o aprovechamiento
posterior; asi como de mantener el equilibrio de los ecosistemas vitales.

Asi mismo, el articulo 9 sefiala que se debe promover en el ambito nacional el uso
eficiente del agua y su conservacion en todas las fases del ciclo hidrologico, e impulsar el
desarrollo de una cultura del agua que considere a este elemento como recurso vital, escaso
y de alto valor econémico, social y ambiental, y que contribuya a lograr la gestion integrada de
los recursos hidricos.

Respecto a la normativa en materia de descarga de aguas residuales, tampoco se
especifican los limites maximos permisibles de contaminantes emergentes, puesto que su
deteccién es complicada y no representan valores elevados en relacién a la demanda quimica
de oxigeno.

Sin embargo, las actualizaciones a la NOM-001-SEMARNAT-2021 (QUE ESTABLECE
LOS LIMITES PERMISIBLES DE CONTAMINANTES EN LAS DESCARGAS DE AGUAS
RESIDUALES EN CUERPOS RECEPTORES PROPIEDAD DE LA NACION) estan dirigidas
al monitoreo de toxicidad en las descargas de aguas residuales; considerando a la toxicidad
como un parametro integrador que sefiala que existen elementos, sustancias reguladas o no
reguladas, o mezclas de ellas en una descarga que pueden provocar dafios a la salud humana

o al medio ambiente.

Por ello, la toxicidad en las descargas de aguas residuales se considera como un

parametro de importancia y un medio de alerta para prevenir los riesgos ambientales y evitar
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el analisis de una gran cantidad de sustancias, que actualmente son vertidas a los cuerpos de

agua sin estar caracterizadas ni normadas.

2.3 Tecnologias empleadas en el tratamiento de farmacos

Los sistemas de tratamiento de agua se han desarrollado y construido con el objetivo de
prevenir la dispersion de la contaminacion, a través de diferentes estrategias tecnoldgicas; asi
como los procesos de evaluacion requeridos para la eficiencia del tratamiento (Kreuzinger, et
al., 2004).

Sin embargo, existen varias problematicas desde la perspectiva técnica y social, tales
como los costos de implementacion y operacion, la factibilidad y funcionalidad de los sistemas
de tratamiento. Esto ocasiona que los efluentes cargados con compuestos téxicos (como los
hospitalarios) lleguen a mezclarse directamente con las aguas municipales e interactlien con
otros contaminantes organicos e inorganicos (Lonnapan, 2016).

De esta forma se amplia la distribuciéon de los contaminantes, ocasionando que los
desechos farmacéuticos y médicos no puedan ser removidos por plantas de tratamiento
convencionales (Al Qarni et al., 2016); pues, los farmacos presentan una baja
biodegradabilidad y las técnicas convencionales para aguas residuales resultan ineficientes
en su remocién (Gebhardt y Schréder, 2007, De Witte et al., 2010).

Durante el tratamiento de compuestos activos, se ha reportado que, la toxicidad dada
por los farmacos no solo se determina por sus concentraciones, existen algunos otros factores
gue propician la modificacién de sus estructuras e incrementan su toxicidad, entre los cuales
se considera la radiacion solar, las interacciones con compuestos orgéanicos e inorganicos, los
cambios de temperatura y pH.

Asi mismo, toxicidad de los farmacos puede verse incrementada significativamente a
través del sometimiento de aguas contaminadas con compuestos activos a diversos
tratamientos que no consiguen obtener su mineralizacion completa y fragmentan su estructura
a intermediarios mas toxicos altamente recalcitrantes.

Por ello, es necesario que las técnicas de tratamiento sean herramientas innovadoras
que aseguren la destruccion de los farmacos en agua y aseguren su calidad, asi como la salud
ambiental (Zhang, 2012); pues los farmacos causan una amplia variedad de efectos adversos,
incluyendo dafios por toxicidad aguda y cronica, acumulacién en tejidos, dafios reproductivos

e inhibicion de la proliferacion celular (Philips et al. 2010; Escher et al.2011).
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Al respecto, Le y colaboradores (2017) sefalan que los subproductos del tratamiento de
farmacos dependen de la técnica que se aplique, pues de acuerdo con el tratamiento se
presenta una de remocién diferente, lo cual permite establecer la toxicidad de los compuestos
individuales y sus metabolitos, asi como la toxicidad global de diversos compuestos activos.

Hasta hace algunos afios, para el tratamiento de este tipo de compuestos se recurria
mayormente al uso de tecnologias terciarias, entre las que se incluyen microfiltracion,
ultrafiltracion, 6smosis inversa, carbon activado, filtros de arena y adsorcion (Moreno et al.,
2005, Poyatos, 2009).

Actualmente, la perspectiva para el tratamiento de farmacos se dirige hacia el uso de
tecnologias hibridas, como la opcién més eficiente y adecuada en los trenes de tratamiento.
Estas tecnologias han sido exploradas como una opcioén potencial para la remocién completa
de contaminantes farmacéuticos; en conjunto se enfocan en el acoplamiento de tratamientos
fisicoquimicos y biolégicos (Dhangar y Kumar 2020).

En relacion, el trabajo de Changotra y colaboradores (2019), demuestra el uso de un
sistema hibrido como herramienta efectiva en el tratamiento de efluentes farmacéuticos reales.
Dicha investigacion utilizé coagulacion como pretratamiento, un tratamiento biolégico de lodos
activados aerobios y la aplicacion de rayos gamma. Cada tratamiento se utiliz6 de manera
individual y en un sistema conjunto, finalmente, para evaluar la efectividad del tratamiento, se
realizaron ensayos de citotoxicidad en tres grupos de microorganismos, Bacillus subtilis,
Peudomonas aeruginosa y Escherichia coli.

Dentro de los resultados se encontr6 que en la mayoria de las cajas Petri donde se
cultivaron los microorganismos con el agua proveniente del sistema de lodos activados se
generd una zona de inhibicién, lo cual indicaba la presencia de metabolitos toxicos en el
influente, al someter el agua a pretratamiento con rayos gamma, esta zonas de inhibicién
desaparecieron, por ello, se indicO que la radiacion gamma es capaz de detoxificar
intermediarios toxicos que no pueden eliminarse a través del tratamiento biolégico.

De igual forma, Wang y colaboradores (2017) evaluaron la influencia de un tratamiento
de oxidacion avanzada (empleando radiacion gamma) en la biorremocién de triclosan; debido
a que la foto oxidacion conduce a la reduccion parcial de triclosan (>90%), sin embargo, se ha
demostrado que forma intermediarios altamente toxicos, como productos fendlicos clorados.

Como tratamiento biologico, se utilizé un sistema piloto de lodos activados en frascos de
vidrio de 250mL, la biomasa contenia una cantidad de 3.73 g/L de sélidos suspendidos de licor

de mezcla, asi como 2.23g/L sdélidos suspendidos volatiles. Como parte de los resultados, se
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demostré que, cuando se utiliza el tratamiento acoplado (irradiacién-tratamiento biolégico), la
bioremocién es responsable de hasta el 90% de remocién de triclosan, mientras que por
adsorcion se remueve menos del 10%; a diferencia del tratamiento bioldgico exclusivo, donde
se adsorbe hasta el 30% de triclosan.

Asi mismo, Wang y colaboradores (2017) evaluaron la remocién de carbamazepina a
través de la aplicacién de radiacibn gamma y un tratamiento biolégico de lodos activados. De
forma general, a través del proceso acoplado se logré un aumento significativo de la remocién
de carbamazepina (alrededor del 90%), asi mismo, se encontr6 que el incremento de radiacion

aumenta la remocion del compuesto

2.3.1 Sistemas de lodos granulares

Los lodos granulados fueron descritos por primera vez en sistemas de tratamiento
anaerobios, gracias al trabajo de Lettinga y colaboradores en 1980. Para sistemas aerobios,
su primera observacion ocurri6 en 1997, por Morgenroth (et al., 1997) en un reactor con
columna de burbuja a escala laboratorio (de Sousa et al., 2018).

En 2005, la Asociacioén Internacional del Agua (IWA por sus siglas en inglés) celebro la
primera sesion de seminarios sobre lodos granulares aerébicos en la Universidad Técnica de
Munich, Alemania, donde se establecié una definicion clara de lodos granulares aerobios: los
granulos que componen el lodo granular aerobio activado deben ser entendidos como
agregados de origen microbiano, que no coagulan bajo un cizallamiento hidrodinamico
reducido y que sedimentan significativamente mas rapido que los lodos activados floculentos
(Gao et al., 2011)

Desde su origen como tecnologia emergente en el tratamiento de aguas, su estudio y
utilizacion ha sido constante, sin embargo, ha recobrado gran importancia durante los ultimos
afos debido a la fuerte demanda hidrica que tiene la vida actual

Como aspecto fundamental en el proceso de granulacién, se requiere comprender las
interacciones microbianas y las condiciones operacionales que propician la formacion de los
agregados, algunos estudios precedentes sefialan que, la presion de seleccion tiene gran
influencia en la formacion de granulos y en las caracteristicas de las poblaciones microbianas.

Al respecto, la investigacion realizada por Liu y Tay en 2002, sefiala a las biopeliculas y
a los lodos granulares aerobios como procesos biotecnoldgicos promisorios para el tratamiento

de aguas, en el texto, afirma que los granulos aerobios de mejor compactacién, buena
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estabilidad y mayor densidad, se forman a fuerzas de agitacién relativamente altas; pues estas
tienen influencia significativa en la estructura, transferencia de masa produccién de
exopolisacaridos, asi como en los comportamientos genéticos y metabdlicos.

Como parte del funcionamiento de los sistemas de granulacién, se enfatiza que la
formacion, estructuras y metabolismo de las comunidades microbianas estan asociadas a la
fuerza de agitacion en el interior de los reactores. Sin embargo, el trabajo de Zhou y
colaboradores (2014), ha demostrado que la presion de seleccion microbiana dentro de los
reactores no es un prerrequisito para la induccion de la granulacion, debido a que la fase final
de la granulacion es un estado dindmico donde los biofl6culos son estables y se desprenden,
impactan unos con otros y contindan formando agregados al azar.

Otro factor asociado a la granulacién es la estrategia de alimentacién, Liu y
colaboradores (2004) sefialan que, las condiciones de hambruna y festin promueven el
almacenamiento interno de materia organica, lo cual reduce la tasa de crecimiento bacteriano
y permite que los microorganismos de crecimiento lento se desarrollen dentro de los granulos
y éstos puedan obtenerse de forma compacta (Wilén et al., 2018).

De igual forma, se alude que, la granulaciéon también se origina por la produccién de
polisacaridos, los cuales forman una matriz que propicia la adhesiéon de los microorganismos;
al respecto, Corsino y colaboradores (2016) sefialan que, en investigaciones previas sobre
aguas residuales sintéticas, se ha demostrado que los exopoliscaridos se producen en los
periodos de festin (el periodo en el que la DQO se degrada facilmente), sin embargo, en los
periodos de hambruna (cuando el sustrato es limitante), las bacterias utilizan los
exopolisacaridos como fuente de energia y para la respiracién endédgena.

Asi mismo, Wang y colaboradores (2019) realizaron una investigacion para evaluar el
efecto de los lodos activados desaguados en el proceso de granulacién, empleando tiempos
de sedimentacion cortos; los resultados demostraron que los lodos desaguados aceleran el
proceso de granulacion y permiten obtener granulos de estructura tridimensional estable y de
rapida sedimentacion en tan solo cinco dias.

La estabilidad de la biomasa granular es un aspecto fundamental en la aplicacion para
la remocién de farmacos, pues la cohesion entre microorganismos proporciona una diversidad
ecoldgica microbiana muy amplia, que también permite la produccién de diversos compuestos

enzimaticos de alto valor.
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2.2.2 Remocién de compuestos farmacéuticamente activos en reactores granulares
aerobios

La remocidén de compuestos activos a través de biomasa granular se ha diversificado y
profundizado con el paso del tiempo, dentro de los trabajos realizados al respecto, destaca el
realizado por Hu y colaboradores (2012), quienes desarrollaron el primer estudio sobre
bioremocién de paracetamol en reactores granulares aerobios; donde demostraron que, los
granulos aerobios degradan eficientemente el paracetamol, utilizando este como Unica fuente
de carbono y energia. Los resultados indicaron que entre los dias 80 y 200, el paracetamol fue
degradado por completo en los reactores, en ciclos de 48 y 24 horas respectivamente, el rango
de remocion del compuesto tuvo un incremento sumamente significativo, pues la
concentracion inicial cambi6 de 5000 a 500 mg/L A

De igual forma. Moreira (et al., 2015) evalu6 la remocion de fluoxetina (un farmaco
ampliamente distribuido debido a su uso en el tratamiento de la depresion) y sus efectos en el
funcionamiento de un reactor granular aerobio en lote.

El trabajo de Amorim (et al., 2016) desarroll6 experimentos en reactores granulares
aerobios en lotes, los cuales se estimularon durante 28 dias con una simulaciéon de agua
residual, la cual contenia una mezcla de farmacos quirales (FQ): aprenolol, bisprolol,
metoprolol, propanolol, venlafaxina, salbutamol, fluoxetina y norfluoxetina. Algunas de las
observaciones significativas de la investigacion, fueron, que uno de los mecanismos de
remocién de microcontaminantes es la sorcién; asi mismo, se obtuvo un impacto negativo
temporal por la exposicion prolongada de los granulos a la mezcla de FQ, lo cual implicé una
reducciéon en la biomasa granular, el deterioro de los lodos y sus propiedades de

sedimentacion.
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CAPITULO 3.
OBJETIVOS

3.1 Justificacién

La contaminacion por compuestos AINE es un notable problema ambiental, que deriva
de normatividad inespecifica en lo que respecta a las descargas de agua residual, asi como al
manejo y disposicion final de residuos peligrosos.

Particularmente, la introduccion de paracetamol al ambiente (uno de los farmacos mas
utilizados a nivel global), involucra dinamicas del metabolismo incompleto y la formacion de
intermediarios téxicos. Una vez desechados, estos compuestos interactian con diversos
farmacos y otros compuestos contaminantes, incrementando sus efectos toxicos e impide su
remocion mediante técnicas convencionales.

En atencién a esta problematica, tratar los efluentes contaminados con farmacos, a
través de la innovacién y mejora de los sistemas convencionales, se han convertido en un
punto de interés comln y su tratamiento en un aspecto y necesidad imperante de atencién.
Involucra una meta global anunciada por la Agenda de Desarrollo Sostenible 2030, establecida
como la necesidad de garantizar la disponibilidad de agua, su gestion sostenible y el
saneamiento para todos.

Por ello, el presente trabajo propone la innovacion de los sistemas de lodos activados
convencionales para la formacion de biomasa granular aerobia, con el objetivo de obtener un
tratamiento biologico efectivo en la remocién de concentraciones elevadas de demanda
guimica de oxigeno, asi como de la toxicidad dada por el paracetamol en su forma
farmacéutica y de esta forma garantizar la inocuidad de las descargas de los efluentes.

Asi mismo, se propone la hibridacion entre un sistema UV-peréxido y el tratamiento
biologico, con el propdsito de favorecer la mineralizacion del compuesto. Las tecnologias
propuestas presentan elevada efectividad y gran viabilidad dado que pueden tener facil

adaptacion a los sistemas de tratamiento actuales.
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3.2 Hipotesis
El acoplamiento de un proceso de oxidacion avanzada (POA) y un sistema bioldgico de
biomasa granular reducira la toxicidad en el tratamiento de aguas contaminadas con

paracetamol, permitiendo la descarga del efluente de forma segura.

3.3 Objetivos

3.3.1 Obijetivo general

Evaluar el uso del proceso acoplado POA-biol6gico en el tratamiento de aguas sintéticas

contaminadas con paracetamol, para lograr la descarga como un efluente inocuo.

3.3.2 Objetivos especificos

e Obtener lodos granulares aerobios estables y de notable actividad biolégica para el
tratamiento de aguas cargadas con paracetamol.

e Evaluar el desempefio de un proceso bioldgico de biomasa granular aerobia.

e Evaluar el uso de UV/peréxido como oxidante en el tratamiento de un efluente
fortificado con paracetamol y determinar sus efectos toxicol6gicos

e Evaluar el desempefio de la aplicacion del proceso acoplado (Biomasa granulada-
UV/H:20,) mediante la medicion de demanda quimica de oxigeno (DQO) y los efectos

toxicolégicos asociados a Lactuca sativa
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CAPITULO 4.
METODOLOGIA

El presente capitulo aborda el disefio del sistema POA-biolégico y sus aspectos de
evaluacién, se considerara que, los procesos de oxidacién avanzada UV/H;O. y el tratamiento
en reactores granulares aerobios estdn funcionando de forma apropiada si existe una
reduccién de la carga organica de los efluentes, y, si estos resultan ser inocuos para la
germinacion de semillas de Lactuca sativa.

Materiales: Disefio y construccion del sistema

Con tubos de acrilico de 15.24 cm de didmetro, se construyeron dos biorreactores para
el desarrollo experimental del proyecto. Para ello, se utiliz6 el siguiente disefio (ilustracion 8)

Volumen efectivo: 10L
Volumen real: 12. 039L

Tapa
Agitador /
| X
\_/
Enfrada de i
agua= 50cm
- )
Salida de agua= 10cm
Altura= 66 cm Salida de lodos= 2cm

Didmetro=15.24 cm

llustracién 8. Disefio del prototipo
Se cortaron dos tubos de 15.24 cm de didmetro a una altura de 66 cm, estos fueron
colocados sobre bases de acrilico y madera, debajo de la base, se instalé una llave para
permitir la salida de lodos, asi mismo, a las alturas de 10 y 50 cm se colocaron dos llaves, para

la salida de agua y la alimentacion respectivamente.
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Se construy6 un difusor de burbuja doble con una varilla metalica, conectado a una
bomba. Para evitar la introduccion de organismos u objetos no deseados, se colocaron tapas
de acrilico atornilladas en la superficie de cada reactor. La ilustracién 9 sefiala el proceso de

construccion de los biorreactores.

Cortado de tubos Pegado de tubos y Colocacion de
y acrilico pruebas de fugas base y llaves para
entradas y salidas

Sistema de aireacion Biorreactores
y control de fugas terminados

llustracién 9. Proceso de construcciéon de los biorreactores

Composicion del agua sintética proporcionada por la norma DIN 38412

El agua sintética se ajustd para obtener una carga organica aproximada de 1000 mg
O2/L, empleando los siguientes compuestos Peptona (1072mg/L), extracto de carne (737
mg/L), urea (201 mg/L), fosfato de potasio monobasico KHZPO4 (188 mg/L), sulfato de

magnesio MgSO4 (13 mg/L), cloruro de calcio CaCI2 (27mg/L), cloruro de sodio NaCl (47 mg/L),
bicarbonato de sodio NaHCO3 (1313 mg/L). Esta formulacion permite la elaboracién de un

sustrato sintético de produccion fécil con ingredientes sencillos, similar al agua residual

domeéstica, pero con la ventaja de presentar una nula carga de patégenos.

4.1.1 Condiciones operacionales paralos procesos de arranque
del sistema e induccién de la granulacion
Con la premisa de mejorar las caracteristicas de la biomasa granular aerobia, se
realizaron tres etapas experimentales en lote, a través de las observaciones realizadas y los

resultados obtenidos en las primeras etapas, se hicieron modificaciones a los procesos
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experimentales posteriores, con el fin de obtener granulos bioactivos que permaneciesen
estables a través del tiempo.

Etapa experimental 1

Inéculo: Lodos sedimentados provenientes del tratamiento de aguas industriales del
ECCACIV (Empresa para el control de la contaminacion de CIVAC), con el objetivo de
asegurar que los microorganismos son capaces de metabolizar y cometabolizar los
compuestos de dificil remocion, provenientes de las actividades industriales.

Influente: Agua sintética formulada con la norma alemana DIIN 38412 con una
concentracion de materia organica medida como demanda quimica de oxigeno de
aproximadamente 1000mgO./L y agua residual proveniente de la planta de tratamiento de
Tepoztlan en relacién 2:1 respectivamente. Alimentacion intermitente cada 5 dias.

Modo de operacién y monitoreo: Aireacion empleando una bomba maxima para ambos
biorreactores, tiempos de sedimentacién de 10 minutos cada hora en periodos de cinco horas
por dia. Los cambios estructuras de la biomasa se observaron durante 21 dias empleando un
microscopio estereoscopico.

Caracteristicas de la bomba: brazo oscilante de alta precision con iman permanente.
Diafragma Tensible Flex, de goma altamente flexible. El cuerpo integrado de la valvula impide
la fuga de aire. Especificaciones: Cuenta con dos salidas, las cuales se basan en una columna
de agua de 12 pulgadas de altura utilizando una roca aireadora cilindrica de 1 pulgada. Se
considera un desempefio variable de la valvula debido a las obstrucciones en la salida de aire
por incrustaciones de la biomasa.

Etapa experimental 2

Este proceso presenta diferencias entre las formas de alimentacion de ambos
biorreactores, con el objetivo de observar los beneficios obtenidos por la biomasa a partir del
enriguecimiento del agua con carbonato de calcio en uno de los reactores. Los lodos se
manejaron de acuerdo con la metodologia propuesta por Wang y colaboradores (2019), donde
se propone que los lodos llevados al minimo de humedad promueven con mayor facilidad la
formacién de granulos; para ello, se filtré lodo floculento durante 10 minutos utilizando una
bomba de vacio

* In6culo

Reactor granular 1 (Blanco): 100 mL de lodos floculentos sedimentados provenientes del
tratamiento de aguas industriales de la ECCACIV, méas 21.83g de biomasa desaguada.

Reactor granular 2: 98.51g de biomasa desaguada.
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* Influente:

Reactor granular 1: Agua sintética formulada con la norma alemana DIIN 38412 con una
demanda quimica de oxigeno de aproximadamente 1000mgO./L y agua proveniente de la
planta de tratamiento de Tepoztlan en relacion 2:1 respectivamente

Reactor granular 2: Agua sintética enriquecida con CaCO3 (0.125 g/L) y agua doméstica
(relacién 2:1), DQO: 1069 mgO./L

Alimentacion: sistema hambruna y festin, alta carga organica cada 72h. La medicion de
los cambios en la DQO y la cantidad de SST y SSV se realizaron de acuerdo con los ciclos de
alimentacién de los reactores, los cuales operaron en diez ciclos de 72 horas (tres dias), es
decir treinta dias.

Etapa experimental 3

En este proceso se igualaron las condiciones de arranque, operacion y alimentacion para
ambos biorreactores

* Inéculo: Lodos floculentos sedimentados (provenientes de una planta de tratamiento
industrial) filtrados a través de bomba de vacio durante 15minutos.

* Influente: Agua sintética formulada con la norma alemana DIIN 31412 con una
demanda quimica de oxigeno de aproximadamente 1000mgO./L, adicionada con carbonato
de calcio (0.125g/L).

« Alimentacioén: sistema hambruna y festin, influente con alta carga organica cada 72h.

* La medicion de los cambios en la DQO y la cantidad de SST y SSV se realizaron de
acuerdo con los tiempos de alimentacion de los reactores, los cuales operaron en diez ciclos

de 72 horas (tres dias), es decir treinta dias.

4.1.2 Medicién de la cantidad de sélidos
Se realizé la medicién de la cantidad de soélidos suspendidos totales (SST) y sélidos
suspendidos volatiles (SSV) empleando la NMX-AA-034-SCFI-2015 “Medicion de soélidos y

sales disueltas en aguas naturales, residuales y residuales tratadas”.

4.1.3 Medicion de lademanda quimica de oxigeno (DQO)

Las mediciones correspondientes a la demanda quimica de oxigeno (DQO), se realizaron de
acuerdo con la NMX-AA-030/1-SCFI-2012 Andlisis de agua-medicion de la demanda quimica
de oxigeno en aguas naturales, residuales y residuales tratadas.

Para su desarrollo, se adicionaron 2 mL de la muestra de interés en tubos HACH,

posteriormente, en el tubo se colocaron 1.5 mL de la solucion digestora 'y 3.5 mL de la solucion
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catalizadora, al entrar en contacto se procede a la agitacién del tubo; para su procesamiento,
los tubos se insertan en un digestor precalentado a 150°C durante 2 horas. Al finalizar la
digestion de las muestras, se espera hasta que su temperatura descienda para poder realizar
las mediciones espectrofotométricas de absorbancia correspondientes las cuales debian

leerse a una longitud de onda de 600 nanémetros.

Curva de calibracion
Para validar las soluciones de trabajo (digestora y catalizadora) e iniciar el proceso de medicion
de demanda quimica de oxigeno, se realizd una curva de calibracion, los resultados obtenidos

se muestran en la grafica 1y en la tabla 4.1.

Curva de calibracion
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Figura 1. Curva de calibracién DQO

Tabla 4.1 Curva de calibracién DQO

Concentracion Absorbancia 600 nm

300 0.150
400 0.188
600 0.254
700 0.295
800 0.330
900 0.382
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4.2 Tratamiento bioldgico

El tratamiento biol6gico se desarrollo en los biorreactores con lodo granulado, contando
con un volumen efectivo de 5 L, estos se inocularon con la formulacion de agua sintética
empleada con anterioridad, a la cual se le adicionaron 5mg de paracetamol/L.

El sistema se oper6 en procesos en lote donde se evaluaron diferentes tiempos de
retencion (4,6 8 y 12 h), hasta la obtencién del tiempo éptimo que pudiese garantizar la
efectividad del tratamiento mediante una reduccién notable de la demanda quimica de oxigeno

(DQO) vy la reduccién de los efectos toxicolégicos en Lactuca sativa de forma significativa.

4.3 Configuracion de los sistemas de oxidacion avanzada

Se realizé el montaje de un reactor UV/H,O, empleando equipos con los que cuenta la
Universidad Politécnica del Estado de Morelos, cuya estructura es la siguiente: 2 camaras de
irradiacién de acero inoxidable (volumen de 5 L), 2 lamparas protegidas de cuarzo (irradiacion

de 80 Wm- 2) y se representa en la ilustracion 10. Como oxidante se adicion6é H,O; grado
industrial al 50% en una concentracion de 2.5 mg/L (Kim et al., 2009).

Reactor 1 T - Reactor 2
- - —
Y v

Fuente de poder 4

Entrada de

U5 o v

’ 4K Entrada de
agua residual X : o|o Av/ agua residual
y peroxido 4P i y peroxido
9 ol

¥

Salida Salida
de agua de agua
tratada tratada

llustracién 10. Estructura del sistema de oxidacion avanzada
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De acuerdo con la caracterizacion realizada por Ortiz (2019), las lamparas de luz UV con
las que se cuenta, tienen una mayor absorcion de energia de aproximadamente 254 nm, esta
es la longitud de onda reportada como adecuada para la transformacion de la estructura del
paracetamol, asi mismo coincide con la emisién de energia el rango UV en el que existe un

mayor desdoblamiento por fotélisis de perdxido de hidrogeno para producir iones hidroxilo.

4.4 Monitoreo de Toxicidad agua en Lactuca sativa

El procedimiento experimental se realiz6 mediante la modificacién del disefio
experimental del Rede y colaboradores (2016), el cual se basa en las metodologias de la EPA
600/3-88-029 (Greene, 1996) y el Reporte EPS 1/RM/45 (Canadéa 2005). Se colocaron quince
semillas de L. sativa en cajas de Petri con papel filtro, cada semilla se colocé en la superficie
y se le adicionaron 10mL de agua proveniente de las diferentes etapas del proceso
experimental: agua adicionada con paracetamol sin tratar, agua del efluente biolégico, agua
del efluente del tratamiento de oxidacion avanzada y agua del efluente del tratamiento hibrido.

Las cajas Petri se cubrieron con parafilm y se almacenaron en la obscuridad a 24°C
durante 48 para la germinacion de las semillas, posteriormente, se sometieron a ciclos de 16:8
h de luz-obscuridad. Tras cinco dias de exposicion, se calcul6 el porcentaje de germinacion,
el cual es valido si la germinacién del control es 290% vy la longitud de la raiz es de hasta 5
mm.

Para precisar las afectaciones toxicolégicas, ademas del andlisis de viabilidad de las
semillas, se realizaron mediciones de las tres estructuras que integran las plantulas: raiz tallo
y cotiledones, con lo cual se puede comprender el grado de afectaciéon ocasionado por el
paracetamol y analizar si los diferentes tratamientos son capaces de contribuir con la reduccion

de la toxicidad.

4.5 Andlisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza (ANOVA) de una via, para la comparaciéon general entre
muestras, asi mismo se empled la prueba de Tukey, para determinar la existencia de
diferencias significativas entre los tratamientos aplicados. Los resultados obtenidos se

muestran en las graficas pertinentes a las comparaciones entre los tratamientos aplicados.
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CAPITULO 5.
RESULTADOS

5.1 Induccién de la granulacién

5.1.1 Etapaexperimental 1

Se hicieron observaciones de los cambios estructurales del lodo a través del tiempo los

granulos comenzaron a tener presencia a partir del dia 8, donde iniciaron su formacién como

manchas de color claro, se percibieron las aglomeraciones entre bacterias (bacilos y cocos) y

organismos filamentosos (llustracion 11).

Vista macroscépica

Dia 1

Vista microscopica

Dia 6

llustracién 11. Cambios estructurales de la biomasa, dias 1-14
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llustracién 12. Cambios estructurales de la biomasa, dias 16-21

Durante el procedimiento, también fue perceptible que la presencia de agregados
inmaduros propiciaba una distorsién del papel milimétrico (a través del cual se peritié delimitar
su tamafio) esto ocurri6 mayormente hasta el dia 15, donde aun se mostraba una
desintegracién parcial de las estructuras.

Los granulos permanecieron estables en el tiempo, la biomasa floculenta se redujo lo
suficiente para realizar mediciones del tamafio de los granulos (ilustracion 12), los cuales
presentaron tamafios de entre 1-3 mm al finalizar los 21 dias de granulacion. Debido a la
subjetividad de este tipo de observaciones, se requirié el desarrollo de una metodologia que
pudiese aportar valores puntuales de los aspectos que intervienen en el proceso de
granulacion, como la medicion de la DQO vy el andlisis del comportamiento de los sélidos
suspendidos totales (SST) y los sélidos suspendidos volatiles (SSV).

De igual forma, se observo que, con el proceso de granulacién, se disminuye el tiempo
requerido para sedimentar la biomasa y proceder a la separacion sélido liquido en el sistema.
La biomasa de arranque en los reactores compuesta por microorganismos suspendidos
requeria en promedio 150 min para sedimentar, mientras que, después de un proceso de

granulacion de 21 dias, esto ocurria en 25 minutos.
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5.1.2 Etapa experimental 2

Durante el proceso 2, la granulacién se monitore6 a través de la medicion de los cambios
de los valores de la demanda quimica de oxigeno en el efluente, asi como en la medicion de
sélidos suspendidos totales (SST) y sdlidos suspendidos volatiles (SSV) en cada uno de los
reactores.

Se encontré que, en el reactor granular 1 (RG1) que no contenia paracetamol, el
porcentaje minimo de remocién de DQO fue en el ciclo dos (que comprende los dias de
operacion 4-6), con un valor de 58.61%, mientras que el rango maximo, fue de 88.02% de
remocion durante el ciclo 9 (dias de operacion 25-27).

En contraste, el reactor granular 2 (RG2) adicionado con paracetamol, presentd un
minimo de remocion de 56.21% en el ciclo dos, mientras que el valor maximo fue de 92.2% en
el ciclo 9. Al realizar una comparacion de ambas muestras mediante una prueba t, se encontré
que la remocion de DQO entre ambos biorreactores no es estadisticamente significativa,
aungue la media del biorreactor dos es més alta que la del biorreactor uno. Los valores de
DQO de entrada y salida de los biorreactores se muestran a continuacion (tablas 5.1 y 5.2) asi
mismo, la figura 2 muestran los valores porcentuales de reduccion de la demanda quimica de

oxigeno en ambos biorreactores.

Tabla 5.1 Demanda Quimica de Oxigeno RG1
Valores de DQO para el influente y efluente del RG1 (mgO:/L)

CiCLO ENTRADA SALIDA CICLO ENTRADA  SALIDA
C1 933 277 Cé6 957 215
C2 899 417 Cc7 854 143
C3 929 212 C8 940 362
C4 981 195 C9 1127 135
C5 897 191 Cc10 1123 185

Los valores obtenidos en el RG1, sefialan una notable actividad biologica durante el
proceso de granulacion, la cual permanece constante a partir del ciclo 2 hasta el ciclo 6 y sufre
un descenso en el ciclo C8, sin embargo, los valores aumentan nuevamente hasta concluir el
proceso de granulacion.

Con respecto al RG2, los valores encontrados en el porcentaje de remocién son

ligeramente més altos que en el biorreactor 1, es importante destacar que, la adicién del
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carbonato de calcio no tuvo impacto negativo en la bioactividad de los microorganismos, por
lo que se infiere que, la diversidad ecol6gica microbiana esta interactuando de forma sinérgica

en la remocion de los compuestos presentes en el agua.
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Figura 2. Remocién de DQO en los reactores granulares 1y 2, durante la etapa

experimental 2

Tabla 5.2 Demanda Quimica de Oxigeno BR2

Valores de DQO para el influente y efluente del reactor granular 2 (mgO./L)

CiICLO ENTRADA SALIDA CICLO ENTRADA SALIDA
1 1069 410 6 868 186
2 1005 440 7 1129 88
3 961 318 8 886 79
4 1123 163 9 937 187
5 923 156 10 1072 124

En efecto, a través del seguimiento de la cantidad de sélidos suspendidos totales (SST)
y solidos suspendidos volatiles (SSV) en el licor mezclado, se permitié observar graficamente

la forma en la que cambia la cantidad de microorganismos floculentos, para pasar a la forma
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de agregados microbianos. Asi mismo, de acuerdo con la literatura consultada se infiere una
mayor produccién de exopolisacéaridos, los cuales aglutinan a los microorganismos para dar
pie a la integracién de agregados.

Dichas observaciones se muestran en las figuras 3 y 4 para los reactores granulares 1y
2 respectivamente. Durante el arranque del RG1 (to), se encontrd una cantidad de SST y SSV
de 3230 mg/L y 2690 mg/L respectivamente, los sdélidos mostraron un comportamiento
descendente durante los primeros siete ciclos, fue en este ciclo donde mostraron el valor
minimo 800 mg/L para SST y 452 mg/L para SSV.

Hasta este ciclo, el comportamiento de los sélidos no presentaba interferencias con el
procedimiento experimental, sin embargo, los granulos sufrieron alteraciones estructurales en
el biorreactor granular 1, las cuales ocasionaron su desintegracibn por completo y
consecuentemente, que la biomasa en el reactor estuviera presente de forma floculenta.

Una vez ocurrido este fenbmeno, no fue posible recuperar la estructura con las
condiciones preestablecidas, asi mismo, fue sumamente complicado separar la biomasa del
agua tratada en el reactor, por lo que se requeria el uso de la bomba de vacio para lograr
realizar las mediciones de la remocion de la demanda quimica de oxigeno.

En el RG2, la expectativa era encontrar diferencias con respecto al RG1, pues con la
adicion de carbonato de calcio (CaCOs) se esperaba la formacién de granulos estables que
pudiesen permanecer bioactivos en el sistema. La cantidad inicial de sdlidos fue de 3357.14
mg/L para SST Y 2700 mg/L para SSTV, en los ciclos posteriores, se observd un
comportamiento mayoritariamente descendente, sin embargo, en los ciclos siete y ocho ocurrié
un fendbmeno particular, la cantidad de sdlidos incrementd con respecto a lo cuantificado en el
ciclo seis, para posteriormente disminuir nuevamente en el ciclo nueve.

Por ello, el incremento de sélidos en los ciclos posteriores se atribuy6 a la desintegracion
de esos granulos de gran tamafio para dar lugar a la formacién de estructuras granulares
sélidas con tamafios que oscilaban entre los 1-3mm. A diferencia del biorreactor uno, en el

dos, los granulos fueron capaces de permanecer estables durante mas de 30 dias.
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Figura 3. Comportamiento de los sélidos suspendidos totales y sélidos suspendidos
volatiles en el reactor granular 1
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Figura 4. Comportamiento de los sélidos suspendidos totales y sélidos suspendidos
volétiles en el reactor granular 2
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5.1.3 Etapaexperimental 3

En este procedimiento, las condiciones de granulacion se desarrollaron de forma similar
a las del proceso dos, para posteriormente emplear la biomasa en el tratamiento biol6gico e
hibrido de paracetamol. La diferencia fundamental entre ambos procesos, radica en que en el
proceso 3 se busco igualar las condiciones para ambos biorreactores, inoculando la biomasa
desaguada exclusivamente y adicionando CaCOs en el agua sintética, la siguiente figura
muestra los cambios estructurales de la biomasa en ambos biorreactores, desde el dia cero

hasta la formacién de granulos estables.

llustracién 13. Cambios estructurales de labiomasa granular através del tiempo A-a: dia cero,

B-b: dia seis, C-c: dia doce, D-d: dia veintisiete).

Con respecto a las mediciones de control durante la granulacién, a través de una prueba
t, se encontr6 que ambos biorreactores no presentan diferencias significativas en cuanto a la
remocion de DQO, pues sus valores de remocion oscilan entre el 74 y 85% asi mismo, la
media de remocidn ambos biorreactores mostraron un valor muy semejante, 79.66% para el

reactor granular 1 y 79.35% para el reactor granular 2. Los valores correspondientes al
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influente y al efluente del reactor granular 1 (RG1), se muestran en la tabla 5.3 y los porcentajes
de remocién de DQO correspondientes en la gréafica 5.

Tabla 5.3 DQO en el influente y el efluente del reactor granular 1 (RG1).
Valores de DQO para el influente y efluente del RG1 (mgO2/L)

CiCLO ENTRADA SALIDA CICLO ENTRADA  SALIDA
C1 933 277 C6 957 215
Cc2 899 417 C7 854 143
C3 929 212 C8 940 362
C4 981 195 C9 1127 135
C5 897 191 C10 1123 185

El valor maximo se encontron en el ciclo 9 (dias 24-27), con un porcentaje de remocion
de 86.29%, mientras que, el valor minimo fue de 74.84% en el ciclo 2 (dias 3-6).

Es importante sefalar que, a pesar de las variaciones en la remocién de DQO, la
estructura de la biomasa se mantuvo estable y no hubo modificaciones apreciables de la
estructura de los granulos. Con esto, se hace referencia a que los granulos conservaron su
forma esférica, un tamafio constante (no mayor a 5mm) y una coloracién clara que no permitia
el paso de la luz.

De igual forma, la tabla 5.4 muestra los valores del influente y efluente de cada ciclo de
granulacion para el reactor granular 2 (RG2), estos datos permitieron observar la eficiencia de

remocién de DQO, la cual se expresa en forma de porcentaje en la figura 5.

Tabla 5.4 DQO en el influente y el efluente del reactor granular 2 (RG2)
Valores de DQO para el influente y efluente del RG1 (mgO2/L)

CICLO ENTRADA SALIDA CICLO ENTRADA SALIDA
C1 1005.7 234 C6 1005.7 234
C2 1023 229 C7 1023 229
C3 961 226 C8 961 226
C4 920.3 141.3 C9 920.3 141.3
C5 959 146.3 C10 959 146.3

Dentro de los resultados principales, se encontré un comportamiento variable en lo que

respecta a los porcentajes de remocidn, los valores maximos se ubicaron dentro de los ciclos
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4 y 5, con valores de 84.64% y 84.74% respectivamente, asi mismo, el valor minimo se

encontrd en el ciclo 7 con un porcentaje de remocion de 73.93%.
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Figura 5. Remocién de DQO en los reactores granulares 1y 2, etapa experimental 3

Al igual que en el proceso dos, en cada ciclo de granulacion se realiz6 la medicion de
los SST y SSV, al observar los resultados graficamente se pudo encontrar que, ambos
biorreactores tuvieron un comportamiento muy similar, redujeron la cantidad de sdlidos de
manera constante hasta el ciclo 7 (21 dias) y posteriormente hubo un incremento en los ciclos
8, 9 y 10, sin que esto provocara alteraciones en la estructura granular, este fue un buen
indicador de la estabilidad de la biomasa en el tiempo, cuando no estuvo sometida a contacto
con compuestos toxicos.

El reactor granular 1 arranc6 con 1800 mg/L de SST y 1385.71 mg/L de SSV, el minimo
presentado en el ciclo siete tuvo 228 mg/L de SST y 168 mg/L de SSV, al finalizar los diez
ciclos de granulacion, hubo una cantidad de 932 mg/L de SST y 580 mg/L de SSV (figura 6).

En la figura 6 se puede apreciar que, los sélidos en el reactor tuvieron un comportamiento

descendente durante los primeros 3 ciclos de granulacidon, mediante las observaciones

42



visuales, se comprendié que, los granulos iniciales dentro del reactor eran muy grandes y
presentaban un tamafio de entre 6 y 10 mm con una estructura poco definida, por ello, con el
transcurso del tiempo, se desintegraron para formar estructuras granulares estables y de

menor tamafo.
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Figura 6. Comportamiento de los sélidos suspendidos totales y sélidos suspendidos
volatiles en el reactor granular 1

De la misma forma, el reactor granular 2 arrancé con una cantidad de SST de 1833.33
mg/L y con una cantidad de SSV de 1408.33 mg/L, en el ciclo siete, se encontraron 392 y 244
mg/L para cada uno de los parametros, al concluir la granulacién del lodo, se cuantificaron 896
mg/L de SST y 548 mg/L de SSV (figura 7).

En el RG2 el comportamiento inicial fue distinto, pero mantuvo el patron de continuidad
similar al del RG1, el primer ciclo tuvo un decaimiento importante en la cantidad de sélidos, los
cuales incrementaron posteriormente debido a la presencia de granulos de gran tamafio, los
cuales se mostraron inestables y se desintegraron a partir del ciclo cuatro, para originar la

formacién de estructuras de menor tamairio.
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Figura 7. Comportamiento de los sélidos suspendidos totales y sélidos suspendidos
volatiles en el reactor granular 2

En la evaluacion del tratamiento biolégico de paracetamol en los dos reactores
granulares aerobios, se realizaron mediciones similares a aquellas desarrolladas en la
granulacion de la biomasa. Para ello, en ambos biorreactores (inoculados con agua sintética
adicionada con 5mg de paracetamol, DQO 900-1000 mgO2/L), se midieron los valores de
demanda quimica de oxigeno en el influente y el efluente, en cuatro tiempos de tratamiento:
4, 6 8 y 12 h; cada uno de los tiempos establecidos tuvo diez repeticiones (ciclos). Con la
comparacion de los valores iniciales y finales de cada ciclo de tratamiento, fue posible
determinar el porcentaje de remocion de DQO, los cuales se expresan en las tablas 5.5y 5.6

para los reactores granulares uno y dos respectivamente
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Tabla 5.5. Porcentajes de remocion de DQO en los ciclos de tratamiento de
paracetamol en el reactor granular 1

MUESTRA 4h
C1 44.62
C2 51.60
C3 66.17
C4 42.314
C5 48.85
C6 26.29
C7 25.56
C8 37.50
C9 47.78
C10 38.39

6h
61.14
69.17
59.13
60.39
33.14
62.96
40.61
57.76
52.51
61.00

8h
71.47
73.05
78.42
78.06
46.95
43.62
66.40
67.48
66.68
77.45

Tabla 5.6 Porcentajes de remocion de DQO en los
paracetamol en el reactor granular 2

MUESTRA
C1
C2
C3
C4
C5
C6
C7
C8
C9

C10

4h
50.75
57.91
60.07
47.09
52.68
33.78
48.88
54.17
46.38
59.68

6h
66.30
66.39
62.35
62.47
65.76
39.83
57.54
68.11
65.96
65.51

8h
60.68
68.98
73.10
62.47
71.83
75.66
70.88
73.59
72.35
62.66

12h
72.11
74.71
74.15
69.83
75.11
70.11
76.86
72.08
79.87
76.06

ciclos de tratamiento de

12h

70.80
70.51
68.16
74.16
73.51
77.69
75.60
79.00
76.26

81.6

Para determinar las diferencias en cada tiempo de tratamiento, se realiz6 una prueba

ANOVA de una via con un nivel de confianza de 95%, empleando el método de comparacion

de Tukey para analizar si existian diferencias significativas entre cada tiempo de tratamiento,

como parte del andlisis estadistico se determind que, en ambos biorreactores los tiempos de

tratamiento de 12 horas fueron los mas efectivos en la remocién de la demanda quimica de

oxigeno, también se encontré que, este tiempo es significativamente diferente con respecto a

la remocion de DQO que se obtuvo a las 6 y 4 horas; en relacién a los datos obtenidos a las

8h, puede decirse que, este tiempo de tratamiento permite obtener valores similares a aquellos
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observados con los tiempos de tratamiento de 12 y 6 horas, con los cuales la remocion de

DQO no presenta diferencias significativas.

Al respecto, se encontré que, la mejor remocion puede obtenerse en los ciclos de 12
horas, pues en este tiempo, se obtuvo la remocién méxima, con un valor de 79.87%, mientras
que la minima, se encontrd en los ciclos de 4h, con un valor de 25,56%. Asi mismo, para el
reactor G2, el maximo de remocién se presentd a las 12h con un valor de 81.63% y el minimo
fue hallado en los ciclos de 4h con un valor de 33.78%. Las figuras 8 y 9 muestran de forma

puntual el comportamiento de cada uno de los reactores.
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Figura 8. Analisis de varianza de los tiempos de tratamiento biolégico en el reactor

granular 1

Con el objetivo de obtener una mejor comparacion de cada tiempo de tratamiento, se
realizo la evaluacion de los efectos toxicolégicos de paracetamol en la viabilidad de semillas
de Lactuca sativa, como uno de los factores de analisis se considero el porcentaje de viabilidad
en las semillas, puesto que, a través de pruebas preliminares se establecieron 5mg/L como

concentracion asociada a dosis letal, la cual inhibe por completo la germinacion de las semillas
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Figura 9. Analisis de varianza de los tiempos de tratamiento biolégico en el reactor

granular 2

Los resultados se definieron a través de una prueba ANOVA con un indice de confianza
de 95%, utilizando el método de comparacion de Tukey, para encontrar diferencias
significativas entre la viabilidad de las semillas, para ello se hicieron comparaciones con
respecto a las muestras del influente del reactor (E) y las muestras de los efluentes en los
diferentes tiempos de tratamiento (4h, 6h, 8h y 12h).

En la evaluacion de desempefio de los reactores, los resultados de la prueba ANOVA
demostraron que, todos los tiempos de tratamiento tienen un impacto positivo hacia la
germinacion de las semillas, es decir, todos los tiempos de tratamiento son significativamente
diferentes al influente del reactor, el cual contiene la forma farmacéutica del paracetamol sin
tratar; se obtuvo que, cualquier tiempo de tratamiento reduce la toxicidad del paracetamol,
aungue las 4 horas de tratamiento tienen una menor efectividad con respecto a las 6, 8 y 12h,

donde se incrementan la viabilidad de las semillas incluso por arriba del 70%.

47



Al respecto, en el reactor granular 1 (Figura 10), las medias del porcentaje de
germinacion para cada uno de los tiempos de tratamiento fueron: Influente (muestra E) 0%, a
las 4h 23.56%, a las 6h 55.13%, para las 8h 60.67% y a las 12h .37%. El analisis estadistico

probéd que no existen diferencias significativas entre los tiempos de tratamiento de 6, 8 y 12h
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Figura 10. Analisis de varianza de la viabilidad de semillas para los diferentes tiempos de

tratamiento biolégico RG1

Con base en el analisis de resultados, en el reactor granular 2 (figura 11) se encontraron las
siguientes medias para cada uno de los tratamientos: Influente (muestra E) 0%, a las 4h
24.56%, a las 6h 55.89%, para las 8h 71.57% y a las 12h 78.76%. Las muestras del tratamiento
de 4h eran significativamente diferentes a las de 6, 8 y 12h, aquellas correspondientes a 6
horas eran con respecto a las de 12h de tratamiento, mientras que, las muestras obtenidas a
las 8h eran similares con las muestras de 6 y 12h, siendo las de 12h las que reducian

mayoritariamente los efectos toxicologicos del paracetamol.
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Figura 11. Analisis de varianza de la viabilidad de semillas para los diferentes tiempos de

tratamiento biol6gico RG2

La figura siguiente proporciona informacién respecto a las diferencias entre las plantulas

germinadas con agua proveniente de diferentes tiempos del tratamiento biolégico en el RG1.

llustracién 14. Germinacién de plantulas
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De forma cualitativa, se puede apreciar en la imagen que, el crecimiento de las plantulas
se ve beneficiado directamente por el tiempo que permanece el agua en tratamiento dentro
del reactor, para corroborar estas interpretaciones visuales, se procedio al analisis estadistico
particular de la elongacién de las raices, tallos y cotiledones presentados por cada plantula.
Los datos generales de la media de cada parametro y su agrupacién dada por el analisis de
varianza para determinar la existencia de diferencias significativas se muestran en latabla 5.7
y la distribucién de tamafio para cada estructura de la plantula, se presentan en las figuras 12.
13y 14.

Tabla 5.7. Media de los valores obtenidos cos respecto a la elongacion de raices, tallos y
cotiledones y su agrupacion de acuerdo con el analisis de varianza RG1

Tiempo de | Raiz (cm) Tallo (cm) Cotiledones
tratamiento (cm)

4h 0.1822 C | 0.2378 C | 0.1535 C
6h 0.4149 B | 0.723 B | 0.3679 AB
8h 0.4154 B | 0.7293 B | 0.2911 B
12h 0.8551 A | 1.533 A | 0.46 A

A través del andlisis estadistico, se pudo determinar que, al igual que en la remocién
de DQO, el mejor tiempo de tratamiento se obtiene a las 12 horas, pues no solo propicia un
incremento notable en cuanto al porcentaje de germinacién de cada plantula, sino que también
demuestra efectos positivos en sus estructuras. En el caso de la elongacion de la raiz y del
tallo, las mediciones demostraron que el tamafio maximo procede del tratamiento del agua
durante 12 horas, y que este es estadisticamente significativo con respecto a los que se
obtienen en menores tiempos de tratamiento, a su vez se obtuvo que, para ambas estructuras
los tiempos de 6 y 8h no presentan diferencias significativas entre si; pero si son diferentes de
los valores que pudieron obtenerse con 4 horas.

En el caso de los cotiledones, los tamafios determinados en los tiempos de tratamiento de
12 y 6 horas fueron los méaximos obtenidos y ambos grupos no demostraron diferencias
significativas entre si, por debajo del valor de esas medias se encontraron los valores
provenientes del tratamiento de 8 y 4 horas, entre los cuales si se presentaron diferencias

significativas.
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Figura 12. Distribucion de la elongacion de laraiz en el tratamiento bioldgico RG1
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Figura 13. Distribucion del tamafio del tallo en el tratamiento biol6gico RG1
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Figura 14 Distribucion del tamafio de los cotiledones RG1
De igual forma, se realiz6 el andlisis de varianza correspondiente a la elongacion de las
raices, tallos y cotiledones de cada ciclo en los diferentes tiempos de tratamiento para el
reactor granular 2 (RG2). Los datos se muestran a continuacién en la tabla 5.8, asi como en

las figuras 15, 16 y 17

Tabla 5.8. Media de los valores obtenidos cos respecto a la elongacion de raices, tallos y
cotiledones y su agrupacion de acuerdo con el analisis de varianza RG2

Tiempo de | Raiz (cm) Tallo (cm) Cotiledones
tratamiento (cm)

4h 0.0954 C|0.188 C |0.0823 C
6h 0.4175 AB | 0.793 AB | 0.3921 AB
8h 0.3371 B | 0.5643 B {02934 B
12h 0.6014 0.976 A | 0.5014 A
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Figura 15 Distribucion de la elongacion de la raiz en el tratamiento biolégico RG2
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Figura 16. Distribucién del tamafio del tallo en el tratamiento biolégico RG2
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Figura 17. Distribucion del tamafio de los cotiledones RG2

El andlisis estadistico del reactor granular 2 determin6 que, el mejor tiempo de tratamiento
para el incremento de la viabilidad de las semillas y la elongacién de las tres estructuras de
las plantulas es a las 12 horas, donde se presentan los tamafios maximos en raices tallos y
cotiledones. A través de la agrupacion de datos se pudo definir que el tratamiento durante 6
horas presenta similitudes con el tratamiento de 12 horas y el de 8. Los valores minimos
encontrados con diferencias significativas con respecto a las 12 horas fueron aquellos

encontrados a las 8 y 4 horas de tratamiento.

5.2 Tratamiento de oxidacién avanzada

Los procesos de oxidacion avanzada se desarrollaron de una forma poco estricta en
cuanto a la remociéon de DQO, pues su objetivo era incrementar la biodisponibilidad del
compuesto, para que posteriormente este fuese metabolizado por los microorganismos
presentes en los reactores granulares aerobios. En estos procesos, se obtuvieron porcentajes
de remocién de DQO variables, para el reactor 1, el porcentaje minimo se encontro en el ciclo
2, con un valor de 7.55%, mientras que el maximo se presentd en el ciclo 9, con un valor de
28.9% (Tabla 5.9).
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Tabla 5.9 DQO procesos de oxidacién avanzada reactor 1

MUESTRA ENTRADA SALIDA %DE
(mgO2/L) (mgO2/L) REMOCION

Gl 1048 912 12.97
C2 1006 930 7.55
€3 1119 920 17.78
C4 942 741 21.33
€5 1117 848 24.08
C6 1011 790 21.85
C7 998 771 22.74
C8 998 817 18.13
C9 979 696 28.90
C10 981 764 22.12

Asi mismo, en el reactor 2 el menor porcentaje de remocién se report6 en el ciclo 2, con
un valor de 2.64%mientras que el maximo fue de 31.64% en el ciclo 7 (tabla 5.10).
Tabla 5.10 DQO procesos de oxidacidon avanzada en el reactor 2

MUESTRA ENTRADA SALIDA %DE
(mgO2/L) (mgO2/L) REMOCION

C1 1069 903 15.52
Cc2 1021 994 2.64
C3 1082 960 11.27
C4 1008 741 26.48
C5 968 856 11.57
C6 976 795 18.54
C7 929 635 31.64
C8 967 869 10.13
C9 1066 901 15.47
C10 970 714 26.39

5.3 Procesos hibridos

Para comprender el funcionamiento acoplado de los sistemas de tratamiento, se hizo la
evaluacion en conjunto del tratamiento acoplado con respecto a la remocion de DQO y a la
observacién de efectos toxicoldgico medibles en las semillas de Lactuca sativa.

El proceso hibrido incluye la reduccion global de DQO por parte del sistema, para que

pueda observare si la biomasa es capaz de reducir la DQO cuando el agua ha sido sometida
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a un pretratamiento de oxidacién avanzada, o si la salida de agua se encuentra cargada con
algun subproducto toxico que afecte la bioactividad de la biomasa.

El tratamiento hibrido contemplé como sistema uno al reactor UV1 acoplado al RG1 y
como sistema dos al reactor UV2 acoplado al RG2, dentro de las mediciones de DQO se
obtuvieron los siguientes resultados en relacion al porcentaje de remocién de DQO con los
tratamientos de forma individual y el tratamiento hibrido en conjunto (Tabla 5.11y 5.12).

Tabla 5.11 Remocién de DQO en el sistema acoplado 1

Muestra Oxidacion Reactor granular = Sistema
avanzada l (%) 1 (%) acoplado 1
(%)
C1 12.97 66.38 79.35
C2 7.55 76.45 84.00
C3 17.78 56.44 74.23
C4 21.33 63.87 85.20
C5 24.08 64.45 88.54
C6 21.85 57.00 78.86
C7 22.74 54.04 76.78
C8 18.13 65.16 83.30
C9 28.90 35.88 64.79
C10 22.12 52.73 74.85

El porcentaje maximo de remocion de DQO en el sistema 1 se obtuvo en el ciclo hibrido
2 con un 84% de remocion de DQO. Asi mismo, el sistema acoplado dos, el porcentaje maximo
de remocién por el proceso hibrido fue de 84.6%.

Tabla 5.12 Remocion de DQO en el sistema acoplado 2

Muestra Oxidacion Reactor granular 2 Sistema
avanzada 2 (%) (%) acoplado 2
(%)

C1 15.52 53.78 69.31
Cc2 2.64 65.62 68.26
C3 11.27 58.50 69.77
ca 26.48 41.07 67.55
C5 11.57 73.03 84.60
C6 18.54 52.15 70.69
C7 31.64 49.73 81.37
C8 10.13 66.80 76.93
C9 15.47 68.94 84.42
C10 26.39 52.26 78.65
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Al finalizar estas mediciones, se procedid a la realizacién de una prueba t entre los
porcentajes de remocién obtenidos en el tratamiento biolégico del paracetamol y aquellos que
formaron parte de los valores obtenidos por los sistemas acoplados. A través de la obtencion
de las medias y la desviacion estandar, se comprendié que existen diferencias significativas
en la remocion del sistema en las distintas etapas del tratamiento

Para el reactor granular 1, la media de remocion en el proceso biolégico exclusivamente
fue de 79. 0%, mientras que, cuando se integré al proceso acoplado, esta tuvo un valor de
59.24%, generando una diferencia en el porcentaje de remocién de 14.85%, en consecuencia,
se fundamento que existe una diferencia importante entre la desviacién estandar, con un valor
de 12.97%.

Dentro de los resultados del reactor granular 2, las medias de remocion de DQO fueron
las siguientes: 73.74% para el tratamiento biol6gico de paracetamol durante 12h y 58.19% en
el tratamiento bioldgico acoplado al proceso hibrido, lo cual produce una importante diferencia
de medias de 16.54%, asi mismo, se defini6 un valor de 11.31% de diferencia entre la
desviacion estandar de los datos.

Estos resultados permiten afirmar que si existe un grado de afectacién del proceso de
oxidacién avanzada hacia la biomasa granular en cuestion, pues reduce significativamente la
capacidad de remocién de DQO de los microorganismos al interior de cada reactor.

Como parte del desempefio global de sistema, también se analizé estadisticamente el
porcentaje de remocion de DQO de cada uno de los sistemas experimentales (POA,
tratamiento bioldgico y sistema hibrido).

En ambos sistemas, se obtuvo que los valores minimos de remocién se presentan en el
proceso de oxidacion avanzada, estos valores a su vez son estadisticamente significativos con
respecto a los que se obtienen durante el tratamiento biolégico en lote y con aquellos que se
observan en el tratamiento hibrido.

Los resultados del tratamiento biolégico no presentaron diferencias significativas con los
procedentes del tratamiento hibrido, aunque estos Ultimos demostraron un porcentaje de
remocion por encima elevado. Asi mismo, los resultados para cada andlisis estadistico se
observan en las figuras 18 y 19.

De igual forma, se realizé el andlisis toxicoldgico global para determinar la toxicidad de
los sistemas acoplados, para ello se graficaron los porcentajes de viabilidad de las semillas en
cada ciclo de tratamiento (figuras 20 y 21), donde se pudo determinar que el tratamiento

acoplado no tiene la capacidad total de reducir la toxicidad del paracetamol, e incluso se puede
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inferir que con el pretratamiento de oxidacién avanzada se forman intermediarios mas téxicos

que no pueden ser tratados a través de una tratamiento biolégico posterior.
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Figura 18. Andlisis de varianza de laremocion de DQO en el sistema acoplado 1
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Figura 19. Analisis de varianza de la remocién de DQO en el sistema acoplado 2
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Figura 20. Distribucion de la viabilidad de las semillas en el sistema acopado 1
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Figura 21. Distribucién de la viabilidad de las semillas en el sistema acopado 2
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Asi mismo, se evaluaron las caracteristicas de la estructura de las plantulas, pues con
los efluentes de cada tratamiento, se podian observar cambios en el tamafio de la raiz, del
tallo y en los cotiledones.

Se report6 que, en el sistema acoplado 1, en los ciclos iniciales y finales (ciclo 1, 9 y 10),
no fue posible realizar la medicidon de estructuras, puesto que ninguna semilla germino, el
mayor tamafio de la raiz se pudo observar en el ciclo de tratamiento 1, donde los tamafios se
ubicaron entre los 0.5 y 1.1 cm, mientras que los minimos se observaron en el ciclo 6, con

valores de entre 0.1 y 0.4 cm (figura 22).
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Figura 22 Distribucion de la elongacién de laraiz en el sistema acopado 1

En la figura 23 se analizo la distribucion de la elongacién del tallo, donde los tallos del
ciclo 5 tuvieron tamafio y la menor dispersién, pues las mediciones se ubicaron entre los 1.5y
1.7 cm, mientras que los valores minimos se encontraron en el ciclo 6 de tratamiento, donde
el tamafo de los tallos cuantificado fue de 0.1 a 0.5 cm. Con respecto a los cotiledones, estos

presentaron un tamafio maximo en el ciclo 5 (figura 24).
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Figura 23. Distribucion del tamafio del tallo en el sistema acoplado 1
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En el sistema acoplado 2, se observé que, el valor maximo correspondiente a la
elongacion de la raiz se presentd en el ciclo 10, donde el valor medio presentado se situd en
1.037 cm, asi mismo, en este ciclo se present6é una menor dispersion de datos, pues estos se

ubicaron entre 0.9 y 1.1 cm (figura 25)
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Figura 25. Distribucion del tamafio de la raiz en el sistema acoplado 2

Con respecto al tamafio de los tallos, los valores mas altos y con menor dispersion
también pudieron medirse en el ciclo 10, donde se obtuvo una media de 1.7 cm, el valor minimo
en este ciclo fue de 1.56 cmy el mas elevado fue de 1.92 cm. Asi mismo, los valores minimos
se determinaron en el ciclo 3, donde la media fue de 0.2 cm (figura 26).

En cuanto al comportamiento del tamafio de los cotiledones, en el ciclo 3 se observaron
las elongaciones maximas y con mayo dispersion, pues los datos se colocaron en un rango de
0.56 a 1.015 cm y la media tuvo un valor de 0.72 cm. Asi mismo, los valores minimos se

observaron en el ciclo 3, el cual presentdé una media de 0.19 cm (figura 27)
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Figura 26. Distribucion de la elongacion del tallo en el sistema acoplado 2
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Figura 27. Distribucion del tamafio de los cotiledones en el sistema acoplado 2
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CAPITULO 6.
DISCUSION

Un aspecto notable de una gran cantidad de investigaciones enfocadas a la obtencion
de biomasa granular aerobia es que, algunos autores establecen como requerimiento el uso
de fuentes de carbono especificas o adicionales para la obtencion de granulos estables.

Asi mismo, se ha considerado como un factor funcional, la inoculacion de
microorganismos robustos asociados a la biodegradacion de contaminantes particulares, un
ejemplo de ello puede observarse en el trabajo de Kan y colaboradores (2019), quienes
desarrollaron biomasa granular aerobia en dos columnas en lote, inoculando una de ellas con
granulos aerobios precultivados los cuales contaban con la capacidad conocida de degradar
acetato; en su segunda columna se inocularon bacterias degradadoras de sulfolano y acetato.
Dentro de sus resultados, sefialan que la biomasa cultivada pierde estabilidad a los 36 dias de
operaciones en los reactores, esta informacion contrasta con los resultados obtenidos en esta
investigacion, donde la biomasa presentd un comportamiento descendente con respecto a la
cantidad de lodo floculento, que consecuentemente permitié el incremento de la biomasa
granular, la cual permanecio estable y bioactiva durante los 96 dias de operaciones.

Con respecto a la formacion de los granulos, se ha reportado que, se requiere de
periodos de operacion bastante largos para la obtenciébn de biomasa estable, en esta
investigacion, una de las contribuciones principales fue la de Wang y colaboradores (2019),
guienes puntualizan que se pueden reducir los tiempos necesarios para la induccion de la
granulacion utilizando biomasa desaguada como inéculo, lo cual propicia la aparicion de
granulos de gran tamafio en los primeros 5 dias de operaciones y permite la obtencién de
granulos aerobios estables en 15 dias. Con el procedimiento experimenta fue posible
corroborar esta informacion, pues la presencia de la biomasa granular ocurrié en tiempos
similares durante la experimentacion.

En la etapa de formacién de la biomasa, se considera de suma importancia el rol que
desarrollan los exopolisacéridos (EPS), pues se consideran un tipo de agentes gelificantes. A
través de métodos reoldgicos, se ha demostrado que, en la biomasa floculenta, los EPS actuan
como una pasta, mientras que en la biomasa granular actian como un gel estructural real
(Savouir, 2009)

En otras investigaciones también se ha demostrado que el uso de agua residual resulta

ser un sustrato efectivo en la granulacion y permite la adhesiéon de la biomasa de forma exitosa,
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al respecto, Lin (et al., 2010) sefala en sus investigaciones, con el uso de un sustrato particular
se pueden obtener EPS particulares, generalmente del tipo alginatos, mientras que, Savouir
(2010) dice que son una mezcla de heteropolisacaridos cuando se emplean fuentes de
nutrientes diversas.

Por ello, dentro del presente trabajo, se buscé asemejar agua residual real a través del
uso de agua residual sintética; pues trabajos como el de Lopez-Palau y colaboradores (2009),
respaldan el uso de agua sintética en los procesos de induccion de la granulacion, probando
que, al utilizar este sustrato combinado con el régimen de alimentacién hambruna y festin, se
propicia que las bacterias se vuelvan mas hidréfobas y pueda facilitarse la adhesion
microbiana.

El trabajo de Lopez-Palau (et al., 2009) no establece el uso de un preinéculo de biomasa
granular, sino que adiciona biomasa floculenta sedimentada de una planta de tratamiento
municipal, a diferencia de esta investigacion, donde la biomasa provenia de una planta de
tratamiento industrial. En relacién, Coma y colaboradores probaron trabajaron en dos
biorreactores, probando en uno el uso de un lodo floculento 100% proveniente de una planta
de tratamiento municipal, asi mismo, en el otro sistema, emplearon 10% de granulos
machacados y 90% de biomasa floculenta, sus experimentos se realizaron en ciclos de
operacién de 6 horas a temperatura ambiente durante 120 dias, a partir del dia 40 observaron
gue para la sedimentacién total de la biomasa requerian de un tiempo aproximado de 10
minutos, dichos resultados contrastan con lo observado durante los procedimientos
experimentales propios, donde al finalizar el proceso de granulacién (30 dias de operacién)
fue posible la sedimentacién en tiempos de entre 1 y 3 minutos.

Con ello, el proyecto permite resolver uno de los problemas principales que se presentan
durante el tratamiento de aguas, el cual es el tiempo requerido de separacion soélido-liquido y
el volumen de agua que puede obtenerse y tratarse cuando esta se ha separado de la
biomasa, estos resultados también demuestran las ventajas de los lodos granulados con
respecto a los lodos activados convencionales, donde debido a la naturaleza floculenta de la
biomasa se requiere del uso de areas de tratamiento extensas e incluso puede ser necesario
el uso de sedimentadores.

En relacion a las mediciones del tamafio de la biomasa, durante los procesos
experimentales, los granulos aerobios del sistema presentaron cambios perceptibles en cuanto
al tamafio de los granulos, los cuales tuvieron variaciones de entre 1 y 10mm durante el

proceso de granulacion, al finalizar los 30 dias de granulacién, las esferas de biomasa tenian
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un tamafio aproximado de 5mm, sin embargo, al concluir el tratamiento de paracetamol, este
tamafio se redujo a 3mm.

Al respecto, Amorim y colaboradores (2016) evaluaron de forma concreta la evolucién y
tamafio de las particulas granulares durante 77 dias de operacién, encontrando asi, la
distribucién del tamafio de la biomasa en cada fase del tratamiento. En el arranque del reactor,
se observé una mayor diversidad del tamafio de las particulas, pues se encontraron agregados
microbianos de entre 1 y 5mm, mayores a 5mm y aquellos que se encontraban entre 1y 1.5
en una proporcion similar, la distribucion de particulas de entre 1 y 5mm permanecio constante
entre los dias 35 y 63, pero al concluir el proceso, las particulas tenian un tamafio mayor a
5mm.

Los resultados observados en relacion a la estabilidad de la biomasa, se asociaron al
uso de carbonato de calcio, pues se comprendié que, dicho compuesto si contribuye al
mantenimiento del tamafio de los granulos y a la continua formacion de agregados. Esta
afirmacion puede contrastarse a través de los resultados de las diferencias observadas
durante la segunda etapa experimental, pues, mientras los granulos del RG1 se desintegraron
antes de completar los ciclos de granulacion, los granulos del reactor granular 2, mantuvieron
su estructura y bioactividad por encima de los 30 dias, se cono que, la alta concentracion de
iones metalicos divalentes como el Ca puede mejorar la granulacion y la
autoagregacion para la formacion de granulos aerobios, debido a que las sustancias
poliméricas extracelulares tienden a enlazar metales multivalentes (Chen et al., 2019).
Los cationes pueden promover la agregacion, neutralizando la carga negativa de la
superficie celular, formando puentes poliméricos de EPS vy (3) formando precipitados

sobre los cuales las células pueden agregarse (Ren et al., 2008; Wilén et al., 2018).

Con respecto a las evaluaciones de toxicidad, se encontr6 que una concentracion
considerablemente alta de paracetamol (5mg/ litro) es capaz de ocasionar dafios importantes
hacia las semillas de Lactuca sativa, evidenciando que, este tipo de farmacos tienen
afectaciones ecoldgicas diversas en diferentes aspectos ambientales, que los compuestos
tienen la capacidad de afectar organismos acuicolas e incluso transferirse al ser humano a
través de la cadena alimenticia (Al-Farsi et al., 2017), pues se ha demostrado que, cualquier
acumulacién de compuestos farmacéuticos en biosélidos o aguas tratadas, puede promover

la toma de esos compuestos por parte de las plantas (Cortés, et al., 2013).
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Este es posiblemente uno de los hallazgos mas representativos de la investigacion, pues
se demostré que Lactuca sativa como organismo blanco es altamente sensible al compuesto
de interés, esto también se asocia a que la acumulacién de farmacos y otros contaminantes
emergentes es mayor cuando se trata de cultivos hidropdnicos, debido a la ausencia de los
procesos quimicos de sorcién al suelo, materia organica y minerales (Al-Farsi, Ahmed, Al-
Busaidi y Choudri, 2017).

En la actualidad, las evaluaciones toxicoldgicas de acuerdo con la normatividad
mexicana en materia de descarga de aguas residuales se enfocan principalmente en Vibrio
fischeri, una bacteria bioluminiscente que inhibe la luminiscencia cuando entra en contacto con
compuestos toxicos. Sin embargo, estudios previos como el de Kim y colaboradores (2007),
reportan que, la concentracion efectiva 50 (CEso), en la que se tienen un efecto observable del
acetaminofén en la mitad de los microorganismos estudiados, es de 549.7mg/L, con estos
valores se sefialan efectos potenciales de toxicidad aguda en tiempos de 5 15 minutos.

Estos datos hacen gran contraste con respecto a los resultados propios, pues, aunque
se trata de pruebas diferentes, los efectos toxicol6gicos perceptibles en lechuga pueden
apreciarse en concentraciones mucho mas bajas, lo cual es un indicador de que se trata de
un organismo altamente sensible al farmaco y que ademas, los efectos toxicolégicos de
farmacos como el paracetamol se pueden evaluar adecuadamente a través de métodos de
exposicion crénica.

En agua que no ha sido tratada, los efectos de la carga de paracetamol resultan en la
inhibicién total de la germinacion de las semillas. Lo cual puede atribuirse a al transporte
facilitado del farmaco a través de la estructura de la semilla y en las plantulas germinadas a
través de los tejidos vasculares.

Cuando se realiza la comparacion entre el agua de entrada y la que ha sido tratada a
través de los reactores granulares, los resultados son estadisticamente significativos, pues
con el agua de salida del tratamiento biolégico, es posible obtener el crecimiento de plantulas
saludables, las cuales permiten la medicion de tallos, raices y cotiledones.

En contraste con los resultados el trabajo de Rede (et al., 2019) se encontrd que, este
autor reporta que en concentraciones de 0.1 a 1000000 microgramos sobre litro de
paracetamol, este no ocasiona efectos en la germinacién de la planta, asi mismo, no impacta
negativamente en el tamafio de la raiz, la elongacion de la planta ni en el desarrollo de los

cotiledones.
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La diferencia entre ambos experimentos resulta sumamente interesante, pues en el
trabajo de Rede, la interaccion entre las plantulas y el contaminante ocurre a través del suelo
como microambiente de contacto, mientras que, en el estudio propio, el contacto semilla
contaminante ocurre de forma directa, puesto que, para evitar interferencias, el microambiente
utilizado fue papel filtro.

De igual forma, se ha sefalados por diversos autores como Oller, Malato y Sanchez-
Pérez, (2011) y Mir-Tutusaus (et al., 2021), que los pretratamientos a través de procesos de
oxidacion avanzada, son capaces de incrementar la biodegradabilidad de compuestos como
los farmacos, o de considerarse como una etapa de pulido; en este proyecto de investigacion
se pudo fundamentar que contrario a lo que se ha planteado, no se incrementa la
biodegradabilidad y se considera la formacion de intermediarios toxicos que interfieren con la
continuidad del tratamiento biolégico.
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CAPITULO 7.
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Como producto de la presente investigacion, se ha fundamentado que, el uso de
biomasa granular aerobia resulta efectiva para el tratamiento de aguas cargadas con
paracetamol, estas afirmaciones son posibles debido a que los resultados obtenidos
permitieron el cumplimiento de los objetivos previstos.

La biomasa granular utilizada durante el proceso experimental tres se mantuvo
bioactiva durante 96 dias, de los cuales, 30 se emplearon para la granulacion y el resto para
el tratamiento del agua cargada con paracetamol. Se sabe que la biomasa se mantuvo
bioactiva debido a que, la remocién de DQO no presenté diferencias significativas en las tres
etapas en las que se midio: la granulacion, el tratamiento bioldgico y el tratamiento hibrido.

Con respecto al porcentaje de remocion para cada etapa, la comparacion estadistica a
través de la prueba ANOVA, se encontr6 que no existen diferencias significativas entre
procesos, verificando asi el cumplimiento de los objetivos especificos nUmero uno y, dos. El
primer objetivo se cumplid, debido a que fue posible obtener lodos granulares aerobios
estables y de notable actividad biolégica para el tratamiento de aguas cargadas con
paracetamol.

Los resultados también permitieron asociar el mantenimiento de la estabilidad de la
biomasa a la adicion de carbonato de calcio, por ello, se puede puntualizar que, el carbonato
de calcio no inhibe su bioactividad y propicia que la estructura esférica no se desintegre, aun
cuando la biomasa deja de utilizar el CaCO:s.

Como parte del cumplimiento y continuidad del segundo objetivo en las diferentes
etapas experimentales, los resultados permitieron evaluar el desempefio de un proceso
biol6gico de biomasa granular aerobia como el mas apropiado y de mejores resultados en
cuanto al tratamiento de paracetamol, pues no solo degrada la DQO de forma eficiente, sino
gue también reduce significativamente los efectos toxicolégicos ocasionados por el
paracetamol, a diferencia del proceso acoplado, donde la biomasa no siempre es capaz de

reducir la toxicidad aumentada por el proceso de oxidacién avanzada.
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Con respecto al objetivo tres, se consiguié evaluar el uso de UV/peréxido como
oxidante en el tratamiento de un efluente fortificado con paracetamol, a través del sistema se
degrado entre el 2 y el 31% de la DQO presente en el influente, lo cual significativamente bajo
en comparacion con el tratamiento biolégico, sin embargo, esto no ocasiond interferencias en
los experimentos, pues estaba considerado como un pretratamiento cuyo Unico objetivo era
descargar el paracetamol como una molécula biodisponible para ser degradable por el
tratamiento biol6gico. Consecuentemente, los resultados permitieron definir que si existen
afectaciones significativas por parte del POA hacia el tratamiento biol6gico cuanto a la
bioactividad de la biomasa granular.

El presente trabajo es un aporte para la comprensién del comportamiento de
contaminantes emergentes como los farmacos antinflamatorios no esteroideos, los cuales no
deben descartarse como compuestos de alto riesgo ambiental y deben ser evaluados a través
de metodologias relacionadas a la toxicidad crénica que se ocasiona por su exposicion; al
tratarse de un compuesto ubicuo y de introduccién permanente al ambiente.

Con el desarrollo de la investigacion se pudieron proporcionar nuevas herramientas
utiles para continuar con los estudios de los sistemas de tratamiento de aguas, al ser los
ecosistemas acuaticos la via de dispersion principal de estos contaminantes, su mejora e

innovacion son fundamentales para garantizar el saneamiento.
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