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RESUMEN

Este trabajo estuvo enfocado en la determinacién de los mecanismos de remocién de
tres contaminantes emergentes considerados como compuestos disruptores endocrinos
(CDEs) presentes en aguas residuales municipales a través de bio-reactores con
membranas (BRM). Los compuestos en estudio fueron tres estrégenos, estrona (E1),
17B-estradiol (E2) y 17a-etinilestradiol (EE2). Asimismo, el presente trabajo evalud la
presencia de estos compuestos en aguas residuales del Emisor Central y Gran Canal
provenientes de la Cd. de México y su remocién en un BRM escala piloto.

Se desarrollaron dos métodos analiticos por cromatografia de gases acoplado a
espectrometria de masas/masas para la deteccion de estrégenos en el agua residual
(fase liquida) y en la biomasa (fase sélida). Los limites de deteccion de los compuestos
en el agua residual fueron < 0.05 ng.L? y < 2 ng.g™ en la biomasa. Los porcentajes de
recuperacion de los estrégenos fueron mayores a 93% en el agua residual y, en la
biomasa mayores a 66%. Estadisticamente se dedujo que los métodos propuestos para
la deteccion de E1, E2 y EE2 en el agua residual y en la biomasa son confiables.

Se utilizaron 3 BRM nivel laboratorio para la remocién de los tres estrégenos en un
agua sintética. Los reactores fueron operados con diferentes tiempos de residencia
hidraulica (TRH) y tiempos de retencion celular (TRC). Durante todo el periodo
experimental (284 dias de operacion), los estrégenos fueron determinados en la fase
liquida y sélida, indicando que los compuestos se adsorben en el lodo. Con un TRC de
60 d y un TRH de 12 h, las remociones de los estrogenos fueron del 100% con
concentraciones en el efluente menores a 0.1 ng.L™. Los altos TRC aplicados a los
BRM generaron un proceso de nitrificacion, el cual influyd sobre la remocion de los
compuestos. Se observO que con bajas tasas de nitrificacion las remociones de los
estrogenos fueron entre el 87 y 97%, mientras que con actividades altas de nitrificacion
se alcanzaron remociones hasta el 100%.

Un BRM a nivel piloto fue utilizado para remover estr6genos presentes en aguas
residuales reales generadas por la zona metropolitana de la Ciudad de México. El
reactor fue operado durante mas de 234 dias. Los compuestos fueron detectados en
estas aguas residuales con concentraciones de hasta 90 ng.L™. El BRM piloto fue
evaluado con diferentes TRC y TRH. Con TRC entre 46 y 60 d y TRH mayores a 7 h,
se obtuvieron remociones de E1, E2 y EE2 superiores al 96% con concentraciones en
el efluente del reactor por debajo de 1 ng.L™.

Dos diferentes métodos fueron propuestos para el calculo del balance de masas de los
estrogenos en los BRM. En el primer método se utilizaron las concentraciones de los
compuestos en la fase liquida y sélida y, en el segundo se utilizaron los valores del
coeficiente de adsorcion Kp de cada compuesto y las concentraciones en la fase
liguida. El propésito de estas metodologias fue identificar los procesos que actian en la
remocion del E1, E2 y EE2 en los BRM, asi como el destino de los CDEs a través del
bio-reactor. Los resultados de los balances de masas, indicaron que los tres estrégenos
son removidos por biodegradacion.



La degradacion biologica de E1, E2 y EE2 fueron estudiados en experimentos en batch,
utilizando biomasa nitrificada proveniente de los BRM experimentales. Los resultados
indicaron que los estrogenos fueron removidos por biodegradaciéon. Se utilizaron los
modelos cinéticos de orden cero, de primer orden, pseudo primer orden, pseudo primer
orden considerando el coeficiente de adsorcion Kp y el modelo de Monod para
determinar la constante de reaccion de cada estrégeno. Los resultados de las cinéticas
se ajustaron a un modelo pseudo primer orden introduciendo el coeficiente de adsorcion
Kp y al modelo de Monod, sugiriéndose que los compuestos son biodegradados por
cometabolismo.



ABSTRACT

This work was focused of the determination of removal mechanisms of three pollutants
considered emerging endocrine disrupting compounds (EDCs) present in municipal
wastewater by membrane bioreactors (MBR). The compounds under study were three
estrogens, estrone (E1), 17B-estradiol (E2) and 17a-ethinylestradiol (EEZ2). In addition,
this study evaluated the presence of these compounds in two wastewaters from Mexico
City; Emisor Central and Gran Canal.

Two simple analytical methods were developed for the detection and quantification of
estrone 17B-estradiol and 17a-ethinylestradiol in municipal wastewater and activated
sludge (biomass) down to ng.L™ concentrations by gas chromatography tandem mass
spectrometry. The limits of detection in wastewater were < 0.05 ng.L™. The limit of
detection in activated sludge was of < 2.0 ng.g*. Average recoveries of the three
estrogens in wastewater and biomass were greater than 93% and 66% respectively.
Using these methods, the occurrence of endocrine disrupting in untreated and treated
wastewater municipal and biomass in membrane bioreactor were detected.

Aerobic membrane bioreactors were operated for the removal of two natural estrogens,
E1l and E2, and the synthetic estrogen EE2. The effects of hydraulic residence time
(HRT) and of solid retention time (SRT) were studied using synthetic and real
wastewaters in the laboratory and in pilot membrane bioreactors, respectively. The HRT
was varied in the range 7-12 h in both reactors. The SRT was 35-95 d in the laboratory
MBR and 34-88 d in the pilot MBR. The results showed that the increases in HRT and
SRT enhanced the biodegradation process after adaptation to microorganisms. With
HRT > 7 h and SRT of 60 d, the estrogen removals were in the range of 96-100% in
both systems. The positive influence of long SRT on nitrification process increased
estrogens removal.

Two different methods were proposed for the mass balance calculations of estrogens in
a membrane bioreactor. The first method was measured data in both liquid and solid
phase. The second method was use the adsorption coefficient Kp and estrogen
concentrations in liquid phase. The purposed of these methodologies, facilitate the
identification of the main mechanisms involved in the removal of E1, E2 and EE2 by
MBR. Both methods are applied for determination mass balance of estrogens. In that
way, the fate of E1, E2 and EE2 are biologically degraded by MBR.

The biological degradation of E1, E2 and EE2 was studied in batch experiments at
typical concentration levels using nitrifying activated sludge from a membrane bioreactor
(MBR). Since first-order, pseudo first-order and Monod-type kinetics were observed.
Pseudo first order kinetic was reformulated using only the soluble concentrations S and
assuming adsorption coefficient Kp of the estrogens. Greater than 98% of E1, E2 and
EE2 were found to be removed in batch reactors. According to these results, the
biodegradation kinetics were adjusted to pseudo first-order assuming adsorption
coefficient Kp and Monod-type kinetic. Monod-type kinetic indicates that these
compounds are biodegradated by co-metabolism.
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INTRODUCCION

Recientemente, se ha puesto atencion a un grupo de contaminantes presentes en las
aguas residuales municipales, los compuestos disruptores endocrinos (CDEs). Estos
compuestos tienen la capacidad de interferir con la funcion normal del sistema
endocrino de los seres humanos y de la fauna. Los CDE son compuestos quimicos que
interfieren con la actividad normal de las hormonas. La disrupcion endocrina puede ser
a través de los productos quimicos sintéticos que actian o bloguean la actividad
hormonal normal o a través de la exposicion de altas dosis de las hormonas naturales
producidas en el cuerpo. Estos compuestos pueden causar efectos reproductivos y de
salud irreversibles en seres humanos y fauna.

Las aguas residuales municipales son una mezcla compleja de compuestos quimicos
organicos naturales y sintéticos que contiene miles de compuestos con concentraciones
variadas. Estos compuestos incluyen a los CDE tales como, las hormonas naturales o
estrogenos (estrona (E1), 17p-estradiol (E2) y el estriol (E3)) y compuestos sintéticos
como el 17a-etinilestradiol (EE2), bisfenol A y nonilfenol. Junto con su parcial remocion
en las plantas de tratamiento de aguas residuales han generado la presencia de CDE
en aguas superficiales en concentraciones de ng.L™ (Daughton y Ternes, 1999; Ternes
et al., 1999b). Como las concentraciones de los CDE en el medio ambiente son muy
bajas, estos compuestos se pueden clasificar como micro-contaminantes. Sin embargo,
estas concentraciones bajas, han mostrado que cada compuesto, puede incrementar
los efectos estrogénicos en el ambiente (Netzeva et al., 2006; Rajapakse et al., 2002).

El alto volumen de produccién de varios CDE, de sus caracteristicas fisicoquimicas y
de su lanzamiento intencional y no intencional al ambiente, generan su presencia en
las aguas residuales, aguas superficiales y otras matrices ambientales que reciben las
descargas de las aguas residuales tratadas y no tratadas (Birkett y Lester, 2003). Los
metabolitos inactivos de las hormonas y sus imitadores se excretan con la orina y heces
fecales, los cuales pueden ser retransformados a sus compuestos activos por los
microorganismos presentes en las alcantarillas y en los sistemas de tratamiento
biolégico (Ternes et al., 1999b).

Las investigaciones actuales sobre la presencia de compuestos los CDE
(especialmente estrégenos) en las agua residuales municipales e industriales son
llevadas a cabo principalmente por varios paises europeos (Reino Unido, Alemania e
Italia), Paises bajos, Japon, Canada y los Estados Unidos de América.

Los procesos convencionales tales como los sistemas de lodos activados pueden
remover parcialmente a estos compuestos presentes en las aguas residuales quedando
concentraciones trazas en sus efluentes, los cuales pueden representar un peligro
potencial al medio ambiente.
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Consecuentemente existe la necesidad de considerar a los procesos avanzados y no
convencionales para la remocion de estos compuestos. La tecnologia de bio-reactores
con membranas (Membrana Bio-reactor (MBR)) puede emplearse como una opcion
viable para una remocion considerable de estos compuestos. Recientemente el uso de
los procesos con membranas se ha incrementado para el tratamiento y redso de aguas
residuales domésticas, municipales e industriales que incluyen irrigacion agricola,
procedimientos industriales con agua de enfriamiento, servicio al publico, recreativo y
recarga de acuiferos. Los principales factores que han favorecido la implementacién de
esta tecnologia han sido la construccién de membranas menos caras y mas resistentes
con requerimientos de presion méas bajos y fluxes més altos, tornando a los bio-
reactores con membrana (BRM) como competencia directa con los sistemas
convencionales de tratamiento (Herrera et al., 2006; Adham et al., 2001).

Varios estudios se han realizado para investigar la remocion de CDE en las plantas de
tratamiento de aguas residuales incluyendo BRM. Estos ultimos, han sido propuestos
como una tecnologia viable para la remocion de los compuestos disruptores. Sin
embargo, estos estudios no generan informacion acerca del transporte y destino de
estos compuestos ni de sus mecanismos de remocion tales como la biodegradacion, la
desorcion y la adsorcion.

La aplicacion de esta tecnologia y el entendimiento acerca del transporte y distribucion
de estos compuestos a través del proceso biolégico como la biodegradacion,
volatilizacion, desorcion y adsorcion, contribuira con la solucién de la problematica de
los compuestos disruptores endocrinos presentes en las aguas residuales municipales.

[xviii]



PROBLEMATICA DE LOS COMPUESTOS DISRUPTORES
ENDOCRINOS

El agua es un recurso finito y el tratamiento de ella resulta costoso. En la actualidad, el
tema sobre el relso del agua residual municipal se ha tomado mas en serio debido a la
escasez de recursos hidricos. Ademas, es uno de los principales temas de investigacion
relacionados a los problemas ambientales. Si bien es cierto que ya se han comenzado a
tratar las aguas residuales municipales para su redso, una nueva probleméatica ha
surgido en afios recientes en torno a su tratamiento y relso y, esta relacionada con la
presencia de compuestos disruptores endocrinos, farmacéuticos y productos para el
cuidado personal. Ha sido bien documentado, que algunos de estos compuestos
causan serios problemas en los organismos vivos a niveles de ng.L™ y otros, ademas
generan resistencia a poblaciones microbianas hacia el ataque de ciertos compuestos.

La causa principal de la presencia de estos micro-contaminantes en los sistemas
acuaticos son las descargas de las aguas residuales municipales, siendo la fuente
principal de liberacién de estos compuestos las excreciones humanas (heces fecales y
orina) y el vertido incontrolado de medicamentos caducos. Los CDE se descargan en el
ambiente sin recibir algun tratamiento y recientemente se ha estimado un aumento de
estos debido a la sobrepoblacion de las areas urbanas (Katori et al., 2002; Johnson et
al., 2000; Korner et al., 2000).

Estas descargas llegan al sistema de alcantarillado y de ahi a las plantas de tratamiento
de aguas residuales en donde son removidos y/o biodegradados parcialmente,
guedando concentraciones trazas en sus efluentes, contaminando asi a las aguas
superficiales y suelos. La feminizacion de organismos machos ha sido observada en
rios y lagos en los cuales se vierten los efluentes de las plantas de tratamiento de
aguas residuals (Masunaga et al., 2000; Miles-Richardson et al., 1999; Folmar et al.,
1996; Sumputer, 1995)

Las bajas remociones de estos compuestos en las plantas de tratamiento se debe a que
son recalcitrantes. Ademas de que las plantas de tratamiento actualmente instaladas no
estan disefladas para la remocion de los mismos, puesto que solo estan disefiadas para
la remociébn de materia organica y nutrientes. Una propuesta para mitigar esta
problematica es la aplicacibn de nuevas tecnologias para el tratamiento del agua
residual. Para esto, son necesarios procesos de tratamiento no convencionales que
permitan obtener altas remociones de estos compuestos, un efluente con alta calidad
de agua tratada y un area reducida. La tecnologia de bio-reactores con membranas
(BRM) ofrece estas caracteristicas.

En México se tienen pocos reportes sobre las presencia de CDE en las aguas
residuales municipales y en los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas
residuales. Es de suma importancia investigar su presencia en diferentes matrices
ambientales cuya actividad de poblacion e industrial sea alta.
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Por lo tanto, en México existe la necesidad de implementar nuevas tecnologias de
tratamiento de aguas residuales tanto municipales como industriales para poder
enfrentar nuevos retos como lo es la presencia de CDE, (especialmente estrégenos
naturales y sintéticos) en las aguas residuales. Ademas, es necesario identificar
concentraciones de estos compuestos en las aguas residuales de México en sus zonas
con mayor densidad de poblacién, asi como detectar sus concentraciones en los
influentes y efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales.
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1. ANTECEDENTES

1.1. Compuestos disruptores endocrinos

El sistema endocrino es el principal mecanismo de regulacion de diversas funciones en
el cuerpo. Los mensajeros del sistema endocrino son las hormonas que se sintétizan y
se excretan en cantidades muy bajas y que son transportados por todo el organismo
mediante la circulacién sanguinea.

Las hormonas que se transportan en la sangre se encuentran en estado libre o se unen
a las proteinas y se adhieren en los érganos receptores especializados de la hormona
en la superficie de la célula o dentro de la célula (receptores nucleares). Este complejo
hormona-receptor activa diversas funciones de la célula o del 6érgano.

Las hormonas regulan varias funciones del cuerpo como es el crecimiento, el desarrollo
y los mecanismos homeostaticos del organismo, tales como la reproduccion,
mantenimiento de los niveles normales de la glucosa o los iones en la sangre, la presion
arterial, metabolismo general y otras funciones de los musculos o del sistema nervioso.

Muchas sustancias quimicas de origen natural y antropogénicos pueden causar efectos
en el complejo hormona-receptor los cuales pueden influenciar en el sistema endocrino
de los seres humanos y animales. Estos compuestos pueden ser sintéticos (origen
antropogénico), por ejemplo, hormonas y productos quimicos industriales o pueden ser
naturales como los estrégenos.

Algunas investigaciones han mostrado que en concentraciones bajas, estos productos o
compuestos quimicos pueden interferir en los sistemas endocrinos y causar cancer en
los sistemas reproductivos masculino y femenino y otros efectos en la salud de los
seres vivos (Bruchet et al.,, 2002). Por lo tanto, esas sustancias o productos son
definidas como “compuestos disruptores endocrinos".

El término compuesto disruptor endocrino (tomado del inglés endocrine disruptor
chemical) define un conjunto diverso y heterogéneo de compuestos quimicos capaces
de alterar el equilibrio hormonal.

En el aflo de 1996, la Comunidad Cientifica Europea en su reporte en sobre “El
impacto de los compuestos disruptores endocrinos en la salud humana y fauna”, ha
definido a un compuesto disruptor endocrino (CDE) como:

"Una sustancia exégena que causa efectos adversos en la salud de un organismo
intacto o en su progenie, por consiguiente cambios en las funciones endocrinas.”

"Un disruptor endocrino es una sustancia que posee propiedades que pueden causar
disrupcién endocrina en un organismo intacto."
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Por otro lado, la Agencia de Proteccién al Medioambiente de los Estados Unidos
(U.S. EPA por sus siglas en inglés) define a un CDE como:

“Un agente exdgeno que interfiere con la sintesis, secrecion, transporte, la accion de
enlace receptor-hormona o la eliminacion de las hormonas naturales en el cuerpo, que
son las responsables de los controles de la homeostasis (conjunto de fenGmenos de
autorregulacion, que conduce al mantenimiento interno de un organismo), reproduccion,
del desarrollo y/o del comportamiento en el organismo” (U.S.EPA, 1997Db).

En otras palabras los CDE son compuestos que interfieren con el funcionamiento
normal de los procesos hormonales del sistema endocrino.

La exposicion de los CDE pueden causar anormalidades en oOrganos y partes del
cuerpo (Colborn y Clemet, 1992), induce o promueve la activacion de células
cancerosas (Safe, 2000) o interfieren con el desarrollo y metamorfosis de los anfibios y
de los insectos (Hutchinson, 2002; Mosconi et al.,, 2002). Los CDE modulan con
frecuencia la trascripcion de genes (ADN). La multiplicidad hormonal de estas
sustancias activas, la diversidad de sus mecanismos de accién y la dimension del
impacto potencial a la salud humana y ambiental son los principales problemas que
representan estos compuestos (Damstra et al., 2002).

La comision cientifica para la toxicidad, ecotoxicidad y el medio ambiente del Comité
Europeo, identifico en 1999, una fuerte evidencia obtenida en estudios de laboratorio,
que mostraron el potencial de algunos quimicos ambientales que causan disrupcion
endocrina a niveles de exposicidon ambientales reales (An6nimo, 2007a).

En 1996, el gobierno de Estados Unidos orden6é a la Agencia de Proteccion al
Medioambiente de los Estados Unidos la evalucacién del agua potable para detectar la
presencia de compuestos con potencial disruptivo, siendo ésta una de las seis
investigaciones prioritarias de la Agencia (Anénimo, 2007b).

La problemética de los CDE no es reciente.. En 1938, el dietistilbestrol una hormona
sintética fue administrada a las mujeres embarazadas para prevenir abortos. En todo el
mundo, esta hormona fue administrada cerca de 4.8 millones de mujeres. En 1971,
este compuesto generd cancer vaginal en la descendencia femenina de las mujeres que
utilizaron la droga durante el primer trimestre del embarazo. En este mismo afo, la
Administracion de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos prohibieron la
administracion de esta droga tanto en animales como en los humanos. En 1972, el uso
del diclorodifeniltricloroetano (DDT) fue restringido en los Estados Unidos, después de
que varios estudios mostraron efectos estrogénicos en mamiferos y pajaros (Suidan et
al., 2005). Los primeros reportes sobre la presencia de hormonas en el ambiente fueron
publicados en 1965, mostrando que los estrdgenos son removidos parcialmente en el
tratamiento del agua residual (Stumm-Zollinger y Fair, 1965).

Los CDE tienen dos caracteristicas principales: que estdn presentes en varios
compuestos quimicos que son de origen natural o sintéticos, los cuales estan presentes
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en los hogares, trabajo y aun en alimentos y agua potable, la otra caracteristica es que
son persistentes. Una vez descargados al sistema de alcantarillado, los CDE pueden
experimentar una serie de procesos bioquimicos y fisicoquimicos tales como la dilucion,
la fotdlisis, biodegradacion y la adsorcion en lodos y sedimentos los cuales pueden
contribuir a su eliminacion en el ambiente. Sin embargo, todavia estan presentes en
concentraciones bajas en el orden de ng.L™ (Desbrow et al., 1998) y que pueden
afectar al ambiente.

Las descargas de estos compuestos en el medio ambiente principalmente en las aguas
residuales ha despertado un gran interés debido a que causan serios efectos adversos
sobre la salud, tales como una disminucién en la cantidad de espermatozoides, cancer
de mama, y anormalidades en los sistemas reproductivos de seres humanos y fauna
como es el caso de la feminizacion en peces machos.

1.1.1. Clasificacion de compuestos disruptores endocrinos

Los CDE se pueden clasificar en cuatro categorias principales: hormonas naturales y
sintéticas (estrogenos del sexo) (Thorpe et al., 2003; Colborn y Clemet, 1992);
metabolitos de los detergentes (Snyder et al., 2000); plastificantes (Sheanan et al.,
2002; Purdom et al., 1994;); y biocidas (Snyder et al., 2000).

Estos compuestos tienen la capacidad de afectar directa o indirectamente el sistema
endocrino de los seres vivos. Los CDE que se encuentran en el ambiente incluyen: el
dicloro difenil tricloroetano (DDT) (Sumpter y Jobling, 1995), bifenilos policlorados
(Sumpter y Jobling, 1995), fenoles (Routledge et al., 1999), organoclorados (Estrada y
Garcia, 2004), ésteres de ftalato (Routledge et al., 1999), etoxilatos alquilfendlicos
(Ferguson et al., 2001), y hormonas naturales y sintéticas (estrégenos) (Braga et al.,
2005; Aerni et al., 2004; Andersen et al., 2003; D’Ascenzo et al., 2003; Baronti et al.,
2000;.Larsson et al., 1999; Ternes et al., 1999a).

Las hormonas o estrogenos y los etoxilatos alquilfenélicos son los compuestos que han
recibido una mayor atencién, debido a que su presencia en las aguas residuales han
mostrado un mayor impacto en el medio ambiente (Thorpe et al., 2003; Huang y Sedlak,
2001; Korner et al., 2000; Ternes et al., 1999b). De estos dos grupos, los estrogenos
naturales y sintéticos presentan una mayor actividad estrogénica en las aguas
residuales (Snyder et al., 2001; Korner et al., 2000).

Los principales estrégenos que generan un mayor efecto dusruptivo sobre los seres
vivos y los cuales se encuentran en las aguas residuales no tratadas y tratadas en
concentraciones entre 1 y 400 ng.L™ son la Estrona (E1), 17p-estradiol (E2), Estriol (E3)
y 17a-etinilestradiol (EE2) (Jurgens et al., 2002; Colborn y Clemet, 1992). Aunque el E3
puede ser detectado en altas concentraciones en los efluentes de las plantas de
tratamiento, es un disruptor endocrino que genera una menor actividad estrogénica en
los seres vivos comparados con el E1, E2 y EE2. El alto potencial estrogénico del E1,
E2 y EE2 se cree que esta relacionada con una alta acumulacion en el plasma
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sanguineo (Larsson et al., 1999; Stumpf et al., 1996). En la siguiente Tabla 1.1 se
presentan los compuestos que pueden presentar una mayor disrupcion endocrina en los
seres humanos y medio ambiente.

Tabla 1.1 Principales compuestos disruptores endocrinos

Principal aplicacidn Sustancias
4-t-butilfenol
4-n-pentilfenol
Materia prima para surfactantes 4-n-hexilfenol
Materia prima para aceites solubles y resinas 4-heptilfenol
fendlicas 4-n-octilfenol
4-t-octilfenol
Nonilfenol
Bisfenol-A
2,4-diclorofenol
Dietil ftalato
Materia prima para la fabricaciéon de policarbonatos y Dipropil ftalato
resinas epoxicas Di-n-butil ftalato
Metabolitos intermediarios de colorantes Dipentil ftalato
Plastificantes para plasticos Dihexil ftalato

Di-2-etilhexil ftalato
Dicilohexil ftalato
Butilbencil ftalato

Benco (a) pileno
Di-2—etilhexil adipato
4-nitrotolueno
Bencofenona
Monoémeros del estireno
Dimeros y trimeros del estireno
n-butilbenceno
Bifenilos policromados
Bifenilos policlorados
Octacloroestireno
Nonilfenol etoxilato

Tratamiento de alquitran y de gases de escape de
automoviles

Plastificantes para plasticos

Materias primas para la elaboracién de medicinas
Materia primas para plasticos y resinas

Materia prima para el cristal liquido

Agentes para el recubrimiento de plasticos y para
pruebas de fuego

Se producen durante la fabricacion de compuestos
organicos clorados

Estrona (E1)
17B-estradiol (E2)
Estrogenos naturals Estriol (E3)
Progesterona
Testosterona

17a-etinilestradiol (EE2)
Estrégenos sintéticos (pastillas anticonceptivas) Progesterona
Testosterona

L
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1.1.2. Hormonas naturales y sintéticas (estrogenos del sexo)

Existen tres grupos principales de hormonas del sexo: las progestinas, androgenos y
estrogenos. EI E1, E2 y E3 son los estrogenos mas importantes. De los tres, el E2 tiene
una actividad biologica mas alta, el E1 tiene un tercio de esa actividad mientras que la
actividad del E3 es solamente el 1% del E2 (Bachrach y Smith 1996). Estas hormonas
son los estrogenos principales de las mujeres. También estan presentes en los varones,
pero en concentraciones mas bajas. El E2 se convierte facilmente a E1. Aunque esta
reaccion enzimética es reversible, la formacién de E1 se ve més favorecida (Cooke y
Naaz, 2004) EI E3 es un intermediaro del E1 y E2. La concentracion del E3 es
generalmente baja, aumenta durante el embarazo, convirtiéndose en gran medida la
hormona predominante del sexo en la madre y el feto (Johnson et al., 2000). El EE2 es
compuesto sintético derivado del E2 y es la sustancia activa de las pastillas
anticonceptivas.

1.1.3. Estrégenos naturales y excreciones por seres humanos

Los estrégenos y los andrégenos naturales se producen en el organismo masculino y
femenino en diversas cantidades (Tabla 1.2). Las hormonas son moléculas lipofilicas,
solubles en grasas que se excretan principalmente como glucuronatos solubles o
conjugaciones de sulfatos en el agua. Bajo condiciones ambientales estas
conjugaciones se hidrolizan rapidamente transformandose en hormonas libres (E1, E2,
E3y EE2) (Ternes et al., 1999a; Ternes et al., 1999b).

Los seres humanos excretan varias cantidades de hormonas dependiendo de
parametros tales como edad, estado de la salud, embarazo, periodo menstrual de la
mujer. Tyler y Routledge (1998) y Colucci et al. (2001) reportaron que las cantidades de
estrogenos naturales excretados por los seres humanos en el periodo pre-menopausia
de las mujeres se encuentran entre 10 y 100 pg.d™. La cantidad de E1 excretado es
dos veces mas alta en comparacion con E2 y E3.

Tabla 1.2. Niveles promedios de estrogenos excretados en la orina de hombres y
mujeres (Fuente: Johnson et al., 2000)

: Mujer durante el | Mujer en la
Mujer . Hombres
Hormona (ug.dia™) emba(a_zlo menopgqlsm (ug.dia)
' (Mg.dia™) (Mg.dia™) '
Estriol 4.8 6000 1.0 1.5
Estrona 8.0 600 4.0 3.9
Estradiol 3.5 259 1.0 1.6
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Después de la menopausia, las mujeres excretan solamente entre 5 y 10 upg de
estrogenos diariamente. Las cantidades de los estrogenos excretados por los hombres
son de 2 a 25 pg.d* (Wiliams y Stancel, 1996). Las mujeres embarazadas puede
excretar hasta 30 mg por dia, pero los valores promedios se encuentran alrededor de
250 pg.dia’. Se asume que las mujeres que usan pastillas anticonceptivas pueden
excretar una dosis diaria de estrégenos entre 25 y 50 ug (Johnson et al., 1999; Tabak et
al., 1981). Las hormonas mencionadas, naturalmente estan presentes en la orina como
conjugados glucoronidas o sulfatos en mayores niveles. Las cantidades administradas
de las hormonas sintéticas son generalmente altas y en la mayoria de los casos, gran
parte de estas no es asimilada, sino es excretada por el organismo (Johnson et al.,
2000). Las hormonas de reemplazo se prescriben a las mujeres que han
experimentado una cirugia de los ovarios o después de la menopausia. A menudo, las
pastillas prescritas contienen E2 o E1 y progesterona. Alradedor de 65% de los
estrogenos administrados se encuentran en la orina y alrededor de 15% en las heces
fecales (Johnson et al., 2000).

1.1.4. Estr6égenos sintéticos

Este grupo de productos farmacéuticos consiste principalmente en pastillas
anticonceptivas, parches anticonceptivos e administracion intramuscular (hormonas
para inhibir la ovulacién), asi como estrégenos usados durante la menopausia. Hasta el
momento no se encuentran otras aplicaciones de estos estrégenos sintéticos.

Los estrogenos sintéticos son copias casi exactas de los naturales. Las pastillas
anticonceptivas contienen estrogenos sintéticos, tales como el EE2, que se combina a
veces con una progestina (progesterona). La dosis tipica de administracion del EE2 es
de 20 a 50 pg.dia™” durante 21 dias. Después de la administracién, aproximadamente
el 16.5% del EE2 no es metabolizado en el cuerpo, pero existen conjugados de esta
hormona que se encuentra en la orina y un 9% en heces fecales (Johnson et al., 2000).
La exposicion de organismos a estos estrogenos sintéticos es extremadamente
peligrosa.

En la Figura 1.1 se muestra la ruta metabdlica del EE2 a través del cuerpo. Como las
pastillas anticonceptivas son tomadas durante tres semanas puede interpretarse como
un promedio de ingesta de 26 pg.d™. El total del EE2 que puede llegar a una planta de
tratamiento de aguas residuales municipales debido a su excrecién en el cuerpo y
siguiendo la desconjugacién durante su transporte en las alcantarillas es de 10.5

ug.d.

L
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Siguiendo la desconjugacién, se obtiene 10.5 ug.d™ de EE2 libre en los influentes de
plantas de tratamiento de aguas residuales municipales que corresponden al 40% del
EE2 ingerido

Figura 1.1. Excrecion del 17a- etinilestradiol (EE2) en el cuerpo y su destino en el
medioambiente (Fuente: Guengerich, 1990)
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1.1.5. Metabolismo y excrecion de estrogenos

Antes de su excrecion, las hormonas estrogénicas son inactivadas o conjugadas via
sulfatacion o glucuronidacion. La eliminacion ocurre principalmente a través de la orina
y en cantidades mas pequefas en las heces fecales.

Para facilitar su excrecion con la orina, el cuerpo excreta los estrégenos en una forma
biol6gica inactiva como conjugaciones de sulfato y glucuronida. Tales conjugaciones
pueden, dependiendo de diversos factores, generar una reactivacion de los estrégenos
a su forma activa (Panter et al., 1999) (Figura 1.2). Este cambio o desconjugacion de
los estrégenos depende de las caracteristicas acido-base de la matriz ambiental y de
los procesos bacterianos dentro de la matriz. El conocimiento de estos factores
permite que uno prediga si existen concentraciones suficientemente altas de los
compuestos libres y activos para obtener una respuesta de disrupcion endocrina en
organismos expuestos.

La conjugacion de E2 y EE2 puede ocurrir en la posicidon Cz, C17 y en ambas posiciones
(Cs y Cy17). La conjugacion del E3 ocurre en todas las posiciones anteriores y puede
ocurrir en la posicion Cyg. La sulfatacion puede presentarse en todas las posiciones
anteriormente mencionadas respecto a la molécula. En la Figura 1.2 se muestra la ruta
metabolica de la desconjugaciéon del E2. Las rutas metabdlicas de la desconjugaciones
del E1, E3y EE2 pueden ser similares a la desconjugacion del E2.

Los estrogenos se excretan principalmente del cuerpo humano como conjugaciones
inactivas (Baronti et al., 2000). Sin embargo, algunos microorganismos como la E. coli
pueden convertir estas conjugaciones inactivas dentro de la actividad biol6gica a
estrogenos sin conjugar (estrogenos activos) (Ternes et al.,, 1999b). Baronti et al.
(2000) sugiri6 que estas desconjugaciones ocurren durante su transporte en el sistema
de alcantarillado, mientras que Nasu et al. (2001) reportd que esta desconjugacion
puede ocurrir en el tratamiento primario y secundario de las plantas de tratamiento de
aguas residuales.

Ternes et al. (1999b) encontré6 que los conjugados de glucuronida del E2 fueron
removidos del agua en minutos y biotransformados en E2 y E1. Se determiné que el
E2-3-glucuronida fue facilmente transformado a su forma activa en un sistema
semicontinuo de lodos activados y en la cloracion del agua potable. Asi, se puede
asumir que todos los conjugados glucuronidos, que son excretados en la orina o las
heces fecales, son desconjugados antes de llegar a las plantas de tratamiento de aguas
residuales (Panter et al., 1999).

La desconjugacion de las formas sulfatadas ocurre en el sistema de alcantarillado y
también en el intestino grueso y delgado. Esto indica que bacterias tales como bacterias
desulfactantes pueden transformar a los estrogenos inactivos a su forma activa. Cepas
desulfactantes estrictamente anaerobias, aisladas de heces humanos, fueron capaces
de romper el E1-3-sulfato y E2-3-sulfato (Kira et al., 2002).

Tratamiento de aguas residuales municipales con presencia de compuestos
disruptores endocrinos mediante un bioproceso aerobio con membranas 8



Sin embargo, D’Ascenzo et al. (2003) sugiri6 que contrario a las glucuronidas, los
conjugados sulfatados son mas persistentes en los sistemas de alcantarillado y pueden
ser detectados en grandes cantidades en el influente de plantas de tratamiento. Este
estudio indicé que el E1-3-sulfato puede ser detectado en el efluente de las plantas de
tratamiento sugiriendo que algunas cantidades de conjugados sulfatados pueden
persistir a través de las plantas de tratamiento de aguas residuales.

CHj, O—GLUC

HO \
CHjy O—GLUC CHg OH
Desconjugacién
GLUC _
o HO
Estrégeno activo
Estrogeno on / (E1, E2, E3, EE2)
conjugado (Ha
(biologicamente
inactivo)
GLUC <o Grupo glucuronida (GLUC)
OH (:DH
o> . CHj
OH HO

Figura 1.2. Desconjugacion del 173-estradiol

1.1.6. Caracteristicas fisicoquimicas de los estrogenos naturales vy
sintéticos

En la Tabla 1.3 se muestran las principales propiedades fisicoquimicas de los
estrdgenos naturales y sintéticos. La solubilidad en el agua de los estr6genos es baja
en el rango de 0.3 hasta aproximadamente 13 mg.L™. Los estrégenos presentan un alto
coeficiente de particion octanol-agua (log Kyo), indicando que estos compuestos pueden
adsorbserse a una superficie solida. Todos los estrégenos tienen presiones muy bajas
del vapor. Con estas propiedades fisicoquimicas que presentan los estrégenos
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podemos concluir que son compuestos no volatiles, hidrofébicos no polares y pueden
adsorberse a los sélidos en varias matrices ambientales.

Tabla 1.3. Caracteristicas fisicoquimicas de los estrégenos
(Fuente: Routledge et al., 1998)

Solubilidad L
Peso en el agua Presion
Compuesto Estructura o de vapor Log Kyo
molecular a 20°C
(mg.LY) (mm Hg)
Estrona 270.4
(E1) (C1H2205) 13 1.42E-07 3.13
17 B-estradiol
272.4
(E2) (C1H2402) 13 1.26E-08 4.01
17a-
etinilestradiol (02%6'40 ) 11.3 2.67E-09 3.67
(EEZ) 2011242
Los estrégenos son lipidos formados por una molécula de

ciclopentanoperhidrofenantreno (0 esterano), constituida por cuatro carbociclos
condensados denominados A, B, C y D, que presentan varias sustituciones: un radical
metilo en las posiciones C-13., un grupo alifatico en la posicion C-17 (EE2), dos grupos
hidroxilo en la posicién C-3, C-17. En el caso de la estrona presenta un grupo hidroxilo
en la posicion C-3. La caracteristica distintiva de lo estrogenos es la presencia de un
triple doble enlace en el anillo A condicion que le confiere propiedades aromaticas
(anillo fendlico) unicas de este grupo y caracteristicas Unicas para la union al receptor
estrogénico. En las moléculas de los estrégenos se puede distinguir una cabeza polar
constituida por el grupo hidroxilo y una cola o porcién apolar formada por el carbociclo
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de nucleos condensados y los sustituyentes alifaticos (grupo etinil en el caso del EE2 en
la posiciébn C-17). Asi, los estrégenos son compuestos hidrofébicos. Aunque los
estrogenos son principalmente apolares, su cadena lateral tiene un grupo polar hidroxilo
capaz de formar puentes de hidrégeno.

1.1.7. Mecanismos de la disrupcion endocrina en la accion de las
hormonas

El sistema endocrino ejerce su funcion de control a través de glandulas, hormonas y
células especializadas (receptoras) que actian como un complejo del sistema de
comunicaciones. Las glandulas endocrinas reaccionan a los estimulos externos
secretando unas sustancias quimicas denominadas hormonas. Las células en donde
las hormonas ejercen su efecto; son capaces de reaccionar con las hormonas porque
contienen receptores nucleares con los que éstas pueden unirse induciendo la sintesis
de ARN y proteinas. Estos receptores existen sobre todo en las células de los 6rganos
diana, como vagina, Utero, glandulas mamarias, adenohipdfisis y eminencia media
hipotalamica. Las hormonas nadan en el torrente sanguineo hasta encontrar una célula
diana apropiada; cuando esto sucede, la hormona encaja en la célula diana <<como
una llave en su cerradura>>, y la célula es impulsada a realizar una accion especifica.
(Gonzales, 1997).

Las hormonas regulan funciones muy diferentes y de muy diverso grado de
complejidad, asi, pueden:

- Actuar de simples transmisores de informacion.

- Controlar limites superiores a inferiores de funciones metabdlicas.
- Ejercer funciones de control por retroalimentacion.

- Controlar sistemas complejos como el ciclo menstrual.

- Regular el desarrollo de glandulas mamarias.

- Regular niveles metabdlicos.

- Regular el desarrollo embrionario.

El control del metabolismo del sistema endocrino, la reproduccion, el comportamiento,
el crecimiento y desarrollo segregan hormonas que viajan via sanguinea para afectar
otras células del cuerpo. Las hormonas que circulan en el cuerpo estan en
concentraciones muy bajas de 1 picogramo por mililitro de sangre a unos pocos
microgramos por mililitro de sangre (Guyton, 1991).

El nivel de hormonas que circulan en la sangre y la cantidad de receptores disponibles
celulares en el cuerpo son las responsables de estimulacion del sistema endocrino. Por
lo tanto, los CDE pueden alterar este control natural y conducir a efectos perjudiciales.
(Olea et al., 2000).
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Las hormonas inducen un efecto sobre las células cuando estas células poseen un
receptor especifico con una hormona en particular. Bajo condiciones normales, las
hormonas se incorporan al nucleo de la célula y se unen con el receptor. Este complejo
hormona-receptor promueve la trascripcion y, la sintesis de un nuevo ARN el cual
induce la produccién de nuevas proteinas, y respuestas fisiolégicas correspondiente.

Hay dos mecanismos principales de la disrupciéon endocrina: agonista y antagonista
(Figura 1.3) (Metzler, 2001). Una molécula agonista se puede unir con un receptor y
generar la misma respuesta esperada de la hormona especifica. Por otra parte, hay
moléculas que ocupan el receptor de la hormona y evitan la trascripcion del ARN, dando
por resultado ninguna respuesta, incluso si la hormona esta presente, a estas moléculas
se le conocen como antagonistas de la hormona.

La inhibicion antagénica en el complejo hormona-receptor puede ser competitiva, es
decir el inhibidor compite por el sitio activo de la hormona o puede ser incompetitiva, el
inhibidor se une en el complejo del receptor o en el receptor-hormona pero no en el sitio
activo. La inhibicibn competitiva puede desactivar la accién de las hormonas y la
inhibicion incompetitiva puede dar lugar a reacciones mas lentas o reducidas realizadas
por el receptor.

Otros mecanismos de accion de los CDE en el complejo hormona-receptor son:
mimetizar la accion de las hormonas, es decir imitan la accion de las hormonas; alterar
su patrén de sintesis y metabolismo, y modular los niveles de los receptores
correspondientes. Existen varios factores que incrementan el establecimiento de los
mecanismos de accién de los CDE en el complejo hormona-receptor:

i- La baja potencia hormonal de los xenoestrégenos. Las hormonas naturales son
mas potentes que cualquiera de los xenoestrogenos sintéticos (con excepcion de
farmacos como el dietilstilbestrol y el EE2.

ii- La variedad en cuanto a su naturaleza, estructura quimica y concentracion
dificulta su identificacion y fuente de exposicion.

Iii- Los efectos combinados pueden ser criticos para ejercer un efecto hormonal. Asi
dos sustancias débilmente estrogénicas pueden tener un efecto mas potente
conjuntamente que por si solas, efecto sinérgico. O también pueden antagonizar
entre si anulando una los efectos estrogénicos de otra.

iv- La incertidumbre que rodea el efecto de estos compuestos quimicos varia
(mimetizando, bloqueando o cancelando los efectos estrogénicos) dependiendo
de las circunstancias de la exposicion e incluso en funcion de los niveles de
estrogenos presentes. La produccion de hormonas naturales varia en funcion del
sexo, la edad y los ciclos reproductivos. Asi, las mujeres producen mas
estrogenos que los hombres, las concentraciones de estrégenos son elevados
durante el desarrollo fetal y muy bajas tras la menopausia.
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Figura 1.3. Principales mecanismos de accion de los compuestos disruptores

endocrinos
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1.2 Compuestos disruptores endocrinos en el medio ambiente

Los CDE fueron identificados concretamente por primera vez en el medio ambiente en
Inglaterra (Harries et al., 1997; Purdon et al., 1994), pero también han sido identificados
en ambientes acuéticos de algunos otros paises de Europa, Norte y Sudamérica, y
Australia (Kira et al., 2002). Los efectos potenciales de la exposicion de los estrogenos
Estrona, 17B-Estradiol, Estriol y 17a-Etinilestradiol han sido estudiados en varias
especies de peces. Los resultados indicaron que la exposicion de estos estrogenos con
concentraciones en el rango de 4.5 a 8.1 ng.L™ afectd la capacidad esteroidogénica de
los ovarios de los peces (Palace et al., 2006).

1.2.1. Presencia de estr6genos naturales y sintéticos en el ambiente

Los estrogenos excretados por los seres humanos pueden ocurrir en diferentes tipos de
matrices ambientales (Tabla 1.4). Las excreciones humanas son descargadas a través
de la orina y heces fecales al sistema de alcantarillado y de ahi a las plantas de
tratamiento de aguas residuales donde los estrogenos se pueden degradar
biologicamente o pueden adsorberse en el lodo. Sin embargo, los estrégenos
removidos por adsorcién pueden desorberse y/o entrar nuevamente a la fase liquida
cuando el lodo es deshidratado, de esta manera contaminando nuevamente las aguas
superficiales, subterraneas y suelos.

Tabla 1.4. Concentraciones de los estrogenos en diferentes matrices ambientales

Matriz El E2 E3 EE2 Referencia
ambiental | (ng.L™") | (ng.L™ | (ng.L™") | (ng.L™h
Aguas Bachmann et al. (2002)
superficiales <17 <88 <81 <5.1 Ying et al. (2002)
Sedimentos <2 <1.5 N.D. <0.9 Ternes et al. (2002)
Busch et al. (2002)
'”f";e”.fje | 44-102 | 11-180 | <250 | <120 Baronti et al. (2000)
agua residua Solé et al. (2000)
Efluen_te agua <82 <21 <28 <62 Bachmann et al. (2002)
residual
Lodo residual <37 <49 N.D. <17 Ternes et al. (2002)

Los CDE entran en las aguas superficiales y suelos por diferentes caminos o vias tales
como los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales y excretas de
animales. Las hormonas producidas por las excreciones humanas se incorporan
rapidamente a los influentes de las plantas de tratamiento donde son removidas y/o
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biodegradadas parcialmente, quedando concentraciones trazas en sus efluentes
contaminando asi a las aguas superficiales y suelos. Las rutas de estrogenos en el
ambiente son diferentes, dependiendo de la fuente respectiva.

En las Figuras 1.4 y 1.5 se muestra diferentes comportamientos que determinan como
los estrogenos excretados por los seres humanos y animales pueden entrar en el
ambiente.

Disruptores endocrinos
excretados por seres
humanos

y o 4

Aguas residuales
domesticas o municipales

AT

l. Planta de tratamiento de aguas residuales

e 4

Efluente Lodo residual

e 4

Uso en la agricultura y rellenos
sanitarios

b—

- Lixiviados

4
Aguas superficiales y

sedimentos Acuiferos Suelo

Figura 1.4. Rutas de transporte de los estroégenos excretados por seres humanos
(Fuente: modificado de Velagaletti, 1995)
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Figura 1.5. Rutas de transporte de los estrégenos excretados por animales de granjas
(Fuente: modificado de Velagaletti, 1995)
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Las rutas de transporte de los estrogenos sintéticos son similares a las de los naturales.
Segun Velagaleti (1995) una rama adicional de exposicion es el derramamiento durante
la produccion y el transporte de estos compuestos. En Alemania, el 17a-etinilestradiol
ha sido detectado en el agua superficial en concentraciones entre 1y 4 ng.L* y de
mestranol de 2 y 3 ng.L™ (Stumpf et al., 1996).

En estudios realizados en 53 efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales,
se ha encontrado el EE2 en 8 efluentes de estas plantas en concentraciones de 10.3 a
35 ng.L™. Por otro lado, el mestranol fue encontrado en 2 efluentes con concentraciones
entre 10 y 43 ng.L™. Investigaciones realizadas en el Reino Unido reportaron que los
efluentes de las sus plantas de tratamiento de aguas residuales contenian EE2 con
concentraciones por arriba de 7 ng.L™, mientras que en las aguas superficiales se
encontraron concentraciones entre 2 y 15 ng.L™ de este compuesto (Lintelmann et al.,
2003).

1.2.2. Efecto de las concentraciones de los disruptores endocrinos en el
ambiente

Las descargas de los CDE en las aguas residuales comenzaron a finales de los 80's y
cerca de los afios 90°s con reportes de que en el Reino Unido peces machos,
encontrados en lagos donde se descargaban los efluentes de las plantas de tratamiento
de aguas residuales, presentaban feminizacion (Harries et al., 1997; Purdom et al.,
1994). La exposicion a los CDE en las etapas predominantes del embarazo puede
conducir a malformaciones en los 6rganos sexuales de los nifios con coeficientes
intelectuales bajos (Mendes, 2002; Guo et al., 1995). Una teoria sobre la exposicién a
CDE indica que en mujeres los CDE puede generar cancer de pecho y endometriosis
(Mendes, 2002) y en varones, la exposicion a tales compuestos puede ser asociada al
cancer de prostata, disminucion del esperma, y cancer testicular (Mendes, 2002;
Toppari et al., 1996; Giwercman et al., 1993).

En contraste, los estudios en la fauna son mucho mas persuasivos. Se han reportado
dos casos bien documentados del impacto en diferentes especies de peces que viven
en las aguas superficiales expuestos a las aguas residuales de los efluentes de plantas
de tratamiento de aguas residuales (Solé et al., 2001; Rodgers-Gray et al., 2000), la
produccion de vitellogenin (Thorpe et al., 2003) y la feminizaciébn en peces machos
(Bachmann et al., 2002). Vitellogenin es una proteina que se produce en altas
concentraciones en el higado de los peces hembras para el desarrollo de huevecillos
(Sumpter, 1995). Por lo tanto, las altas concentraciones de vitellogenin en los peces
masculinos indican exposicidén y respuesta a un CDE. En la Tabla 1.5 se muestra el
impacto de algunos CDE en la induccion de la proteina vitellogenin en peces.

Se ha demostrado que con concentraciones mayores a 0.1 ng.L* del
17a-etinilestradiol, la reproduccion de los peces fue reducida hasta un 50% (Segner et
al., 2001). Asimismo, Aerni et al. (2004) reportaron que concentraciones tan bajas como

Tratamiento de aguas residuales municipales con presencia de compuestos
disruptores endocrinos mediante un bioproceso aerobio con membranas 17



0.1 ng.L™" de los estr6genos son necesarias para que se presenten efectos estrogénicos
significativos.

Tabla 1.5. Concentracion letal media de CDE en la induccion de la proteina vitellogenin
en la produccién de huevecillos en peces

Compuesto disruptor endocrino ECso Referencia
17a-etinilestradiol 1ng.L™? Palace et al. (2006)
Estrona 60 ng.L™ Thorpe et al. (2003)
17p-Estradiol 25 ng.L™ Thorpe et al. (2003)
17a-etinilestradiol 1.2 ng.L*? Thorpe et al. (2003)
4-ter-nonilfenol 8 ug.L™ Harris et al. (2001)
Bisfenol A 50 pg.L* Sohoni et al. (2001)
Metoxicloro 8 ug.L? Thorpe et al. (2001)
4-octilfenol 10 ug.L*! Jobling et al. (1996)

Los efectos nocivos de los estrogenos sobre organismos ambientales han sido
investigados en varias especies de peces (Bachmann et al., 2002; Brown et al., 2001,
Sumpter y Jobling, 1995). En la Tabla 1.6 se presenta concentraciones de los CDE que
generan feminizacién en diferentes especies de peces.

Tabla 1.6. Efecto de los disruptores endocrinos en diferentes especies de peces

Especie de Nivel de efecto
Compuesto P observado Referencia
pez a1
(ng.L™)
- . Margariscus
17a-etinilestradiol margarita 4.5-8.1 Palace et al. (2006)
Estrona (?rymas 8.0 Metcalfe et al. (2001)
aipes
17a-etinilestradiol ?gpzéis 0.03 Metcalfe et al. (2001)
, Pimephales , .
17p-estradiol promales 0.5 Miles-Richardson et al. (1999)

Tanaka et al. (2001) realizaron estudios para medir la estrogenicidad en términos de
potencial estrogénico relativo en aguas residuales tratadas y no tratadas en plantas de
tratamiento de aguas residuales en Japon mediante ensayos de extractos de ADN
recombinate. Usando este método, detectaron que 43 compuestos incluyendo E1, E2 y
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EE2 pueden presentar efectos disruptivos en seres vivos, siendo los estrogenos E1, E2
y EE2 los que presentaron una mayor estrogenicidad en el agua residual con un valor
de potencial estrogénico relativo mayor a 0.05. Compuestos como el bisfenol-A 'y 2,4
diclorofenol y por mencionar otros, presentaron valores de potencial estrogénico
menores a 0.00006.

Asimismo, en la Tabla 1.7 se presentan las actividades estrogénicas de los CDE
utilizando ensayos in vitro mediante el método YES y E-screen. Ambos métodos
tambien son utilizados para medir el potencial estrogénico de diferentes compuestos.
Se observa que los compuestos que presentan altos niveles estrogénicos son los
estrogenos comparados con el nonilfenol y bisfenol A. Valores altos de este potencial
indica un aumento en la estrogenicidad de los compuestos.

Tabla 1.7. Actividades estrogénicas de los CDE

Compuesto

Potencial
estrogénico
(YES)

Potencial
estrogénico
(E-screen)

Referencia

El

0.38-1

0.01-0.1

Lee et al. (2008)
Tan (2006)
Rutishauser et al. (2004)
Nishihara et al. (2000)

E2

Lee et al. (2008)
Tan (2006)
Rutishauser et al. (2004)
Nishihara et al. (2000)

E3

0.001-0.24

0.3

Tan (2006)
Rutishauser et al. (2004)
Nishihara et al. (2000)

EE2

1.19-1.5

0.79-1.25

Lee et al. (2008)
Tan (2006)
Rutishauser et al. (2004)
Nishihara et al. (2000)

Nonilfenol

<2e-7

3.44e-7-8e-5

Lee et al. (2008)
Tan (2006)
Nishihara et al. (2000)

Bisfenol-A

6.7e-4

6.2e-6-3e-5

Lee et al. (2008)
Tan (2006)
Nishihara et al. (2000)

De acuerdo a los datos reportandos en estos estudios, se puede sefialar que, los
efluentes de los sistemas de tratamiento de aguas residuales para poder descargar a

Tratamiento de aguas residuales municipales con presencia de compuestos
disruptores endocrinos mediante un bioproceso aerobio con membranas




cuerpos receptores sin causar riegos o efectos estrogénicos es necesario alcanzar
concentraciones de los CDE menores a 0.1 ng.L™.

1.3. Presencia de compuestos disruptores endocrino
(estrogenos) en las aguas residuales municipales y su destino
en las plantas de tratamiento de aguas residuales

Las fuentes potenciales de los CDE en el ambiente acuatico son las descargas de las
plantas de tratamiento de aguas residuales. Las descargas de las plantas de
tratamiento que contengan CDE pueden tener un efecto irreversible en la fauna, tal
como la produccion del vitellogenin en los peces machos (Thorpe et al., 2003).

Muchos de los CDE son de origen antropogénico y las descargas de las aguas
residuales son la causa principal de su presencia en rios, arroyos y todo tipo de aguas
superficiales. Los estrégenos naturales asi como los sintéticos son CDE que son
encontrados en diferentes fuentes de agua (aguas superficiales, influentes y efluentes
de las plantas de tratamiento de aguas residuales). Hasta la fecha, existen muy pocos
trabajos del comportamiento, transporte y rutas de degradacion de los estrogenos en el
las plantas de tratamiento de aguas residuales municipales.

De acuerdo con los datos medidos por Baronti et al. (2000) las concentraciones de E1,
E2, E3 y EE2 en algunos influentes de diversas plantas de tratamiento de aguas
residuales pueden estar en el rango de 0.4-132 ng.L™, aunque existen una gama de
valores reportados en otros estudios (Tabla 1.8). Se puede observar que en diferentes
trabajos se han reportado concentraciones hasta 140 ng.L™ y menores a 1 ng.L™.

Se han realizados varios estudios de las concentraciones de E1, E2, E3, y EE2 en los
influentes y efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales de varios paises
con el sistema de lodos activados, abarcando un rango amplio de caudales de agua
residual a tratar, densidad de poblacion, clima y condiciones operacionales del proceso
(Tabla 1.9). Johnson et al. (2000) desarroll6 una relacidon empirica para determinar las
concentraciones del E1, de E2 y de EE2 en los influentes de las plantas de tratamiento
de aguas residuales basado en las poblaciones y el caudal de agua a tratar.

En Australia concentraciones hasta 19 ng.L™ de E2 y de hasta 54 ng.L™ de E1 han sido
detectados en los efluentes de los sedimentadores secundarios y en procesos terciarios
en varias plantas de tratamiento del agua (Tabla 1.10), mientras que el EE2 fue
detectado en concentraciones menores a 5 ng.L™ (Leusch et al., 2005a; Andersen et al.,
2003).
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Tabla 1.8. Concentraciones de estrogenos en aguas residuales obtenidas en algunas
investigaciones

El E2 EE2 :
(ng.L™Y) (ng.L™Y) (ng.LY) Referencia
36-81 6.3-29 <1 Braga et al. (2005)
54.9-76.6 | 12.2-19.5 | 6.2-10.1 Andersen et al. (2003)
39 19 <5 Chapman (2003)
<1-25 11 - D’Ascenzo et al. (2003)
7.6-8.6 4.9-7.2 2.0-5.2 | Mouatassim-Souali et al. (2003)
- 20-94 - Nasu et al. (2001)
4-25 25-132 0.40-13 Baronti et al. (2000)
9-48 18-140 <0.2-8.8 Johnson et al. (2000)
4-47 13-70 2-28 Lagana et al. (2000)
27-40 15-21 - Ternes et al. (1999a)

Tabla 1.9. Concentraciones de estrogenos en los influentes y efluentes de plantas de
tratamiento de aguas residual en el mundo (proceso lodos activados)

Pais El E2 E3 EE2 Referencia
Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente Influente Efluente
(glh | (gl | (ngl?) | (ngl™) | (gl | (ngl?) | (ngl™) | (ng.L?)
'ﬁ;‘?ﬁgf N.D. N.D. N.D. 3.8 N.D. N.D. N.D. 1.9 Huang y Sedlak (2001)
'EUS;T‘C?;’SS N.D. N.D. N.D. 0.8 N.D. N.D. N.D. 0.33 | Huangy Sedlak (2001)
UnEijg'f‘sd(oth) N.D. N.D. N.D. 1.4 N.D. N.D. N.D. 0.14 | Huangy Sedlak (2001)
uﬁit(?f?&) N.D. N.D. N.D. 0.24 N.D. N.D. N.D. <0.1 | Huangy Sedlak (2001)
Alemania N.D. 5.1 N.D. 2.9 N.D. N.D. N.D. 1.8 Spengler et al. (2001)
ltalia 37 14 12 1 79 2.6 2.9 0.48 Baronti et al. (2000)
ltalia 71 10.1 16 15 84 3.7 3.9 0.65 Baronti et al. (2000)
ltalia 67 4.1 9.2 1 71 1.1 3.4 0.68 Baronti et al. (2000)
ltalia 51 45 15 2.4 130 1.1 2.5 0.8 Baronti et al. (2000)
Italia 35 30 8.6 1.9 54 8.7 2.9 0.7 Baronti et al. (2000)
ltalia 50 7.7 9.3 0.7 66 0.8 2.3 0.4 Baronti et al. (2000)

Los estrégenos constituyen la gran parte de la actividad estrogénica del agua residual
tratada (Chapman, 2003; Korner et al., 1999; Desbrow et al., 1998). El E2 y el producto
primario de su ruptura, el E1, se presenta con frecuencia en concentraciones bajas,
alrededor de 10 ng.L™; mientras el EE2 se detecta con frecuencia en concentraciones
hasta 0.1 ng.L™ (Ternes et al. 1999b; Larsson et al., 1999; Stumpf et al., 1996). El
compuesto EE2 es el estrégeno sintético encontrado con mayor frecuencia en los
efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales municipales. Sin embargo,
este estrogeno presenta concentraciones bajas comparadas con el E1, E2 y E3.
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Tabla 1.10. Concentraciones de estrégenos en plantas de tratamiento de aguas
residuales municipales de Australia

Tratamiento | E1(ng.L™") | E2(ng.L™") | EE2 (ng.L™)
Influente 78 18 <5
Influente <5 20 <5
Secundario <5 19 <5
Secundario 46 <5 <5
Secundario 46 11 <5
Secundario 13 11 <5
Secundario 54 <5 <5

Terciario <5 <5 <5

Aunque existe un incremento en la cantidad de datos que se tienen acerca de la
concentracion de estrogenos en rios y efluentes de las plantas de tratamiento, hay
pocos estudios sobre concentraciones de estrogenos en las aguas residuales crudas
(antes del tratamiento) debido a las dificultades encontradas cuando se procesa la
muestra (una alta carga de materia organica, grasas y solidos suspendidos). Ademas,
son pocos los estudios en donde se presentan las concentraciones de CDE adsorbidas
en los lodos (biomasa, lodo residual). Por lo tanto, la deteccion de estos compuestos en
la fase solida debe considerarse ya que estos compuestos tienden a desorberse
pasando de la fase soélida a la fase liquida.

Estudios realizados por Ternes et al. (1999a) para detectar estrogenos en los influentes
de las plantas de tratamiento de aguas residuales en Brasil y Alemania, encontraron
qgue las aguas residuales de Brasil contenian E2 y E1 en concentraciones de 21 y
40 ng.L™ respectivamente. Las concentraciones de estos compuestos determinadas en
Alemania fueron entre 15y 27 ng.L™* en Alemania. La remocion de E1y E2 fue mas alta
en Brasil (83 y 99%) que en Alemania (64 y 68%). Estos investigadores reportaron que
esta diferencia de remociones entre los dos paises puede ser debida a factores
climaticos, tales como la temperatura.

En otros estudios realizados en plantas de tratamiento de aguas residuales y aguas
superficiales en los Paises Bajos, se observd que en la mayoria de los efluentes de las
plantas de tratamiento, el E2 y E1 fueron detectados frecuentemente. Las
concentraciones mas altas detectadas fueron 47 ng.L™* para E1, mientras que para E2,
las concentraciones que se encontraron fueron entre 1 y 12 ng.L™ (Desbrow et al.,
1998). Las concentraciones de los estrégenos en las aguas superficiales fueron
generalmente mas bajas. En diferentes muestreos de varias descargas de efluentes de
plantas de tratamiento realizados en Alemania, el E2 fue detectado en 20 plantas con
concentraciones de hasta 62 ng.L™ (Stumpf et al., 1996).

Recientes estudios realizados en aguas residuales de México han detectado
concentraciones de estrégenos en el rango de 0.01 a 25 ng.L™ (Gibson et al., 2007).
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Estos ejemplos demuestran que algunas fuentes, principalmente los efluentes de las
plantas de tratamiento de aguas residuales municipales contienen a menudo a estos
CDE con concentraciones que pueden causar efectos disruptivos en el sistema
endocrino de los organismos.

Por otro lado, el trasporte y el destino de los estrégenos durante los procesos de
tratamiento del agua no han sido estudiados completamente. Se ha determinado que la
remocion de los estrogenos naturales y sintéticos se llevada a cabo principalmente por
adsorcion en el lodo activado u otros factores independientemente de la
biodegradacion, ya que se ha reportado que los estrogenos presentan una baja
biodegradabilidad durante su tratamiento (Routledge et al., 1999; Pentreath, 1997). Sin
embargo, Clara et al. (2005), Poseidon (2005) y Joss et al. (2004) han demostrado lo
contrario, lo que indica que se necesitan realizar mas estudios para determinar si los
estrogenos son removidos por biodegradacion con la aplicacion de nuevas tecnologias
para el tratamiento de las aguas residuales.

Se ha reportado que los sistemas de tratamiento de aguas residuales municipales son
capaces de remover parcialmente algunos micro-contaminantes incluyendo
farmacéuticos, productos para el cuidado personal y compuestos disruptores
endocrinos. La ozonacion, radiaciéon UV, procesos con membranas y adsorcion con
carbon activado son procesos potenciales que pueden aumentar las remociones de los
CDE en los sistemas de tratamientos de aguas residuales municipales (Huber et al.,
2003; Ternes et al., 2002). Sin embargo, la implementacion de estas técnicas pueden
incrementar el costo de tratamiento del agua. Alternativamente, entender el destino de
estos compuestos dentro de los sistemas de tratamiento puede mejorar los métodos de
remocion basados en un mejor manejo, control o menores modificaciones de los
procesos existentes en las plantas de tratamiento.

Las eficiencias de las plantas de tratamiento de aguas residuales en cuando a los
estudios de los CDE estdn basados comunmente en la diferencia entre las
concentraciones de los compuestos en la fase liquida en el influente y efluente del
proceso u operacién unitaria. Sin embargo, para entender el destino de los DCE a lo
largo de un planta de tratamiento de aguas residuales, es esencial obtener informacion
en la distribucion de estos compuestos entre la fase liquida y solida con el objetivo de
obtener la contribucion de cada mecanismo de remocion (sorcion, biodegradacion y
volatilizacion) en la remocién total del compuesto. Por lo tanto balances de masas a
través de los diferentes procesos de tratamiento de agua incluyendo la concentracion
de los compuestos adsorbidos en la fase solidas son necesarios y no solo la
concentracion disuelta.

En algunos casos cuando la sorcion no representa un papel significante en la remocion
de los compuestos, los calculos basados en la concentracion disuelta son adecuados.
En el caso de los estrégenos, en el cual la sorcion de los compuestos en matrices
sélidas (de acuerdo a sus propiedades fisicoquimicas) es un factor importante en la
remocidn de estos compuestos en los procesos bioldgicos para el tratamiento del agua,
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por lo tanto, deberd considerarse para la remocion global, la remocion debida al
proceso de sorcion.

La investigacion sobre el mecanismo de remocion de los estrégenos en el proceso de
lodos activados ha sugerido que ocurre por la sorcion de los estrogenos sobre las
bioparticulas y la degradacion por microorganismos (Birkett y Lester, 2003; Fuijii et al.,
2002; Sedlak et al., 2000). Varios reportes indican que la sorcién de los estrégenos
sobre las bioparticulas suspendidas en el licor mezclado es el principal mecanismo de
remocién. La degradacion biolégica contribuye, pero en un menor grado (Shafer y
Waite, 2002; Sedlak et al., 2000).

La biodegradacion de los estroégenos E1, E2 y EE2 en un reactor biolégico puede ser
influenciada por el tiempo de retencion celular (TRC). Con bajos tiempos de retencion
celular, la biodegradacion de los estrégenos es baja debido a que existe un tiempo
corto de contacto entre los compuestos y los microorganismos (Jacobsen et al., 1993).
Zhou et al. (2009), Clara et al. (2005) y Birkett y Lester (2003) determinaron que con
altos tiempos de retencion celular se puede permitir una mayor biodegradacion de los
compuestos y lo atribuyeron a una formacion de microorganismos degradantes
especificos, por ejemplo, los microorganismos nitrificantes.

Andersen et al. (2003) realizaron estudios del transporte del E1, E2 y E3 en una planta
de tratamiento de aguas residuales municipales con el proceso de lodos activados. En
este estudio, las concentraciones de estrégenos fueron reportadas tanto en los
influentes, como en los efluentes de cada proceso. Los resultados de esta investigacion
indicaron un buen funcionamiento de la planta con respecto a las remociones de los
compuestos. Estos autores recomiendan un proceso de desnitrificacion para tener altas
remociones de los compuestos. También sugieren que los procesos de adsorcion-
desorcion de los estrogenos son lentos y que deben ser estudiadas con detalle, ademas
de que no existe un equilibrio entre los niveles de los estrégenos en la fase liquida y
solida.

De acuerdo al proyecto Posiedon (Poseidon, 2005) se sugiere que los mecanismos
relevantes en la remocion de los CDE incluyendo a los estrégenos mediante procesos
biol6gicos son la biodegradacién y adsorcion en el lodo. De acuerdo a este reporte final,
se concluyd que la degradacion biologica y la adsorcién de estos compuestos son los
principales mecanismos de remocion durante el tratamiento de aguas residuales
municipales. La ozonacion es una opcion interesante en la remocion de los estrégenos
como un tratamiento de pulimento. Ademas mostraron que los bio-reactores con
membranas mejoran la remocion de los estrogenos comparados con el proceso de
lodos activados. Asimismo, se concluyé que el incremento del TRC (20-50 d) aumentan
las remociones del E1, E2 y EE2 en los procesos biologicos.

Como conclusidn, los estudios sobre el transporte y destino de estos compuestos en las
plantas de tratamiento de aguas residuales son limitados por el hecho de que las
concentraciones de los estrégenos en sus influentes son variadas y la sorcion de estos
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compuestos en la superficie del lodo confunden las interpretaciones porque existen
diferencias de concentraciones entre la fase liquida y solida.

También se ha reportado que los conjugados del E2 excretado por los seres humanos y
animales son transformados nuevamente a E2 antes o durante los procesos de
tratamiento de agua residual, sugiriendo que los microorganismos presentes en los
procesos biolégicos pueden convertir estos conjugados a su forma activa (Panter et al.,
1999). Este hecho considera que las capacidades de degradacién y las eficiencias de
remocioén de las plantas de tratamiento necesitan ser mejoradas y optimizadas.

Conforme al reporte emitido por la Comunidad Europea en el 2007 (COMMISSION OF
THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2007), enlistan 553 compuestos como posibles
candidatos de generar disrupcion endocrina en los seres vivos los cuales estan
presenten en las aguas residuale municipales. Dentro de esta lista, 21 compuestos
pueden generar un potencial estrogénico mayor, en los cuales se encuentran los
estrogenos E1, E2 y EE2.

1.3.1. Remocion de CDE mediante diferentes procesos de tratamiento de
agua

El objetivo de los sistemas de tratamiento de aguas residuales es remover materia
organica facilmente biodegradable, nitrégeno y fésforo, sin embargo, algunas
investigaciones han descubierto que los CDE también pueden ser removidos en los
sistemas de tratamiento de aguas residuales. Entre los sistemas de tratamiento de
aguas residuales, el proceso de lodos activados es el mas aplicado en todo el mundo
en comparacioén con otros procesos fisicos, fisicoquimicos y/o procesos biolégicos no
convencionales.

Los estudios sobre la remocion de estrogenos en el proceso de lodos activados han
mostrado que los estrégenos son biodegradados y/o adsorbidas en el lodo (Braga et
al., 2005; Andersen et al., 2003; Svenson et al., 2003; Johnson y Sumpter, 2001). El
proceso convencional de lodos activados presenta una biodegradacion de estrégenos
naturales y sintéticos entre 10 y 90%, mientras que el resto es removido por la
adsorcion de los compuestos en el lodo (90-10%) (Shafer y Waite, 2002; Sedlak et al.,
2000). Aunque algunos procesos convencionales y no convencionales, tanto biolégicos
como fisicoquimicos presentan una remocion significativa de estrégenos (Tabla 1.11),
sus efluentes todavia presentan concentraciones relativamente altas.

e —
Tratamiento de aguas residuales municipales con presencia de compuestos
disruptores endocrinos mediante un bioproceso aerobio con membranas 25



Tabla 1.11. Remocion de estrégenos mediante diferentes procesos bidlogicos

Compuesto Influer_llte Efluer]}e Remocion Referencia
(hg.L™) | (ng.L™) (%)
230-510 N.D. 100 Ito (2008)
4-33 0-147 - Fernadez et al. (2007)
57.8-83.3 | 6.3-49.1 41-89 Robert et al. (2007)
N.D.-18.3 | N.D.-6.7 64-100 Tan (2006)
El 29-670 N.D.-72 0-100% Clara et al. (2005)
19-78 1-96 55-98 Servos et al. (2005)
20-130 <0.3-11 - Vethaak et al. (2005)
44 17 61 D'Ascenzo et al. (2003)
25-132 2.5-82 22-95 Baronti et al. (2000)
0-11 0-158 - Fernadez et al. (2007)
N.D.-161.6 | N.D.-5.4 52-99 Robert et al. (2007)
22 0.95 96 Braga et al. (2005)
E2 35-125 N.D.-30 44-100 Clara et al. (2005)
2.4-26 0.2-14.7 18.5-98.8 Servos et al. (2005)
17-150 <0.8 - Vethaak et al. (2005)
11 1.6 85 D'Ascenzo et al. (2003)
4-25 0.35-3.5 59-98 Baronti et al.(2000)
0-2 0-178 - Fernadez et al. (2007)
N.D.-1.2 N.D.-0.6 55 Robert et al. (2007)
3-70 N.D.-5 33.3-100 Clara et al. (2005)
EE2 <0.7-14.4 | <0.7-4.1 71-93 Drewes et al. (2005)
<0.3-59 | <0.3-2.6 - Vethaak et al. (2005)
4.9-7.1 2.7-4.5 33-45 Cargouet et al. (2004)
0.4-13 N.D.-1.7 52-100 Baronti et al. (2000)

De la Tabla 1.11 se muestra que los CDE no son removidos completamente en los
sistemas de tratamiento de aguas residuales, presentando fluctuaciones en las
concentraciones de los efluentes y las descargas de tales efluentes puede ser la razén
principal de la distribucién y transporte de los CDE en las aguas superficiales, aguas
subterraneas y aun en agua potable. Una cantidad considerable de estos compuestos
permanecen solubles en los efluentes de los sistemas de tratamiento, los cuales son
una amenaza potencial para los cuerpos receptores (Mastrup et al., 2001). La parcial
remociéon de los CDE en las pantas de tratamiento de aguas residuales no solo es el
resultado de las fluctuaciones en las concentraciones de los CDE en los influentes, si no
gue también a las condiciones de operacién del sistema.

Las remociones reportadas por Ternes et al. (1999a) para el E2 y E3 fueron del 64 y
14% respectivamente en estudios realizados en plantas de tratamiento de aguas
residuales en Alemania, sugiriendo que las variaciones de la calidad del efluente son
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debidas a las condiciones de operacion de los sistemas de tratamiento biolégico. Layton
et al. (2000) y Ternes et al. (1999b) demostraron que el E2 fue oxidado rapidamente a
E1l con un tiempo de reaccion de 1 a 3 h y que el EE2 fue recalcitrante a la
biodegradacion en condiciones anaerobias y aerobias.

Baronti et al. (2000) en sus investigaciones reportaron remociones del E1, E2, E3 y EE2
del 96%, 88%, 65% y 79% respectivamente en un sistema de lodos activados.
Similarmente, Johnson et al. (2000) reportaron remociones del E1, E2, y EE2 del 72%,
87% y 85% respectivamente en un sistema de lodos activados convencional.

Williams et al. (2003), Fuijii et al. (2002) y Baronti et al. (2000) han reportado que los
sistemas de lodos activados convencionales pueden remover entre un 50 y 95% de
estrogenos presentes en las aguas residuales municipales. En otros estudios, se ha
observado que las descargas de aguas residuales de las plantas tratamiento de aguas
residuales convencionales presentaban concentraciones de estrogenos en sus
efluentes de 0.2 hasta 4.1 ng.L™". El uso de un proceso avanzado como es la osmosis
inversa, permiti6 obtener concentraciones menores a 0.4 ng.L™ de estos compuestos
(Huang y Sedlak, 2001).

Layton et al. (2000) estudiaron la remocion de los estrogenos E2 y EE2 en un sistema
de lodos activados, observandose una rapida mineralizacion del E2 y una lenta
biodegradacion del EE2. Similarmente, la mineralizacion del E2 por un proceso de lodos
activados que tratdé aguas residuales industriales fue mas lenta comparada con la
obtenida en lodos activados que trataron aguas residuales municipales. Este
comportamiento sugiere que la composicion de la poblacién bacteriana es un factor
importante en cuanto a las remociones de los estrégenos.

Lee y Liu (2002) observaron que la degradacion del E2 y su metabolito principal el E1
en condiciones aerobias fue lenta. El 88% del E2 fue degradado a E1 después de 24
horas y el 95% del E1 fue degradado después de 14 dias. EE2 fue degradado después
de 25 dias. Bajo condiciones anaerobias, el E2 fue degradado hasta un 50% después
de 7 dias, mientras que E1 y EE2 fueron persistentes bajo estas condiciones.

En el 2003, plantas de tratamiento de aguas residuales fueron monitoreadas para
determinar el potencial estrogénico del E1, E2 y EE2 mediante el proceso de lodos
activados, filtros percoladores y precipitacion quimica. Los resultados mostraron que el
proceso de lodos activados presentd una remocion estrogénica considerable seguido
por los filtros percoladores y la precipitacibn quimica. Las remociones estrogénicas
correspondientes a cada proceso fueron de 81%, 28% y 18% respectivamente
(Svenson et al., 2003).

Johnson et al. (2007) y Servos et al. (2005) investigaron el destino de E1, E2 y EE2 en
una planta de tratamiento de aguas residuales. Estos autores observaron que la
remocion global de E1 y E2 fue por arriba del 98%, mientras que la remocion de EE2
fue un poco mas baja. Cerca del 90% de E1 y E2 fueron degradados en el proceso de
lodos activados, mientras el EE2 fue degradado solo en el tanque de nitrificacion. Este
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comportamiento fue probado por Yi y Harper (2007), en el cual la tasa de
biotransformacion de EE2 presentaba una relacion lineal respecto a la remocion del
nitrogeno amoniacal (N-NH';). Clara et al. (2005) encontraron que el tiempo de
retencion celular fue un parametro de disefio para evaluar la capacidad de la plantas de
tratamiento de aguas residuales para remover estrégenos asi como otros micro-
contaminantes, mientras que Servos et al. (2005) observaron que el TRC no presento
una relacion sustancial con la remocion de estrégenos, los cuales fueron medidos por
analisis cromatogréficos y bioensayos.

Pruebas de tratabilidad biol6gica fueron realizadas por Easton et al. (2004) para
determinar la degradacion del E2, progesterona y testosterona bajo diferentes
condiciones de operacion (F/M y tiempos de retencion celular) en sistemas de lodos
activados a nivel laboratorio. En este estudio, el parametro de operacion F/M fue
variado de 0.05 a 0.5 kg DQO'kg SSV™*d™ en cuatro reactores biolégicos con una
concentracion constante de SSV, obteniéndose tiempos de retencidn celular entre 3 'y
25 dias. La remocion de las hormonas obtenidas fue entre un 60 y 93%, observandose
gue su remocioén incrementaba cuando disminuia la F/M.

Otras hormonas como la testosterona y progesterona fueron degradadas rapidamente
en experimentos a escala laboratorio, piloto y real mediante en un sistema de lodos
activados convencional (Suidan et al., 2005). Estos investigadores reportaron que estas
hormonas pertenecientes al grupo del E1, E2 y E3 son degradadas rapidamente debido
a que presentan coeficientes de particion y solubilidades bajas comparadas con los
estrégenos.

En muchas ocasiones, concentraciones de E1 en el efluente fueron mas altas que en el
influente (Johnson et al., 2007; Joss et al., 2004; Baronti et al., 2000), el cual puede ser
relacionado por la biotransformacién de E2 a E1 (Johnson y Sumpter, 2001; Ternes et
al., 1999b;).

Las condiciones ambientales tales como el oxigeno disuelto, es un factor importante.
Generalmente la remocines de estrogenos en condiciones aerobias fueron mucho mas
altas que en condiciones anaerobias (Ermawati et al., 2007; Furuichi et al., 2006).

La remocion de CDE en experimentos a nivel laboratorio comparados con los sistemas
de tratamiento de aguas residuales escala real presentan algunas ventajas tales como
una concentracion contralada de los contaminantes en el influente, control viable de
cambios en los factores ambientales como la concentracion de oxigeno disuelto, tiempo
de residencia hidraulica (HRT), tiempo de retencién celular (TRC) y otras condiciones
de operacion. Por lo tanto, para futuras investigaciones en la remocion de los CDE bajo
diferentes condiciones de operacion y para determinar los mecanismos de remocion de
estos compuestos, mas experimentos a nivel laboratorio se necesitan (Liu et al., 2008).

Hay muchos experimentos en la degradacion de E1, E2, EE2 bajo condiciones aerobias
y anaerobias usando agua residual sintética o real. En la Tabla 1.12 se presenta un
resumen de algunos estudios en la remocion de estrégenos naturales y sintéticos en
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experimentos a escala laboratorio. Se muestra que en condiciones aerobias la remocion
de los estrogenos es mayor que en condiciones anaerobias. Cajthaml et al. (2009)
resumen la remocion de E1, E2, EE2 y otros CDE bajo condiciones anaerobias y
aerobias con diferentes biomasas incluyendo el aislamiento de microorganismos.

Tabla 1.12. Remocion de estrégenos en experimentos a escala laboratorio

Condiciones experimentales
L. Aerobio Tiempo -
Concentracién . Temperatura | Remocion )
Compuesto c 0 Inoculacién de A Referencias
inicial . L. C (%)
Anaerobio reaccion
1 . Lodo activado
E2 100 ug.L Aerobio SSLM 220 mg.L™ 28d 20 > 90 Ren et al. (2007)
E2 30 mg.L” Aerobio Bacteria aislada 7d 30 >75 Yu y Chu (2007)
El . Lodo activado .
E2 5ng.L Aerobio SSLM 500 mg.L™ 4 h 20 >80 Suzuki y Maruyama (2006)
1 . Lodo activado
EE2 0.03-0.1 ug.L Aerobio SSLM 2580 mg.L™ 72h 25 96-99 Ogawa et al. (2005)
1 . Lodo anaerobio
E2 0.03-0.1 ug.L Anaerobio SS 3,500 mg.L™* 30d - 16-38 Ogawa et al. (2005)
E1, E2, EE2 0.4 mg.L™ Aerobio Nitrosomonas 187 h 30 >95 Shi et al. (2004)
Europea
El . Lodo activado .
El, E2, EE2 1mg.L Aerobio SSLM 2,700 mg.L* 2h 30 98 Shi et al. (2004)
E2 333mg.L" Aerobio Lodo activado 14 h 25 60 Fuiji et al. (2002)
E2 200 ug.L" Aerobio Lodo activado 24 h 21 88 Lee y Liu (2002)
E2 200 ug.L" Anaerobio Lodo activado 7d 30 50 Lee y Liu (2002)
E2, EE2 1mg.L? Aerobio Lodo activado 1-3h - > 95 Ternes et al. (1999b)
E2, EE2 lugL™” Aerobio SSLM 2,600 mg.L™ 1-3h - > 95 Ternes et al. (1999b)

Por otro lado, se ha reportado en varios estudios que la filtracibn con membranas
(nanofiltracion (NF), Osmosis Inversa (Ol)), procesos de oxidacién avanzada (POA)
(fenton, fotofenton, H,0,-UV, H,0,-O3, O3) y adsorcion con carbon activado son
tratamientos potenciales que pueden mejorar las remociones de E1, E2 y EE2 en una
planta de tratamiento de aguas residuales (Chen et al., 2009; Wang y Tang, 2009; Liu et
al., 2008; Poseidon, 2005; Bringolf y Summerfelt, 2003; Holbrook, 2003; Ternes et al.,
2002; Spengler et al., 2001). Sin embargo, la implemetacion de estas técnicas puede
incrementar el costo de tratamiento del agua. Alternativamente, se puede considerar a
los procesos biologicos no convencionales como la tecnologia de bio-reactores con
membranas (BRM) como una opcidén viable para la remocion de estrégenos naturales y
sintéticos presentes en aguas residuales municipales asegurando que el efluente no
presente un potencial estrogénico para los seres vivos que viven en los cuerpos
receptores que reciben estas descargas. Asimismo, son muy pocos los estudios que se
han realizados para determinar los mecanimos de remocion de los CDE en un proceso
biol6égico. También, se debe de estudiar el transporte y destino de los estrégenos en un
BRM basados en mediciones de las concentraciones tanto en la fase liquida como en la
fase solida.
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Chapman (2003) investigd la remocién de algunos compuestos quimicos (pesticidas,
herbicidas, metales pesados), asi como de los estrogenos E1 y E2 en aguas residuales
crudas por medio de filtros de arena, ozonacioén y tratamiento con UV. Los resultados
indicaron que muchos de los compuestos fueron removidos por los tratamientos
avanzados obteniendo so6lo concentraciones traza en el efluente final.

La remocién de color y sustancias estrogénicas por medio de un bio-reactor equipado
con una membrana de ultrafiltracién e inoculados con el hongo Trametes hirsuta fue
investigada por Fujita et al. (2002). La cepa pudo remover el acido himico en un 70%
con un TRH de 2 dias y degradd un 81-94% de los disruptores endocrinos, tales como,
bisfenol A, nonilfenol, E2, E1 y E3 mientras que el di-(2-etilhexil)ftalato no pudo ser
degradado por el hongo.

Clara et al. (2005), Poseidon (2005) y Joss et al. (2004) demostaron que los BRM
mejoran las remociones de E1, E2 y EE2 comparados con el proceso de lodos
activados.

Chang et al. (2006) utilizaron bio-reactores con membranas con configuracion
sumergida en condiciones aerobias para remover el E1 y E2. El reactor fue operado
durante tres meses con agua residual municipal con presencia del E1 y E2 utilizando
membranas de microfiltracion de fibra hueca. Estos autores reportaron que el E2 fue
removido totalmente y oxidado a E1. El E1 present6 una remocion mas baja que el E2.
La remocién del E2 fue evaluada bajo un flux constante. Después de 72 h el E1 y E2
presentaron remociones del 98%. Aproximadamente el 50% fue removido en 20 hy la
concentracion decliné continuamente sin tener subproductos de la biodegradacion, el
cual es similar a los resultados reportados por Ternes et al. (1999a, 1999b).

Snyder et al. (2006) estudiaron la remocion de compuestos disruptores endocrinos
(incluyendo estrégenos) utilizando la tecnologia de membranas y adsorcion con carbon
activado. Varios tipos de membranas y aplicaciones fueron evaluadas a nivel escala
piloto y real, las cuales incluyeron microfiltracion, ultrafiltracion, nanofiltracion, 6smosis
inversa, electrodidlisis, bio-reactores con membranas y combinaciones de membranas
en series. El carbén activado granular fue evaluado a escala laboratorio con pruebas
rapidas en columnas empacadas. De los resultados se llegé a la conclusién de que la
microfiltracion y la ultrafiltracion presentan bajos coeficientes de rechazo de los
compuestos  disruptores endocrinos. La nandfiltracion, la 6smosis inversa y la
electrodialisis fueron capaces de remover casi todos los compuestos, aunque estos
compuestos fueron detectados en concentraciones trazas en el permeado. En cuanto a
los bio-reactores con membranas, se observo que algunos compuestos tales como E1,
E2, EE2, nonilfenol y bisfenol A presentaron remociones por arriba del 95%. El carbon
activado granular fue altamente eficiente en remover todos los productos quimicos. Sin
embargo, las curvas de ruptura mostraron que los compuestos con una mayor
hidrofilicidad se desorbieron mas rapidamente que los compuestos hidrofobicos. Los
resultados confirman que los procesos con membranas y de carbon activado son
capaces de remover compuestos disruptores endocrinos, sin embargo, algunos
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farmaceduticos son perceptibles en el permeado de las membranas y en el efluente de
la columna de adsorcion con carbon activado.

Por otro lado, son pocos los estudios sobre el comportamiento de la adsorcion de los
estrogenos en la biomasa y el efecto de la concentraciéon de los SSV en los procesos
biolégicos.

Lai et al. (2000) demostraron que la adsorcion del E1, E2, E3, y EE2 en suelos y
sedimentos no fue lineal, indicando que la adsorcion es un proceso critico en la
remocion de las hormonas. Estos mismos autores también observaron una mayor
adsorcion de los estrégenos en sedimentos con altos niveles de salinidad.

Ying y Kookana (2005) estudiaron la adsorcion de siete CDE en 4 suelos con diferentes
propiedades fisicoquimicas. Los compuestos fueron: E1, E2, E3, EE2, bisfenol A,
4-teroctilfenol y 4 nonilfenol. Ademas, estudiaron su degradacion en un suelo asociado
con el retso del agua residual. La prueba de adsorcion demostro que los alquilfenoles
presentan una adsorcion mas fuerte en los suelos que los estrogenos y el bisfenol-A.
Este estudio mostré también que los CDE fueron degradados rapidamente en el lodo
residual en 7 dias bajo condiciones aerobias. Bajo condiciones anaerobias, los CDE
fueron recalciltrantes, excepto el E2, el cual mostré una baja degradacion durante los 70
dias del estudio. El tiempo de vida, calculado para el E2 bajo condiciones anaerobias
en el lodo residual fue de 24 dias. Se encontr6 que el E2 fue biotransformado en E1
bajo condiciones aerobias y anaerobias.

Wu et al. (2009) determinaron la cantidad de E1, E2 y EE2 adsorbidos en la biomasa de
un BRM a escala real para el tratamiento y reliso de aguas residuales municipales. La
concentracion de estos compuestos en la biomasa fueron detectados en el rango de
104-760 ng.g™. Estos resultados indicaron que la adsorciéon de los estrégenos en la
biomasa es uno de los mecanismos de remocion, y por lo tanto puede contribuir
significativamente en la eliminacion de CDE presentes en las aguas residuales
municipales.

1.3.2. Degradacion de compuestos disruptores endocrinos mediante
microorganismos

Hasta el momento son pocos lo estudios que se presentan en la literatura en cuanto a la
identificaciobn y aislamiento de microorganismos capaces de degradar estrégenos
naturales y sintéticos.

En Japbn, se han realizados varios estudios para determinar cuales son los
microorganismos responsables de la degradacioén de E1, E2, E3 y EE2 en los procesos
biolégicos y de esta manera desarrollar un método eficiente para degradar los
estrogenos que se descargan a las plantas de tratamiento de aguas residuales.
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Se conoce que el género de las bacterias gram-negativas Novosphingobium puede
tener varias especies que puedan asimilar compuestos resistentes a la biodegradacion.
Por ejemplo, N. subarcticum puede asimilar el tetraclorofenol (Nohynek et al., 1996).
N. aromaticivorans ha mostrado que puede degradar varios compuestos aromaticos
incluyendo el tolueno vy el naftaleno (Frederickson et al.,, 1991); y N. stygium y N.
subterraneum pueden degradar el fluoreno y los bifenilos policlorados (Frederickson et
al., 1995).

Con respecto a los estrégenos naturales, estos son facilmente transformados via
oxidativa y reductiva por la enzima 17p-hidroxiesteroide deshidrogenasa (Itagaki y
Iwaya, 1988; Bolt, 1979).

Fujii et al. (2002) investigaron la degradacién de E2 por bacterias gram-negativas
aisladas de una planta de tratamiento de lodos activados, encontrandose una nueva
especie del genero Novosphingobium (ARI-1). Los andlisis con CG/MS acoplado a un
equipo de resonancia magnética nuclear mostraron que los metabolitos formados por la
degradacion del E2 por esta nueva especie no son subproductos téxicos para el lodo
activado. Sin embargo, no se conoce la ruta metabdlica de los subproductos generados
en la biodegradacion de este estrégeno por el genero Novosphingobium (ARI-1)

Yoshimoto et al. (2004) usaron un cultivo de lodos activados tomados de plantas de
tratamiento de aguas residuales municipales en los cuales identificaron a 4 cepas de la
especie Rhodococcus que pueden degradar los estréogenos E1, E2, E3 y EE2
simultdneamente en un tiempo de 24 horas. La cepa Y50158 identificada como
Rhodococcus zopfii fue la cepa que degraddé completamente a los 4 estrogenos con
una concentraciéon de 100 mg.L™?. Las cepas Y50155, Y50156, y Y50157 identificadas
como Rhodococcus equi mostraron degradacion semejantes a las determinadas con
Y50158 pero en un mayor tiempo de exposicion.

Los microorganismos tales como Rhodococcus erythropolis y Mycobacterium fortuitum
aislados de composta de jardines y suelos, pueden degradar el colesterol el cual tiene
una estructura similar a la de los estrogenos, ademas, se ha encontrado que estos
microorganismos pueden degradar compuestos aromaticos y la anilina asi como
contaminantes ambientales tales como el 2,4-dinitrotolueno, bifenilos policlorados y el
2,3,6-triclorofenol, los cuales son de dificil degradacion (Takeo et al., 2003; Yoon et al.,
2000; Roslev et al., 1998; Maeda et al., 1995; Watanabe et al., 1987). Novosphingobuim
tardaugens sp. aislada del lodo activado ha demostrado que puede degradar al E2 (Fujii
et al., 2002) y Fusarium proliferatum aislada del estiércol de granjas al EE2 (Shi et al.,
2002). Shi et al. (2002) mostraron que existen metabolitos intermediarios en la
degradacion del EE2, pero estos compuestos no han sido identificados. Ademas,
microorganismos tales como Streptomyces sp., ha mostrado que pueden biotransformar
el E2 a E1 (Lai et al., 2002).

Los estrégenos enddgenos y exdgenos también pueden ser oxidados por el citocromo
microsomal hepatico P-450 (Martucci y Fishman, 1993). La hidroxilacion aromatica ya
sea en la posicion C, o C4 es una ruta importante del metabolismo del estrégeno en
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seres humanos y otros mamiferos. El estrogeno es catalizado a 2 o 4-hidroxilacién
principalmente por la familia de CYP3A con una mayor contribucién de la familia de
CYP1A. Esta actividad se ha atribuido a un miembro de la familia del P-450 y CYP1B1
(Hayes et al., 1996; Liehr y Ricci, 1996). El estradiol y la estrona contienen grupos
p-alquilfenoles que son oxidados a quinoles por el citrocromo P-450 (Figura 1.6).

CHs oH CH; O
/
OH
HO citrocromo P-450
=
HO >
Estrona 10B-hidroxi-1,4-estradieno-3,17-diona

/]
OH
citrocromo P-450
=
0
17p-estradiol 10B-17p-dihidroxi-1,4-estradieno-3-ona

Figura 1.6. Transformacion de estrégenos catalizadas por el citocromo P-450

Choudhary et al. (2004) estudiaron la biotransformacion de EE2 por el hongo
Cunninghamella elegans en un medio liquido. La autores identificaron varios metabilitos
de EE2 por C. elgans (Figura 1.7). Las reacciones de transformacion incluye varias
reacciones de hidroxilacién de EE2 y, en uno de los casos se lleva a cabo una reaccién
de metoxilacion en un radical hidroxil.
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Figura 1.7. Biotransformacién de EE2 por C. elegants

Jurgens et al. (2002) mostraron que microorganismos encontrados en rios, fueron
capaces de transformar el E2 a E1 y que el E1 fue degradado paulatinamente, sin
embargo, el EE2 fue mas resistente a la biodegradacion.

Se ha reportado que con un lodo activado nitrificado el E1, E2, E3 y EE2 pueden ser
degradados (Pholchan et al., 2008; Reif et al., 2008; Ren et al., 2007; Yi y Harper, 2007;
Joss et al., 2004; Shi et al., 2004; Vader et al., 2000). Shi et al. (2004) reportaron que
los estrogenos naturales y sintéticos pueden ser biodegradados por bacterias
Nitrosomonas europaea encontradas en lodos activados nitrificados.

Las algas dan biomasa sustancial en un rango extenso de habitat y su diversidad juega
un rol importante en el destino de compuestos organicos en los ecosistemas acuaticos
(Pflugmacher et al.,, 1999). Las algas pueden degradar diversos contaminantes
presentes en las aguas residuales, por eso acttan como un medio para la
biotransformacion y bioconcentracion de contaminantes especificos (Pflugmacher et al.,
1999; Axelman et al., 1997). La biosorcion de metales pesados y contaminantes
organicos por algas han sido reportadas frecuentemente (Axelman et al., 1997; Mason
et al., 1996) y, se ha demostrado que algunas microalgas tienen las mismas enzimas
detoxificantes como las encontradas en el higado de mamiferos (Pflugmacher et al.,
1999). Se ha demostrado, que Ochromonas danica puede biotransformar compuestos
fendlicos a piruvato y didxido de carbono.

Lai et al. (2002) estudiaron la biotransformacion y bioconcentracion de estrégenos
naturales y sintéticos con la alga de agua fresca Chlorella vulgaris. En sus resultados,
demostraron que el E2 y el E1 fueron biotransformados tanto en condiciones de luz
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como en la oscuridad, sin embargo, esta biotransformacion mostré una interferencia por
el E1. En la luz, 50% del E1 fue metabolizado a un subproducto desconocido. Ademas
de la biotransformacion, el E1 asi como el hidroxiestireno, E3 y EE2 fueron
relativamente estables en el cultivo algal, mientras que el E2 fue hidrolizado a estradiol
y después a E1 en un periodo de incubacién de 3 h.

Della Greca et al. (2008) estudiaron la biotransformacién de EEZ2 utilizando 11
microalgas. Los autores observaron que Selenastrum capricornutum, Scenedesmus
guadricauda, Scenedesmus vacuolatus y Ankistrodesmus braunii son capaces de
formar metabolitos intermediarios en la degradacion del EE2 (Figura 1.8). Selenastrum
capricornutum, Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus vacuolatus tienen la
habilidad de biotrasformar al EE2 mediante reacciones de hidroxilacion. Mientras que
Ankistrodesmus braunii presenta otra estrategia durante la bioconversion del EE2.

Figura 1.8. Biotransformacion de EE2 por diferentes microalgas

1.3.3. Métodos analiticos para la cuantificacion y deteccion de estr6genos
en las aguas residuales municipales y lodos

Varios métodos analiticos han sido desarrollados para la deteccion y cuantificacion de
estrogenos en muestras ambientales. Mediante métodos basados en bio-ensayos (YES
y E-screen,) los cuales utilizan una variedad de organismos son capaces de generar
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una respuesta estrogénica de diferentes compuestos. Los bio-ensayos pueden proveer
informacion directa de la actividad estrogénica (potencial estrogénico) de los CDE en
muestras ambientales indirectamente de que compuesto genera esta actividad. A pesar
de que son métodos efectivos para medir la respuesta estrogénica, estos métodos no
son capaces cuantificar concentraciones en muestras ambientales. Comparado con
estos métodos, la espectrometria de masas en combinacién con cromatografia de
gases (CG) y cromatografia de liquidos (CL y HPLC) son técnicas altamente selectivas,
los cuales mejoran la sensibilidad en la deteccion de contaminantes en matrices
ambientales

Existen dos métodos para cuantificar y detectar la presencia estrogenos en las aguas
residuales y el lodo. ElI primero es mediante instrumentos analiticos como la
cromatografia de gases acoplado a un espectrofotometro de masas
(CG/MS, CG/MS/MS) (Ternes et al., 2002; Huang y Sedlak, 2001; Desbrow et al.,
1998), cromatografia de liquidos de alto rendimiento (HPLC, por sus siglas en inglés),
cromatografia de liquidos de alto rendimiento acoplado a un espectrofotometro de
masas (HPLC/MS/MS) (Penalver et al., 2002; Ferguson et al., 2001; Baronti et al., 2000;
Fujitsuka, 1999), HPLC acoplado con un detector con arreglo de diodos UV-VIS
(Penalver et al., 2002), cromatografia de liquidos acoplado a un espectrofotometro de
masas (CL-MS) y CL-UV-VIS (Johnson et al., 2000). Estos métodos utilizan una
extraccion en fase soélida seguida por una limpieza y una derivatizacion (CG) de los
andlitos antes de ser analizados con los métodos mencionados.

El segundo método cuantifica la actividad estrogénica y/o el potencial estrogénico de
compuestos sobre una matriz ambiental, midiendo la respuesta positiva de pruebas en
bioensayos sin identificar a los compuestos contaminantes estrogénicos. Las dos
pruebas biolégicas mas comunes son la prueba YES (por sus siglas en inglés Yeast
Estrogenic Screen) y ensayos en células cancerosas de pecho MCF-7 (E-Screen) (Lee
et al., 2008; Jorg et al., 2005; Rutishauser et al., 2004; Aerni et al., 2004; Murk et al.,
2002; Korner et al., 2001; Tanaka et al., 2001; Matsui et al., 2000; Soto et al., 1995). El
método YES, es la prueba biolégica comunmente usada para observar la actividad
estrogénica de las aguas residuales (Matsui et al., 2000; Desbrow et al., 1998). Otro
método alternativo es mediante ensayos inmunoadsorbente de enlace enzimatico
(ELISA, por sus siglas en inglés) (Hirobe et al., 2006, Suzuki y Maruyama, 2006), sin
embargo, este método solo puede detectar concentraciones del estrégeno E2.

A pesar de que existen muchos métodos analiticos por CG y HPLC para la
determinacion de estrégenos en diferentes tipos de aguas (Labadie y Hill, 2007; Gibson
et al.,, 2007; Ternes et al., 2002; Huang y Sedlak, 2001), son pocos los métodos
desarrollados para la deteccion de estrogenos en la biomasa de los procesos biolégicos
de los sistemas de tratamiento de aguas residuales. Por lo tanto, uno de los objetivos
de esta investigacion fue desarrollar e implementar un método analitico mediante
cromatografia de gases acoplado a un espectrometro de masas/masas con trampa
idnica para la deteccién y cuantificacion de estrona, 173-estradiol, 17a-etinilestradiol en
aguas residuales municipales crudas, tratadas y lodo activado (biomasa) en el rango de
nanogramos.
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1.4. Bio-reactores con membranas (BRM)

Los BRM para el tratamiento de aguas residuales han sido usados exitosamente para el
reuso del agua resdiual (Stephenson et al., 2000) y han sido propuestos para la
remocion de contaminantes especificos, tales como los compuestos disruptores
endocrinos (Cicek, 2003).

Un bio-reactor con membranas se define como una combinacién de dos procesos: un
reactor biolégico responsable de la biodegradacion de compuestos contaminantes y un
mdbdulo de membranas para la separacion fisica solido-liquido del licor mezclado.

1.4.1. Configuraciones de los BRM

Los BRM se pueden clasificar en dos categorias: BRM sumergidos y BRM externos.

1.4.1.1. BRM sumergidos

El primer grupo, conocido como BRM integrados o sumergidos involucra modulos de
membranas principalmente de fibra hueca que estan sumergidas dentro del reactor
biolégico (Cornel y Krause, 2006; Cicek, 2003) (Figura 1.9). La fuerza transversal o
fuerza impulsora de las membranas es alcanzada ya sea por presurizacion del tanque
bioldgico o creando una presion negativa (succion) en el lado del permeado. La limpieza
de la membrana se alcanza a través de frecuentes ciclos de lavado con el permeado,
aeracion y un lavado quimico.

Un difusor es colocado debajo del médulo de membranas para facilitar la friccion con la
superficie de la membrana y de esta manera controlar el ensuciamiento de la superficie
de las membranas. El desarrollo de las membranas sumergidas aparecid por primera
vez a principios de los 90’s, por lo que los BRM sumergidos se convirtieron en una
alternativa real para flujos altos con aplicaciones a gran escala en el tratamiento de
aguas residuales municipales.

e —
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Figura 1.9. Diagrama esquematico de un BRM integrado (sumergido)

1.4.1.2. BRM externos

La segunda configuracién son los BRM con configuracién externa o recirculado, el cual
involucra una recirculacion del licor mezclado a través del médulo de membranas, en el
que se utilizan principalmente membranas tubulares que estan fuera del reactor
(Cornel y Krause, 2006; Cicek, 2003). La fuerza impulsora es la presion creada por una
alta velocidad de flujo cruzado a lo largo de la superficie de las membranas. El control
del ensuciamiento de la membrana se realiza mediante una alta velocidad del

permeado a través de los canales de filtracion y una limpieza quimica. Este tipo de BRM
es el méas antiguo. El esquema del BRM se presenta en la Figura 1.10.

L
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Figura 1.10. Diagrama esquematico de un BRM con configuracion externa

1.4.1.3. Diferencias entre los tipos de configuracion de los BRM

En la Tabla 1.13 se muestran las diferencias de los dos tipos de configuraciones de los
bio-reactores con membranas (Stephenson et al., 2000).

La aereacién dentro del reactor proporciona el oxigeno necesario tanto para la actividad
de los microorganismos como para mantener al reactor completamente mezclado. En
los BRM sumergidos, se utiliza generalmente un difusor de burbuja gruesa. Este
sistema no ofrece una eficiente transferencia de oxigeno (Gander et al., 2000), pero si
crea un flujo cruzado turbulento (con una velocidad de aereacion aproximadamente de
1 m.s™) sobre la superficie de las membranas, esto ayuda a mantener un flujo constante
a través de las membranas, reduciendo la acumulacion de sélidos en su superficie,
incrementando asi el ciclo de operacion del sistema.

En la configuracion externa, la aereacion se realiza a través de un difusor de burbuja
fina, el cual ofrece una mejor transferencia de oxigeno (Gander et al., 2000). El flujo
cruzado generado por la recirculacién del licor mezclado es mayor (entre 2 y 4 m.s™)
comparado con los BRM sumergidos.

L
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Tabla 1.13. Comparacion entre los BRM sumergidos y los BRM con membranas

externas
CON MEMBRANA SUMERGIDA CON MEMBRANA EXTERNA
Costos de aereacion altos Costos de aereacion bajos
Costos de bombeo muy bajos Costos de bombeo altos
Flux de operacion Flux de operacion
(10-60 L.m 2.h™) (10-120 L.m 2.h™)
Frecuencia de limpieza baja Requiere mayor frecuencia de limpieza
Costos de operacion bajos Costos de operacion altos
Inversion inicial fuerte Inversion inicial menor
Presiones transmembrana bajas Presiones transmembrana mayores
(0.05-0.5 bar) (0.5-5 bar)

Los BRM con configuracion externa, debido a la recirculacion de la biomasa presentan
un mayor consumo de energia, lo que provoca que estos sistemas tengan mayores
costos de operacion, ademas de que trabajan con presiones transmembrana mayores
a 0.5 bares, generando un flux mas alto de hasta 120 L.m %.h™. Por otro lado, los BRM
sumergidos trabajan con presiones transmembrana menores a 0.5 bares, lo que
implica un flux bajo (10-60 L.m 2.h™), provocando asi una mayor inversién inicial de
capital.
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1.4.1.4. Probleméatica asociada a la operacién de los BRM

La colmatacién o taponamiento de las membranas representa el problema principal en
la operacion de los BRM. La colmatacion es un término relacionado con la disminucion
de la capacidad de filtracion de las membranas la cual esta directamente influenciada
por la deposicion de particulas sobre la superficie de las membranas y la obstruccién de
estas en los poros de las mismas. En la practica donde el flux es constante, la
colmatacion da como resultado un incremento en la presion transmembrana y por
consiguiente una disminucién del flux (Chang et al., 2002). Este fenbmeno puede ser
atribuido principalmente a particulas orgénicas (sustancias poliméricas extracelulares
(SPE)) y a particulas inorganicas. La colmataciéon por compuestos inorganicos ocurre
debido a la precipitacién de compuestos tales como el Fe®*, Ca** y Mg* y a un
gradiente de concentracion (fenbmeno de la polarizaciéon), lo cual es muy comun en
membranas de O0smosis inversa y nanofiltracion. Los productos microbianos solubles
(PMS) es considerado el mayor constituyente de la colmatacion de las membranas en
los BRM (Taniguchi et al., 2003; Hong y Elimelech, 1997).

La colmatacion de las membranas en los BRM se atribuye a las interacciones
fisicoquimicas entre el licor mezclado (biofluido) y las membranas (Herrera et al., 2006).
Desde que la superficie de las membranas entra en contacto con el lodo biolégico se
lleva a cabo la deposicién de sdlidos sobre estas, permitiendo obtener un fluido mas
limpio. A partir de que esto, se forma una capa superficial de lodos sobre la superficie
de las membranas lo que se denomina colmatacion reversible que se remueve con un
lavado fisico. La colmatacion interna de las membranas causada por la adsorcién de
material disuelto dentro de los poros es considerada como una colmatacioén irreversible,
que generalmente es removido por medio de lavados quimicos.

La bio-colmatacién esta especificamente relacionada con la interacciéon de los bio-
sélidos con las membranas, lo que puede consistir en la formacién de biopeliculas o la
acumulacion de material organico natural (incluyendo SPE) en la superficie de las
membranas (Herrera et al., 2006). Las SPE son una mezcla compleja de proteinas,
carbohidratos, polisacaridos, ADN, lipidos y sustancias humicas que rodean a las
células y forman las peliculas y flocs microbianos (Liss, 2002; Liao et al., 2001; Liss et
al., 1996). La bio-colmatacion es un fendmeno causado por la concentracion de la
biomasa dentro del reactor. La colmatacion biolégica es el resultado de interacciones
entre la superficie de las membranas y los componentes de la biomasa o el lodo, que
consisten de células microbianas o0 sus agregados, productos de la secrecion
microbiana, constituyentes de las células provenientes de la lisis celular. Mann (2001),
Wisniewski (2001), Roorda y van dar Graaf (2000), Choo y Lee (1996), Tardieu et al.
(1998,1996) determinarén que la bio-colmatacion puede ser caracterizado en base a
tres diferentes mecanismos: adsorcion de las SPE en la superficie de las membranas,
obstruccion de los poros por las células y a la formacion de biopeliculas, como una
consecuencia de un proceso de Mineralizacion Biolégicamente Inducida (MBI)
(Figura 1.11). De acuerdo a esto, ciertos compuestos tales como carbonatos,
hidréxidos, fosfatos, Mg**, Ca®", Mn*" y Fe® presentes en las biopeliculas, son
depositados sobre la matriz de las SPE mediante precipitacion, lo cual aumenta las
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interacciones entre varios procesos metabdlicos y el medio ambiente circundante. La
presencia de SPE solubles y suspendidas permiten la acumulacion de este material en
la superficie de las membranas y dentro de los poros (Nagaoka et al., 2000, 1998, 1996;
Mukai et al., 1999; Chang y Lee, 1998).

Superficie de la

membrana Poros de la
P © o0 00 T
| | | |
Adsorcién de las SPE Formacion de la biopelicula
Obstruccion de los poros (colmatacion reversible)

(colmatacion irreversible) de la membrana

W (colmatacion irreversible)
| | | | |

Figura 1.11. Mecanismos de la colmatacion en los bio-reactores con membranas

La adsorcion fisica y quimica de las SPE puede ocurrir durante el flux. La adsorcion
fisica involucra interacciones débiles (fuerza de van Der Waals), las cuales pueden ser
solo una simple deposicion entre las SPE y la superficie de las membranas. La
adsorcion quimica, involucra una fuerza de adhesibn mas grande (puentes de
hidrogeno), por lo tanto, la energia entre las SPE y la superficie de la membrana es
mayor. Consecuentemente, se deben utilizar agentes quimicos para remover las SPE
adheridas en la superficie de las membranas (Flemming et al., 1996). También puede
ocurrir una colmatacion irreversible dependiendo de la naturaleza de las interacciones.

Un namero de factores pueden afectar la colmatacion de las membranas en los BRM.
Estos factores incluyen las condiciones hidrodinamicas en el BRM (flujo critico y sub-
critico), disefio del médulo de membranas, las condiciones de operacién del proceso
biol6gico y las membranas, los materiales de construccién de la membrana y las
propiedades fisicoquimicas del lodo activado (Lesjean et al., 2004) (Figura 1.12). Las
propiedades fisicoquimicas del lodo estan directamente influenciadas por las
condiciones de operacion del proceso bioldgico, resultando en efectos subsecuentes en
el taponamiento de las membranas (Liao et al., 2001). La viabilidad econémica de los
BRM esta directamente relacionada por el flux, la frecuencia de retrolavados, limpieza
quimica y el tiempo de vida de los modulos de membranas.
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1 disuelto, ciclo de operacién i

Figura 1.12. Factores que afectan el ensuciamiento en los BRM

El desarrollo de materiales y configuraciones de los moédulos de membrana para su
aplicacién en esta tecnologia se ha elevado por la necesidad de eliminar o reducir su
colmatacion y los problemas asociados a él. La naturaleza y la dimensién de la
colmatacion dependen tanto de las caracteristicas del agua residual, como de las
condiciones de hidrodinamicas del médulo de membranas.

1.4.1.5. Reduccién de la colmatacion de las membranas
La colmatacién de las membranas puede reducirse de tres formas:

a. La eliminacion de las particulas causantes del taponamiento por medio de un
pretratamiento o tratamiento in situ.

b. Provocando una turbulencia en las membranas.

c. Reducir el flujo de alimentacion (condiciones sub-criticas).

Todas estas operaciones generan costos adicionales al proceso, la operacion b genera
un costo de operaciéon y las operaciones a y ¢ un costo de inversion. La generacion de
turbulencia mediante el sistema de aereacion es la forma mas adecuada para la reducir
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la colmatacion en los BRM, sin embargo, llega un momento en el cual se tiene que
realizar un lavado quimico de las membranas.

Por otro lado, la reduccién de la colmatacién de las membranas (condiciones sub-
criticas), es la técnica mas utilizada por los BRM sumergidos, ya que si trabaja con
condiciones sub-criticas del flux de permeado, los BRM operan con presiones
transmembrana (PTM) bajas, lo que provoca una menor colmatacion de las
membranas.

1.4.1.6. Limpiezade las membranas

Para prevenir la continua acumulacion de solidos sobre la superficie de las membranas,
es necesario llevar a cabo una limpieza fisica y quimica de las membranas.

1.4.1.6.1. Limpieza fisica

Retrolavado. Una parte del efluente tratado o permeado es recirculado para la limpieza
de las membranas. El permeado fluye a través del sistema mas rapidamente que
durante las del proceso. Debido a la alta recirculacion del flujo, se genera una
turbulencia sobre la superficie de las membranas, removiendo de esta manera, las
particulas depositadas sobre la superficie de las membranas.

Inyeccidn de aire + retrolavado. Una mezcla de agua (retrolavado) y aire se utiliza para
la limpieza de las membranas, provocando de esta manera una turbulencia alta en la
superficie de las membranas, desprendiendo asi, las particulas retenidas en la
superficie de las membranas.

En los BRM sumergidos, la aereacion con burbujas gruesas procedente de la parte
inferior del médulo de membranas, permite eliminar las particulas acumuladas en ella.
Aun asi, y en el caso de los BRM externo, para restaurar el flux es necesario llevar a
cabo una limpieza fisica y quimica de las membranas.

La frecuencia de limpieza de las membranas depende de las condiciones de operacion
(tiempo de operacion, caracteristicas del agua de alimentacion, flux, entre otros). Por lo
tanto, el retrolavado es un proceso completamente automatizado, siendo iniciado en la
mayoria por relojes programables o temporizadores. El retrolavado puede iniciar cuando
la PTM se incrementa (hasta una cierta presion) y el flux se reduce hasta un cierto
porcentaje respecto al flux inicial. La secuencia de los retrolavados puede ser iniciado
mediante un algoritmo matematico (Vargas et al., 2008). También, la secuencia de
retrolavados puede ser iniciada después de un periodo programado de operacion, sin
tener en cuenta la presidn transmembrana. Finalmente, el retrolavado puede
programarse para comenzar después de que un volumen de permeado predeterminado
se haya producido (Buckley y Jacangelo, 1998). En la mayoria de los casos, el
retrolavado tiene lugar cada 30 hasta 60 minutos de operacion y se hace durar un
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tiempo entre 5y 60 s (Vargas et al., 2008; Buckley y Jacangelo, 1998;) y sucede de
forma continua cuando el sistema se encuentra trabajando.

1.4.1.6.2. Limpieza quimica

La limpieza quimica de las membranas se requiere cada vez que el flux permeado
disminuye un 20% respecto al flux original (ACA, 2003). En la mayoria de los casos, la
limpieza quimica se lleva a cabo entre 3 y 6 meses (Till y Mallia, 2001). Para la limpieza
quimica de las membranas, se utiliza cominmente hipoclorito de sodio (NaOCI),
aunque también se utilizan otros agentes alcalinos para la eliminacion de los
colmatantes organicos, mientras que la limpieza acida es requerida para asegurar la
eliminacion de los precipitados inorganicos.

Es importante decir que una vez que se detecte que las membranas estan sucias, éstas
deben ser limpiadas inmediatamente ya que si una membrana sucia continua
trabajando su deterioro puede ser irreversible haciendo entonces, el reemplazo de las
mismas.

1.4.2. BRM en el mundo

Actualmente mas de 1,000 BRM estan en operaciéon alrededor de todo el mundo con
aproximadamente el 66% en Japon y el restante a lo largo de Asia (China y Korea)
Europa y Norte América. De estas instalaciones, alrededor del 55% utiliza membranas
sumergidas, mientras que el resto tienen modulos externos (Cicek, 2003). Méas del 98%
de los sistemas complementan el proceso de separacion de membrana con un proceso
biolégico aerobio. Actualmente, las principales empresas que comercializan
bio-reactores con membranas son: Kubota (Japon), Mitsubishi (Japon), X-Flow (Paises
Bajos) y Zenon (Canadd).

Ademas de las compafiias citadas, existen otras compafias que fabrican membranas y
comercializan BRM como son: U.S. Filter (Australia), Rhodia Pleiade (Francia),
Millenniumpore (Reino Unido), Degrémont (Francia), Koch Membrane System (Reino
Unido), Millipore (USA), SINAP (China), Litree (China), Microza (China), Hitachi (Japdn)
y Canpure (Canadd). En México aun no existe la aplicacion de esta tecnologia a nivel
escala real, sin embargo, diferentes universidades e institutos de investigacion estan
trabajando con sistemas BRM a nivel laboratorio y piloto. En la siguiente Tabla 1.14, se
presentan las caracteristicas principales de los BRM que se comercializan en todo el
mundo (Stephenson et al., 2000).
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Tabla 1.14. Caracteristicas de los BRM comerciales

Caracteristicas Kubota Mitsubishi X-Flow Zenon
Caudal maximo | 7.8 m°.h* 6.4 m3.ht 1.8 m3.ht 7.6 m3.ht
Volumen del 30.8 m° 34.2 m? 57 m? 23.6 m

bio-reactor
Membranas Placa Capilares Tubulares Fibra hueca
plana
Tamafo de poro 0.4 um 0.4 um 0.03 um 0.04 um
Superficie de la 240 m? 315 m? 30 m? 60-184 m?
membrana

1.4.3. Ventajas de los BRM
Los BRM presentan 3 ventajas principales con respecto al sistema de lodos activados:

1. Tamafio compacto. La combinacion de varios procesos unitarios dentro de uno y la
habilidad de operar altas concentraciones de biomasa, significativamente reduce el
tamafio de los BRM (Trusell et al.,, 2005), comparados con los sistemas de
tratamiento de aguas residuales convencionales.

2. Barrera para la retencion de solidos y microorganismos. Usando membranas para la
separacién de los sdlidos, se obtienen efluentes de mayor calidad debido a la
retencibn de la materia organica suspendida, completa retencion de
microorganismos patdgenos, eliminacion de moléculas solubles de alto peso
molecular (Trusell et al., 2005; Adham et al., 2001).

3. Remocién de compuestos organicos téxicos y recalcitrantes. Los BRM son capaces
de trabajar con condiciones de operacion muy amplios como el TRH y el TRC. Junto
con estas propiedades y con la capacidad de las membranas para la retencion de
contaminantes y de microorganismos en su superficie, es posible aislar
microorganismos con exoenzimas especificas capaces de biotrasformar o
mineralizar contaminantes organicos. Ademas, la ausencia de un sedimentador
secundario permite, el crecimiento de microorganismos especificos como las
bacteria nitrificantes y bacterias capaces de degradar compuestos de dificil
degradacion, los cuales que se desarrollan y persisten en el sistema aun bajo
tiempos de retencién celular cortos. (Cicek et al., 2001).

Existen otras ventajas de esta tecnologia comparado con el sistema de lodos activados
los cuales son: altas concentraciones de biomasa (4-15 g.L™' en BRM sumergidos y
hasta 50 g.L* en BRM con configuracién externa (Cornel y Krause, 2006; Scholz y
Fuchs, 2002;), operacion de bajos TRH, altos TRC y por consiguiente relaciones de
F/M y produccién de lodos bajos (Huang et al., 2001).

Tratamiento de aguas residuales municipales con presencia de compuestos
disruptores endocrinos mediante un bioproceso aerobio con membranas 46



2. OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1. Objetivo general

Evaluar los mecanismos de remocion de tres compuestos disruptores endocrinos
estrona (El1), 17p-estradiol (E2) y 17a-etinilestradiol (EEZ2), utilizando bio-reactores
aerobios con membranas con configuracion sumergida.

2.2. Objetivos especificos

B Implementar y validar un método cromatografico mediante cromatografia de gases
acoplado a espectrometria de masas/masas (CG/MS/MS) para la deteccion y
cuantificacion del E1, E2 y EE2 en aguas residuales y en la biomasa.

B Establecer una estrategia para la limpieza fisica de las membranas.

B Investigar los mecanismos de remocion del E1, E2 y EE2 en un agua residual
sintética dentro del BRM.

Determinar la remocion general de los compuestos en un BRM.

Determinar la capacidad adsorcion de los compuestos en la biomasa activa e
inactiva.

Determinar la retencion de los compuestos en las membranas.

Determinar las cinéticas de remocion en la fase liquida y sélida.

oo oO0d

B Investigar la influencia de los parametros operacionales sobre la remocién del E1,
E2 y EE2 y determinar las mejores condiciones de operacion del proceso.

B Determinar las concentraciones del E1, E2 y EE2 en aguas residuales crudas.

B Determinar la remocion del E1, E2 y EE2 en aguas residuales reales mediante un
bio-reactor con membranas a nivel piloto.
2.3. Hipotesis

El principal mecanismo de remocion de E1, E2 y EE2 en aguas residuales mediante
bio-reactores con membranas es la biodegradacion.
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3. METODOLOGIA

A continuacion se presenta el planteamiento metodoldgico en el que se sustenta esta

investigacion (Figura 3.1).
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Figura 3.1. Diagrama de flujo del estudio sobre el transporte y distribucion de los

estrogenos por medio de BRM
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3.1 Metodologia del método analitico

3.1.1. Reactivos

E1 (99%), E2 (99%), EE2 (98% grado HPLC) y 17B-estradiol-173-acetato (99%)
(estandar interno) fueron obtenidos de Sigma (Steinhelm, Germany). Los solventes
utilizados fueron grado pesticida y HPLC. La acetona y metanol fueron obtenidos de
Tecsiquim (Toluca, Mexico), tolueno de J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, USA) y hexano de
OmniSolv (USA). Los agentes derivatizantes n-metil trimetilsilil trifluoroacetamida
(MSTFA, Sigma-Aldrich), 1-trimetilsilii imidazola (TMSI, Fluka) y el catalizador
1,4-ditioeritriol (DTE, Sigma-Aldrich) fueron de un grado de pureza > 97%.

3.1.2. Cromatografo de gases (CG)

Se utiliz6 un cromatografo de gases VARIAN CP-3800 equipado con una columna
capilar de silice fundida de 30 m de longitud, 0.25 de diametro y 0.25 um de grosor y
conectado a un espectrémetro de masas/masas modelo VARIAN SATURN 2200
(Figura 3.2). 3 pL de muestra fue inyectada al cromatrografo de gases mediante una
inyeccién en modo Splitless (sin divisién) por 3 segundos. El gas acarreador fue helio
con un flujo constante de 1.0 mL min™.

Se realizaron varias pruebas modificando la rampa de temperatura, con el objeto de
determinar las mejores condiciones del cromatografo de gases en cuanto a la respuesta
en la sefal y separacion de los picos de los compuestos, partiendo de lo reportardo por
Ternes et al. (2002) y Huang y Sedlak (2001). De acuerdo a esto, el mejor programa de
temperaturas fue el siguiente: 160°C durante por 1 min, 25°C.min™ hasta 260°C,
2°C.min™ hasta 270°C, 280°C durante 8 min.

Para poder observar una mayor retencion, sefial y resolucion en los picos de los
compuestos en el equipo, se utilizaron 2 columnas de diferente fase con la misma
longitud, didmetro y grosor. La primera columna que se utilizé fue VF-17ms (50% fenil +
50% dimetilpolisiloxano) y la segunda fue VF-5ms (5% fenil + 95% dimetilpolisiloxano).

3.1.3. Espectrometro de masas/masas (MS/MS)

En lo que respecta al espectrémetro de MS/MS, se realizaron diferentes modificaciones
a las condiciones de operacion del equipo tales como amplitud de excitacion, voltaje del
multiplicador y corriente de emision, con el objetivo de determinar las condiciones
Optimas de operacion del espectrdmetro de masa/masas para la deteccion y
cuantificacion de los estrogenos en concentraciones en el rango de nanogramos (ng).
Para detectar los analitos, primero se realiz6 en modo SCAN (todos los iones) en un
rango de escaneo de 50-500 m/z y una vez identificados los analitos en modo SIM
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(monitoreo selectivo de iones). La temperatura de la fuente de impacto de electrones
fue de 230 °C. La energia de ionizacion fue fijada en 70 eV con una ventana para
MS/MS de 3 m/z.

Figura 3.2. Cromatografo de gases acoplado a un espectrémetro de masas/masas

3.1.4. Estrategia parala deteccion de los estrogenos

Para la deteccion y cuantificacion de los compuestos mediante CG/MS/MS, se realiz6
un andlisis cualitativo con soluciones sintéticas, con el objetivo de identificar los tiempos
de retencién y los iones caracteristicos de los compuestos en estudio. A continuacioén,
se muestra la estrategia para la deteccion de los estrégenos en el rango de
nanogramos.

1)

2)
3)

4)
5)

6)

Deteccion de los compuestos individuales en altas concentraciones (determinacién
del tiempo de retencién y ion precursor).

Deteccion de los compuestos mezclados en concentraciones altas.

Variacion de las condiciones de operacién del cromatégrafo de gases y del
espectrometro de MS/MS.

Seleccion de la columna

Optimizacion de la derivatizacion: tiempo de derivatizacion y cantidad de
derivatizante.

Deteccion de los compuestos mezclados en concentraciones de ng.

Una vez que fue seleccionada la columna y que se obtuvieron las condiciones Optimas
del cromatdgrafo y del espectrometro de MS/MS se realizé la validacion del método, el

Tratamiento de aguas residuales municipales con presencia de compuestos
disruptores endocrinos mediante un bioproceso aerobio con membranas 50



cual consitid en la determinacion de los limites de deteccién (LDD) y cuantificacion
(LDC) de los compuestos en fase liquida y biomasa, porcentajes de recuperacion y
linealidad del método.

3.1.5. Tratamiento de la muestra

A continuacién se presenta la metodologia del tratamiento de la muestra para
cuantificar los compuestos en la fase liquida y en la biomasa. La metodologia fue
basada en Ternes et al. (2002), la cual fue modificada. La limpieza de la muestra tuvo
como objetivo eliminar los efectos de la matriz y la reduccion de interferencias y hacer al
analito compatible con la técnica.

3.1.5.1. Tratamiento de la muestra en fase liguida (agua residual)

Los estrogenos naturales y sintéticos fueron determinados en la fase liquida usando
muestras de 1 L (influente y efluente). El tratamiento de las muestras consistié en:
filtracion como primer paso, seguida de una extraccion en fase solida (EFS) con
cartuchos Cig (Varian), limpieza con silica gel y por ultimo una derivatizacién de los
analitos.

3.1.5.1.1. Filtraciéon

La muestra de agua residual fue ajustada a pH de 3 con acido sulfdrico (98%) y fue
fitrada a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman) de 120 mm x 1.0 pum
(solo influente). Después del prefiltrado, las muestras fueron fortificadas con los analitos
de interés y el estandar interno (17p-estradiol-173-acetato). Cabe sefialar que la
muestra del efluente de los reactores no fue filtrada debido a que ésta ya se encontraba
filtrada mediante el médulo de membranas inmersa dentro de los bio-reactores.

3.1.5.1.2. Extraccion en fase soélida (EFS)

La extraccién en fase sdlida se realizé utilizando cartuchos C,g (octadecil trifuncional)
con una capacidad de la resina de 500 mg, los cuales fueron acondicionados
previamente con 5 mL de metanol, seguido por 10 mL de agua desionizada a pH de 3
(Figura 3.3). Una vez acondicionados los cartuchos, la muestra filtrada fue extraida con
vacio en un manilfold (Varian) con un flujo entre 10-20 mL.min™ a una presién de -0.5
bares. Una vez filtrada la muestra por los cartuchos, estos fueron secados durante 30
min a vacio, con el objeto de eliminar cualquier humedad dentro de los cartuchos. Los
analitos retenidos en la resina fueron eluidos con 5 mL de metanol. El extracto de
metanol fue reducido hasta 200 pL mediante una corriente suave de N..
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Figura 3.3. Sistema de extraccion en fase soélida

3.1.5.1.3. Limpieza con silica gel

Una cantidad de 3 g de silica gel (silica gel grado 60, 70-230, de Aldrich) se calent6
durante 24 h a 150°C y fue desactivada con 1.5% de agua desionizada (m/m). La silica
gel desactivada fue transferida a una columna de plastico (Varian) de 20 mL, a la cual
se le adicion6 5 mL de una mezcla de hexano/acetona (65:35, v/v) y fue agitada durante
10 min. Antes de usarse, la columna fue limpiada con 5 mL de hexano/acetona. El
extracto de metanol de la fase de extraccion, fue transferido a la columna de silica gel
(Figura 3.4). Finalmente los analitos fueron eluidos con 10 mL de la solucién de
hexano/acetona aplicando vacio con el manifold a una presion de -0.5 bares. El
extracto de hexona/acetona fue evaporada completamente mediante una corriente
suave de N..

e ——
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Figura 3.4. Sistema de limpieza en cartucho con silica gel

3.1.5.1.4. Derivatizacion

La muestra extraida y evaporada de la columna de silica gel fue derivatizada
adicionando una mezcla de 2 agentes derivatizantes y un catalizador
(MSTFA/TMSI/DTE) con una proporcion de 1,000/2/2: vivim. Se probaron diferentes
tiempos de reaccion (0, 15, 30 ,45, 60 min) y cantidades de la mezcla de derivatizantes
(50 y 100 pL) a una temperatura de 80°C, con el objeto de seleccionar las mejores
condiciones para llevar a cabo una completa derivatizacion de los analitos. De acuerdo
a los resultados obtenidos la cantidad de la mezcla de derivatizantes fue de 50 pL con
un tiempo de reaccion de 15 min a 80°C. Después de la reaccion de derivatizacion, la
muestra se dejé enfriar a temperatura ambiente y fue aforada a 1 mL con tolueno.
Finalmente la muestra fue analizada por CG/MS/MS.

3.1.5.2. Tratamiento de la muestra en fase solida (biomasa)
Se tomd 1 g en peso seco de la biomasa dentro del reactor, la cual fue conservada a
una temperatura de -20°C. El procedimiento analitico consistié de una extraccion sélido-
liguido, seguido de una sonicacion y centrifugacion, filtracion, limpieza con silica gel,

extraccion en fase solida (Cis), y por ultimo una derivatizacion.

Para determinar el mejor procedimiento del tratamiento de la muestra en fase sélida se
realizaron diferentes pruebas, las cuales fueron:

® Extraccion, sonicacion y centrifugacion, silica gel.

® Extraccidn, sonicacion, centrifugacion, filtracién, silica gel.
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® Extraccion, sonicacion, centrifugacion, filtracion, extraccion en fase solida.
® Extraccion, sonicacion, centrifugacion, filtracion, silica gel, extraccion en fase solida.
® Extraccién, sonicacion, centrifugacion, filtracion, extraccién en fase solida, silica gel.

® Extraccion, sonicacion, centrifugacion, filtracién, silica gel, extraccion en fase solida,
silica gel.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el ultimo punto fue el que generé una mejor
limpieza de la muestra sélida.

3.1.5.2.1. Extraccién solido-liquido

A la muestra seca, se realizdé una extraccion con 4 y 3 mL de metanol y 2 veces con 3
mL de acetona para tener un total de 4 extracciones de la muestra. Para cada paso de
extraccion, la muestra fue sonificada a 100 V con una frecuencia de 50 Hz durante 10
min (Ultrasonicador modelo AS5150B Auto Science) y centrifugada a 3,000 r.p.m. por 5
min (Centrifugador clinico IEC).

Después de cada centrifugacion, se tomaron los sobrenadantes y las 4 fracciones de
los cuatro solventes fueron combinadas vy filtradas a través de filtros de nylon (PALL,
Alemania) de 25 mm x 0.45 pum y reducidas aproximadamente hasta 200 pL con una
corriente suave de N,. El 17p-estradiol-173-acetato fue adicionado dentro de la biomasa
en la primera fraccion extraida con 4 mL de metanol.

3.1.5.2.2. Limpieza con silica gel

Una cantidad de 3 g de silica gel se calentd durante 8 h a 150°C y fue desactivada con
1.5% de agua desionizada (m/m). La silica gel desactivada fue transferida en la
columna de plastico de 20 mL, a la cual se le adicion6 5 mL de una mezcla de
hexano/acetona (65:35, v/v) y fue agitada durante 10 min. Antes de usarse, la columna
fue limpiada con 5 mL de hexano/acetona. El extracto de metanol/acetona de la fase de
extraccion solido-liquido fue transferido a la columna de silica gel. Finalmente los
analitos fueron eluidos con 10 mL de la solucion de hexano/acetona aplicando vacio
con el manifold, a una presion de -0.5 bares. El extracto de hexona/acetona fue
reducida hasta 200 uL mediante una corriente suave de Na.

3.1.5.2.3. Extraccion en fase sélida

La extraccion en fase soélida se realizd utilizando cartuchos Cig, los cuales fueron
acondicionados con 5 mL metanol, seguido por 10 mL de agua desionizada a pH de 3.
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Una vez acondicionados los cartuchos, la muestra de 200 pL del extracto de
hexano/acetona fue reconstitutida con 10 mL de agua desionizada y la muestra fue
ajustada a un pH de 3. Subsecuentemente, la muestra fue filtrada a través de los
cartuchos Cyg a una presiéon de -0.5 bares. Los cartuchos fueron secados durante 30
min con vacio. Los analitos fueron eluidos con 5 mL de metanol. El extracto de metanol
fue reducido hasta 200 pL mediante una corriente suave de N, El extracto de metanol
se pas6é nuevamente a una columna de silica gel siguiendo el procedimiento antes
descrito, seguido de una completa evaporacién de los solventes. Finalmente los analitos
fueron derivatizados con el procedimiento de derivatizacion previamente explicado

3.1.6. Validacion del método

El método fue probado para evaluar las recuperaciones (derivatizacion, extraccion en
fase sdlida y cartuchos silica gel), su sensibilidad, la precision y limites de deteccion y
cuantificacion. De acuerdo a la Comision Europea (European Comission, 2007), se
requieren un minimo de cinco réplicas para verificar la precision y los limites de
deteccion y cuantificacion para comprobar la sensibilidad del método. La validacion del
meétodo analitico debera demostrar que es capaz de dar valores de recuperaciones
entre un 70 y 120% con un coeficiente de variacion menor al 20% para todos los
compuestos en estudio.

3.1.6.1. Recuperaciones

Para la evaluacion de las recuperaciones se utilizaron estandares de los compuestos de
interés en tres concentraciones, 0.1, 10y 100 ng.L™ las cuales fueron adicionadas a las
muestras de agua residual con el objetivo de determinar los porcentajes de
recuperacion. La recuperacion o recobro indica el porcentaje del analito obtenido luego
del proceso de extraccion. La concentracidbn mas baja traté de simular aquella a la que
se desearia encontrar en el efluente del bio-reactor.

3.1.6.2. Limites de deteccion (LDD) y limites de cuantificacion
(LDC)

Para el célculo del LDD en el agua residual se probaron 4 diferentes concentraciones
de los analitos, las cuales fueron de 0.00001, 0.0001, 0.001 y 0.01 ng.L™. Las muestras
fueron fortificadas con estas concentraciones de los analitos después del pre-filtrado,
realizandose una extraccion en fase solida, limpieza silica gel, derivatizacion y su
inyeccion al intrumento analitico.

Para la biomasa, una vez que se seleccion6 el mejor método para la limpieza de la
muestra, se calcularon los LDD y LDC en la biomasa mediante el siguiente
procedimiento: se pes6 1 g de biomasa en peso seco pulverizado y se disolvié en 1 mL
de metanol. A esta solucion se le adicionaron una solucién estandar de los compuestos
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en estudio, para obtener una concentracién de 0.01, 0.1, 1y 100 ng.g™*. Cada matraz se
mantuvo a 200 rev/min en un multiagitador (Mistral) durante 24 h en un cuarto oscuro a
temperatura ambiente con el objetivo de que el E1, E2 y EE2 alcanzaran el equilibrio
entre la solucién y el lodo. Después, se siguieron los diferentes pasos de extraccion
descritos en el apartado 3.1.5.2.1 y 3.1.5.2.3. De esta manera se determinaron los LDD
y LDC en la biomasa.

El célculo del limite de deteccion en el agua residual y la biomasa se hizo considerando
el ruido base, el cual fue definido como tres veces el ruido base. Asimismo, el célculo
del LDD de baso adicionalmente en dos puntos: el tiempo de retencion y en las
proporciones de los iones carateristicos, los cuales deberian de ser preciso y coincidir
en los estandares.

Para el calculo del limite de cuantificacion se determiné multiplicando el LDD por 3.18.

L
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3.2. Metodologia experimental (bio-reactores con membranas)

En este apartado se presentan la descripcion de la metodologia experimental.

3.2.1. Pruebas abidticas

La finalidad de las pruebas abidticas fue determinar las pérdidas por volatilizacion de los
compuestos, la sorcibn de los compuestos en las tuberias y las paredes de los
reactores y su adsorcién sobre la composicion del agua residual sintética. Se estudio el
efecto de las membranas (sin biomasa) en la retencion de los estrégenos. De esta
manera se determind las pérdidas de E1, E2 y EE2 sin la accion de los
microorganismos.

3.2.1.1. Volatilizacion de los estrégenos

Se realizaron pruebas de volatilizacion con el objetivo de determinar las pérdidas por
volatilizacion de los compuestos al ambiente. Las pérdidas por volatilizacion fueron
determinadas en un frasco de ambar de 2 L. El frasco se llené con agua desionizada a
pH de 7 con concentraciones de E1, E2 y EE2 de 100 ng.L™. El agua fue aereada
durante 24 h con un flujo de aire de 3 L.min™. Se tomé una muestra al inicio y al final de
la prueba. Tres réplicas fueron realizadas. De esta manera se determinaron las
pérdidas de los compuestos por volatilizacion.

3.2.1.2. Sorcion de los estrogenos en las tuberias y paredes de los
reactores

Se efectuaron pruebas de sorcion para determinar si los compuestos modelos
presentan una sorcidon sobre el material de construccion de los reactores. La prueba se
efectud en un reactor a nivel laboratorio (Figura 3.5) sin aereaciéon con una caudal de
alimentacion de 3 L.d* durante 24 h. La alimentacién estuvé constituida de agua
desionizada a pH de 7 con concentraciones de E1, E2 y EE2 de 100 ng.L™. Se tomé
una muestra al inicio y al final de la prueba. Tres réplicas fueron realizadas. De esta
manera se determinaron las pérdidas por sorcion de los compuestos en las tuberias y
paredes del reactor.

3.2.1.3. Influencia de la composicion del agua residual sintética en la
remocion de los estrégenos

Al igual que la prueba anterior, se evalu6 la influencia de la composicién del agua
residual sintética (nutrientes y oligo-elementos) sobre la remocion de los compuestos.
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La prueba se efectud en un reactor a nivel laboratorio sin aereacioén con una caudal de
alimentaciéon de 3 L.d™ durante 24 h. La alimentacién estuvé constituida de agua
desionizada a pH de 7 con concentraciones de E1, E2 y EE2 de 100 ng.L" y con la
adicién de nutrientes y olio-elementos. Se tom6 una muestra al inicio y al final de la
prueba. Tres réplicas fueron realizadas. De esta manera se determinaron las pérdidas
por adsorcion de los compuestos sobre la composicién del agua residual sintética.

3.2.1.4. Retencion de los estrogenos en las membranas

El objetivo de esta prueba fue evaluar la capacidad de retencion o adsorcion de las
membranas de polisulfona y de polifluoruro de vinilideno (PVDF) sobre los estrogenos.
Los experimentos para las membranas de polisulfona fue llevado a cabo un reactor
experimental a nivel laboratorio de 6 L y, para las membranas de PVDF, la prueba fue
realizada en un tanque de 178 L. Los modulos de membranas fueron inmersas en sus
respectivos tanques llenados con agua desionizada previamente acondicionada con los
compuestos en estudio. Las pruebas tuvieron una duracion de 24 h. Los médulos de
membranas fueron operados bajo una filtracion continua. Los médulos de membranas
fueron alimentados solo con agua desionizada fortificada con los compuestos a pH de
7. La concentracion de los compuestos en la alimentacion fueron de 182, 113 y 119
ng L™ para el E1, E2 y EE2 respectivamente. La solucién fue filtrada con un flux
constante. Muestras de 1 L fueron tomadas del permeado de las membranas durante
los siguiente intervalos de tiempo: 0, 60, 240, 420, 1,260 and 1,500 min.
Inmediatamente despues, las muestras fueron analizadas por CG.

Asumiendo que la cantidad del E1, E2 y EE2 retenidos en las membranas es
equivalente a la cantidad del E1, E2 y EE2 adsorbidos en las membranas, la retencion
de los compuestos en las membranas fue calculada mediante la siguiente ecuacion 3.1.

R=100*(1 Cp
= ( _C_) (3.1)

a

donde

R = retencidon en las membranas (%)

C. = concentracién en la alimentacién (ng.L™)
C, = concentracion en el permeado (ng.L™)

L
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3.2.2. Bio-reactores con membranas paralaremocion de E1, E2 y EE2
3.2.2.1. Sistema experimental (BRM a nivel laboratorio)

Se utilizaron 3 reactores cilindricos semi-automatizados a escala laboratorio (Figura
3.5a y 3.5b). Los reactores fueron construidos de vidrio. Cada reactor conté con una
chaqueta de calentamiento para mantener una temperatura constante dentro del
reactor de 25 +£3°C. Un mdédulo de membranas (Figura 3.6) de ultrafiltracion de fibra
hueca de polisulfona (General Electric) con un tamafio de corte molecular de 100 kDa y
con un area superficial de 0.042 m? fue inmerso en cada reactor.

En la Tabla 3.1 se muestran las caracteristicas de las membranas utlizadas en los BRM
escala laboratorio. Cada reactor contaba con sus respectivas bombas para la
transferencia del agua y con un arreglo de vélvulas solenoides con sus respectivos
temporizadores (reloj programable) para llevar a cabo ciclos de succion/retrolavado.

Una bomba peristaltica tipo Masterflex de control variable aliment6 a los tres reactores
aerobios en forma continua. La aeracion se realizdé por medio de 5 difusores de piedra
porosa, el cual permiti6 un mezclado completo de la biomasa. Los difusores estaban
colocados por debajo del médulo de membranas para realizar un flujo paralelo entre las
burbujas de aire y la superficie de las membranas reduciendo el efecto de taponamiento
de las membranas. El flujo de aeracion fue de 5 L.min™ el cual fué controlado por medio
de rotém::-tros (GILMONT®), asegurando concentraciones de oxigeno disuelto mayores
a2mg.L™.

La succion del permeado se realizé6 mediante una bomba peristaltica tipo Masterflex de
control variable generando una presion negativa en el lado del permeado del médulo de
membranas. Cada reactor utilizé 2 vélvulas solenoides normalmente cerradas de ¥4 de
pulgada que estaban conectadas a un temporizador para controlar el paro y arranque
de la bomba de succion y de la bomba de retrolavado.

Para el seguimiento de la colmatacién de las membranas se medieron la presion
transmembrana (PTM) vy el flux como variables de repuesta. La medicion de la PTM se
realiz6 mediante un vacuémetro llenado con glicerina (Cole-Parmer). La medicon del
flux fue manual, mediante el aforo del permeado en una probeta graduada. Para
disminuir el fendmeno de colmatacién, un porcentaje del permeado se utilizdé para el
retrolavado del modulo. Durante el retrolavado se para la bomba de succion y se cierra
la valvula 1 (V1), se enciende automaticamente la bomba de retrolavado y se abre la
valvula 2 (V2). La bomba de retrolavado fue una bomba peristaltica tipo Masterflex de
control variable. Durante toda la experimentacién se trabajé en condiciones sub-criticas.
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Figura 3.5. Sistemas experimentales: a) diagrama de los sistemas para la operacion de
los BRM; b) fotografia de los tres reactores

Figura 3.6. Mddulo de membranas de fibra hueca de ultrafiltracion (General Electric)
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Tabla 3.1. Caracteristicas del médulo de membranas de polisulfona

Caracteristicas Valor
Tamafo de corte molecular 100
(kDa)
Area superficial (m?) 0.042

Presiéon méaxima de

alimentacion (kPa) 517
PTM méaxima (kPa) 344
Rango de temperatura (°C) 0-80
Rango de pH 2-13
Lumen (mm) 1.0

Largo nominal (cm) 30

Material de construccion Polisulfona

3.2.2.2. Flujo critico y sub-critico

El flujo critico es un parametro de operacion importante para definir las condiciones
hidrodinamicas Optimas. Las condiciones sub-criticas pueden definirse como las
condiciones hidrodinamicas del flux, en las cuales la deposicion de las particulas en la
superficie de las membranas es menor y en el los cuales la PTM y el flux permanecen
constantes a traveés del tiempo.

Existen muchas técnicas para la determinacion del flujo critico, sin embargo, el método
escalonado o flux por pasos es el mas utilizado (Defrance y Jaffrin, 1999). La medicion
del flujo critico y sub-critico se realizO en cada reactor escala laboratorio con un
incremento del flux constante cada 30 minutos. Las pruebas se realizaron con agua
desionizada (un solo reactor) y con agua a diferentes concentraciones de biomasa
(4,000, 6,000 y 8,000 mg SSV.L™ para el BRM 1, BRM 2 y BRM 3 respectivamente). En
todas las pruebas fueron evaluadas la evolucion de la PTM, flux, resistencia total de
filtracion (Rt), permeabilidad (K) y la tasa de colmatacién (dPTM/dt).

En general, para obtener los valores de flujo critico y sub-critico en los BRM, el flux fue
incrementado de 4 hasta 44.3 L.m2.h™, con intervalos de 4-8 L.m%h™ cada 30 minutos
con filtracion continua. Este incremento fue realizado controlando la velocidad de la
bomba de succion para cada reactor. Al final de cada flux, se llevé a cabo una limpieza
fisica de las membranas mediante un retrolavado intenso con agua desionizada durante
30 min, comenzando con el siguiente flux. La determinacion de las zonas criticas y sub-
criticas fueron determinadas cuando la PTM comenzd a incrementarse rdpidamente a
través tiempo y no permanecia constante a lo largo de los 30 min.
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Para determinar la concentracion de biomasa con las cuales operd cada reactor para la
remocion de los estrégenos, se probaron las tres concentraciones de SSV
seleccionadas anteriormente. El criterio fue obtener un flux alto con presiones
relativamente bajas para cada concentracion de SSV coadyuvando los problemas
relacionados con la colmatacion de las membranas. El intervalo de concentraciones del
in6culo fue seleccionado considerando recomendaciones reportadas en la literatura,
segun las cuales, la concentracion de la biomasa se sugiere entre 4,000 y 15,000
mg SSV.L? (Cornel y Krause, 2006; Scholz y Fuchs, 2002). Se ha observado, que
trabajando con concentraciones de biomasa mayores de 15,000 mg.L™ se presentan
dificultades en la operacion de los bio-reactores debido al aumento de la viscosidad del
licor mezclado. Las zonas criticas y sub-criticas fueron determinadas para cada
concentracion de biomasa.

La resistencia total de filtracion, la permabilidad y la tasa de colmatacion de las
membranas fueron calculadas utilizando las ecuaciones 3.2, 3.3 y 3.4 a partir de las
mediciones del flux y PTMs.

PTM (kPa)
R =————
J- e (3.2)
Hoge = Hroc@T

0 =1.033 para 4°C < T < 20°C; 6 = 1.025 para T 2 20°C

Ko 3
PTM (bar) (33)

dj _ PTM f final — PTM ninicial
dt t" finat — t "inicial (3.4)

3.2.2.3. Limpieza de las membranas

Los 3 BRM escala laboratorio fueron operados durante todo el periodo experimental en
condiciones sub-criticas en un régimen continuo. Con la finalidad de disminuir ain mas
la colmatacién de las membranas y poder prolongar el tiempo de operacion de los BRM
y la limpieza quimica de las membranas, se implementé una limpieza fisica periddica de
las membranas en condiciones sub-criticas basadas en secuencias de
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succion/retrolavado. Para lograr este objetivo, se seleccionaron 3 escenarios de succién
y retrolavado (Tabla 3.2). Las mejores condiciones de succién/retrolavado
implementadas en todo el periodo experimental para cada concentracion de biomasa
fueron seleccionadas de acuerdo a la respuesta de los siguientes parametros: dPTM/dt,
R, K, flux y PTM. El retrolavado se realiz6é con el 1% del permeado.

Tabla 3.2. Frecuencia de succién/retrolavado

Tiempo de succion Tiempo de retrolavado
(min) (s)
4 15
7 30
10 45

Una vez que se presentd una colmatacion irreversible de las membranas (la cual fué
inevitable durante el periodo experimental), el médulo de membranas fué extraido de
los reactores. El médulo de membranas fué inmerso y expuesto durante 5 h en una
solucién de hipoclorito de sodio (NaClO) con una concentracién de 100 mg.L™. Después
del lavado alcalino, las membranas fueron inmersas en una solucién acida 1 M de acido
nitrico (HNO3) por 5 h para terminar con un enjuague con agua desionizada. Realizado
este procedimiento, las membranas fueron inmersas en el reactor biolégico.

3.2.2.4. Arranque y operacion de los BRM

El sistema experimental de BRM a nivel laboratorio trabajé en régimen continuo durante
toda la experimentacion. Se dejo que la biomasa se adaptara al agua residual sintética.
Una vez aclimatada la biomasa a los estrégenos se procedido a operar a los BRM
incrementando el tiempo de retencién celular y probando diferentes tiempos de
residencia hidraulica (TRH). Para observar y establecer un criterio sobre que
parametros y condiciones influyen sobre la remocién de los estrogenos fueron probados
dos TRH y tres concentraciones de biomasa obteniéndose valores de tiempos de
retencion celular de 35, 45, 60, 76, y 95 d. Los TRH fueron de 7 y 12 horas. Durante el
periodo experimental, la concentracion de la biomasa en todos los reactores fue
monitoreada. La biomasa fue purgada constantemente y los TRC fueron calculados.
Una vez que los reactores alcanzaron 2 veces el TRC se obtenian las eficiencias de
remocion de E1, E2 y EE2 para cada TRC.

En la Tabla 3.3 se muestran las condiciones de operacion de los tres reactores para
cada TRH. Las 3 concentraciones de biomasa fueron seleccionadas de acuerdo con los
resultados obtenidos en las pruebas del flujo critico y sub-critico.
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Tabla 3.3. Condiciones de operacion de los BRM

Parametro | BRM1 | BRM2 | BRM3 | BRM1 | BRM2 | BRM 3
TRH (h) 12 12 12 7 7 7
TRC (d) 35,75 | 45, 60 95 35 60 95

SSV (mg.LY) | 4,000 | 5,000 | 6,000 | 4,000 | 5000 | 6,000

3.2.2.5. Aguaresidual sintética

El agua residual sintética se preparé con metanol (grado HPLC) como Unica fuente de
carbono facilmente biodegradable, nutrientes (nitrogeno y fésforo) y nutrientes traza
(K, Fe, Mo, Ca, Mg, Zn, Mn), adicionada de E1, E2 y EE2 como compuestos disruptores
endocrinos modelos. La adicion de los nutrientes traza esta basado segun
Madigan et al. (2000). La composicion del agua residual sintética se muestra en la
Tabla 3.4. Las concentraciones de los estrégenos que se estudiaron fueron entre 20 y
456, elegiéndose estas concentraciones en funcion de las concentraciones detectadas
en estudios previos en aguas residuales municipales.

Los efectos de inhibicion y toxicidad del metanol en la vida acuatica incluyendo a los
microorganismos, se manifiestan a partir de concentraciones mayores a 11,850 mg.L™
(> 1%) (Anonimo, 2006). En este estudio, las concentraciones de metanol que se
manejaron fueron entre 333 y 680 mg.L™" correspondiente a una concentracion
porcentual de 0.04% y 0.09% respectivamente. Por lo tanto, las concentraciones del
metanol adicionadas en este estudio fueron mucho menores que el limite reportado que
provoca toxicidad o inhibicion en los microorganismos. Asimismo, durante el periodo
experimental nunca se observé un efecto de inhibicion en la biomasa (SSV) de los
reactores.
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Tabla 3.4. Composicion del agua residual sintética

Compuesto Concentrﬁcién
(mg.L™)
Estrona 25-456 (ng.L™)
17p-estradiol 20-406 (ng.L™)
17a-etinilestradiol | 30-384 (ng.L™")
Metanol 333-680
NH,CI 90
KoHPO, 9
KH,PO, 8.4
FeS0,4.7H,0 17.4
(NH,)6Mo;.4H,0 0.01
CaCl,2H,0 4.4
MgSQO,.7H,0O 12.2
ZnS04.7H,0 0.132
MnSQO,4.H,O 0.04
CoCl,.6H,0 0.03
EDTA 0.023
DQO 500-1000

Los criterios para la seleccion de los compuestos disruptores endocrinos fueron: mayor
presencia en las aguas residuales municipales, persistencia en el medio ambiente y
mayor disrupcién endocrina en seres humanos y animales. Con base a estos criterios,
se seleccionaron 2 hormonas naturales (E1 y E2) y una hormona sintética (EE2). Las
concentraciones de E1, E2 y EE2 fueron seleccionadas de acuerdo a lo encontrado en
los influentes de los sistemas de tratamiento de aguas residuales.

3.2.2.6. In6culo

Los 3 reactores fueron inoculados con lodos activados provenientes de la planta de
tratamiento de aguas residuales del Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua (IMTA).
Para la caraterizacion de los lodos activados que se utilizaron como inéculos se
determinacron los sélidos suspendico totales (SST), sélidos suspendidos volatiles (SSV)
e indice volumétrico de lodos (IVL) (APHA, 1999).

3.2.3. Determinacion del coeficiente de adsorcion (Kp) en el lodo activado

La determinacion de los valores de los coeficiente de adsorcion Kp de E1, E2 y EE2
fueron llevados a cabo mediante isotermas de adsorcion (prueba de jarras) de acuerdo
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a Xu et al. (2008) y Ternes et al. (2004). Los experimentos fueron realizados con
cantidades de 200 mL de biomasa (licor mezclado) obtenida de los BRM escala
laboratorio. Para prevenir la biodegradacién de los compuestos, la biomasa fue
desactivada adicionado 500 mg.L™ de Azida de Sodio (NaNs) con un tiempo de
exposicion de 24 h antes de las pruebas. Despues de éste tiempo, la biomasa fue
lavada varias veces con agua fresca con el objetivo de eliminar el compuesto téxico.
Con el objeto de evaluar la actividad de la biomasa desactivada, se realizd la
determinacion de la tasa de respiracion. Para la determinacion de Kp, la biomasa
desactivada fué aforada a 2 L con agua desionizada y los compuestos fueron
adicionados en el siguiente rango de concentraciones: 16, 28, 68, 106, 147 y 226 ng.L™
para el E1, 21, 45, 68, 93, 115y 165 ng.L™ para el E2 y para el EE2 de 11, 28, 57, 80,
112 y 204 ng.L™. La concentracion de SST y SSV determinadas en las jarras fueron de
1,200 mg.L™ y < 10 mg.L™. Las jarras fueron agitadas a 120 r.p.m. Las muestras fueron
tomadas en los siguientes intervalos de tiempo: 0, 15, 30, 60, 180, 300 y 420 min. Una
vez términado cada tiempo, las muestras se dejaron sedimentar durante 30 min. El
sobrenadante fue tomado vy filtrado a través de filtros de fibra de vidrio y analizadas por
CG. Para prevenir la fotocatalisis, las pruebas de las isotermas de adsorcion fueron
llevadas a cabo en un cuarto oscuro a 28°C. Dos réplicas (prueba de jarras) fueron
corridas en paralelo. La cantidad de soluto adsorbido por unidad de lodo en el estado
de equilibrio fue calculado por la ecuacién 3.5.

0 Seq
=0 Tay (3.5)

Donde V (L) es el volumen de la solucién, S, (ng.L™) es la concentracion inicial, Seq
(ng.L™) la concentracion en el equilibrio, m (g) es el peso del lodo. El modelo lineal de la
ecuacion 3.6 fue utilizado para determinar el coeficiente de adsorcion.

(3.6)

3.2.4. Contribucion de la biodegradacion, adsorcion y volatilizacion en la
remocion de E1, E2 y EE2

3.2.4.1. Experimentos en batch: cinéticas de remocion de los
estrogenos

El objetivo de esta prueba fue determinar los mecanismos de remocion de los
estrogenos mediante cinéticas de remocioén en batch.
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Los experimentos en batch fueron conducidos con biomasa nitrificante la cual fue
tomada de los BRM escala laboratorio una vez términado el periodo experimental en
continuo. El TRC del licor mezclado fue de 60 d. La biomasa fué tomada de los BRM 5
horas antes de los experimentos en batch incluyendo 1 hora de incubacién dentro de
los reactores. 8 reactores de acrilico de 2.5 L fueron utilizados para este estudio. Los
reactores fueron inoculados con 1,500 mg SST.L™. En la Figura 3.7, se muestra el
esquema de los reactores utilizados (sin membranas). Un flujo de aire de 550 mL.min™*
fué suministrado en cada reactor asegurando concentraciones de oxigeno disuelto mas
grande que 2 mg.L™. El pH dentro de los reactores fue de 7-7.3. Con el objetivo de
prevenir la fotocatalis y la fotobiodegradacion, los experimentos fueron llevados a cabo
en un cuarto oscuro a 28°C. Las muestras fueron tomadas en los siguiente intervalos de
tiempo: 0, 15 (R1), 30 (R2), 60 (R3), 180 (R4), 360 (R5), 720 (R6), 980 (R7) y 1,440
(R8) min. Cada muestra correspondiente a cada intevalo de tiempo fue sedimentada y 1
L de sobrenadante fue tomada. Muestras liquidas y solidas fueron tomadas
simultdneamente. Como control de los experimentos, se realizaron pruebas abidticas
con el objeto de determinar las pérdidas por volatilizacion de los compuestos. Las
muestras fueron tomadas en los siguientes tiempos: 0, 15, 30, 60, 180, 360, 720, 980 y
1,440 min. Todas las muestras fueron colectadas en frascos de ambar e
inmediatamente despues fueron ajustadas a pH de 3 y subsecuentemente fueron
filtradas a través de filtros de fibra de vidrio de 120 mm x 1 um. Las muestras de lodos
inmediatamente despues del muestreo fueron sujetas a un calentamiento a 110°C
durante 24 h. Las muestras fueron analizadas por CG mediante el procedimiento
anteriormente descrito. Seis replicas se realizaron para este experimento.

Figura 3.7. Esquema experimental utilizados en las cinéticas de remocion

Para describir las cinéticas de remocion de los estrogenos y determinar el orden de la
reaccion se utilizaron los modelos de orden cero (ecuacion 3.7), de primer orden
(ecuacion 3.8), pseudo primer orden (ecuacién 3.9), Monod (ecuacion 3.10) y pseudo
primer orden considerando el coeficiente de adsorcién Kp (ecuacion 3.13).
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ds

= _k
dt (3.7)
ds
=2 kS 3.8
it (3.8)
dC _yxssT*s (3.9)
dt
_ 2 3.10
M= [y Ko +S (3.10)

Donde S es la concentracién soluble del compuesto (ng.L™?), t es el tiempo (d), k la
constante de reaccién, SST es la concentracion de sélidos suspendidos totales (g.L™), p
la tasa de crecimiento especifico de la biomasa (d?), pmax la tasa maxima de
crecimiento especifico de la biomasa (d) y Ks la constante de saturacion (ng.L™).

3.2.4.1.1. Pseudo cinética de primer orden a partir del coeficiente Kp

Para determinar la ecuacién de pseudo cinética de primer orden a partir del coeficiente
Kp, la ecuacion 3.9 fue ajustada considerando el coeficiente de adsorcion Kp. El
propésito de este ajuste fue determinar como influye Kp en la remocion de los
estrogenos. Si menos del 10% del compuesto es adsorbido en el lodo, el término
KpSST = X/C <0.1 de la ecuacién 3.11 no se toma en cuenta, ya que el compuesto es
considerado como hidrofilico. De acuerdo con los resultados de las isotermas de
adsorcion la Kp de E1, E2 y EE2 fueron mayores a 0.2 L.g™, por lo tanto, el término
KpSST fue considerado (ecuacion 3.11).

C=S+X=S@1+K,SST) (3.11)

Donde C (C= S+X) es la concentracién total del compuesto (ng.L™) y X la concentracion
del compuesto adsorbido expresado por unidad del volumen de reactor (ng.L™).

Para evitar mediciones laboriosas y para determinar las concentraciones adsorbidas en

el lodo se puede utilizar la ecuacién 3.12 usando solo la concentracion soluble de los
compuestos.

X =K, *SST *S (3.12)
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Se asume que el adsorcidn de los estrogenos en la biomasa es rapida comparado con
la degradacion biolégica (Wang y Grady, 1995). Sustituyendo la ecuacion 3.12 'y 3.11 en
la ecuacién 3.9, la disminucién en la concentracion del compuesto en la solucion se
puede expresar mediante la ecuacion 3.13. La determinacién de k, se realiz6 mediante
la linearizacién por Lineweaver-Burk (Flogler, 2001) representada matematicamente
mediante la ecuacién 3.14.

s = -k

o " SST*S 1
dt  1+K, *SST (3.13)

1 1+K, #SST 1 Kol 1, 1 K,
_d%t -k *SST*S -k SST*S —-kS S —kSST -k

(3.14)

) 1,1
La pendiente= — (—— +K
P ” (SST b)

De la pendiente (m) se obtiene k referente a los SST.

3.2.5. Agua sintética

Los reactores en la pruebas batch, fueron alimentados con agua residual sintética
conteniendo metanol como fuente de carbon y energia. Estrégenos, nutrientes
(nitrégeno y fosforo) y oligo-elementos fueron adicionados a la alimentacion. La
composicidn del agua residual sintética se muestra en la Tabla 3.5.

L
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Tabla 3.5. Composicion del agua residual sintética para experimentos en batch

Compuesto Concentralcién
(mg.L™)
E1l 170 (ng.L™)
E2 126 (ng.L™)
EE2 129 (ng.L™)
DQO (Metanol) 1034
NH,CI 90
Ko.HPO, 9
KH2PO4 8.4
FeS0,.7H,0 17.4
(NH4)6M07.4H20 0.01
CaCl,2H,0 4.4
MgS0,.7H,0 12.2
ZnS0,4.7H,0 0.132
MnSO,.H,0 0.04
CoCl,.6H,0 0.03
EDTA 0.023

3.2.6. Bio-reactor con membranas a nivel piloto para el tratamiento de un
agua residual municipal

Como parte de la investigacion se realizaron pruebas a nivel piloto mediante un
bio-reactor con membranas sumergidas, el cual fué conformado por un tanque de
aeracion con un volumen de trabajo de 178 L, un panel de control del proceso con su
respectivo temporizador para controlar los tiempos de succion/retrolavado, soplador,
vacuometro, bomba de succién/retrolavado. La microbomba tiene la capacidad de
realizar la succion y el retrolavado. El médulo de membranas fue una unidad de fibra
hueca de ultrafiltracion de material polimérico PVDF (polifluoruro de vinilideno), el cual
tiene un tamario de poro de 0.04 pm con un &rea superficial de 0.93 m? y un tamafio de
corte molecular de 100 kDa. En la siguiente Figura 3.8 se muestra el esquema del BRM.
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Figura 3.8. Bio-reactor con membranas a nivel piloto

Para evaluar el proceso y establecer que parametros influyen sobre la remocién de los
estrdgenos con un agua real, fueron probados diferentes TRHy TRC.

Antes del arranque y operacion del BRM piloto se sigui6 el mismo procedimiento
descrito anteriormente para determinar el flujo critico y sub-critico con una
concentraciéon de biomasa de 7,260 mg SSV.L™. Para obtener los valores de flujo critico
y sub-critico, el flux fue incrementado de 10 hasta 80 L.m?2.h™ con intervalos de 6-10
L.m2.h* cada 30 min.

La condicion para la limpieza fisica de las membranas mediante la estrategia de
succion/retrolavado fue fijada de acuerdo a las especificaciones del fabricante
(20 min filtrado/20 s retrolavado). La limpieza quimica se realizé sumergiendo las
membranas en un bafio de 200 mg NaClO.L™ y con &cido clorhidrico a pH de 2. La
duracién de cada bafio fue de 5 h.
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3.2.6.1. Ind6culo

El bio-reactor con membranas fue inoculado con licor mezclado proveniente de un
sistema convencional convencional de lodos activados que trata aguas residuales
municipales (IMTA).

3.2.6.2. Aguaresidual municipal

El BRM piloto fue alimentado con un agua residual municipal real proveniente del
Emisor Central y del Gran Canal del Desagiie de la zona metropolitana de la Ciudad de
México (Distrito Federal). El agua residual fue caracterizada previamente con el objeto
de detectar la presencia de E1, E2 y EE2.

3.2.7. Balances de masas

Para entender el transporte y distribucion de los estrogenos en un BRM es esencial
obtener informacion entre la fase liquida y la fase soélida, y de esta manera establecer
los mecanismos de remocion (proceso de biodegradacion y adsorcion) que intervienen
en la remocién de los compuestos. Por lo tanto, un balance de masas fue aplicado a los
sistemas considerando las concentraciones en la fase disuelta y soélida.

Para determinar el porcentaje de estrégenos removidos por biodegradacion y por
adsorcion se realizdé un balance de masas de acuerdo a la Figura 3.9 considerando la
concentracion de los estrogenos adsorbidos en la biomasa y el coeficiente Kp.

Influente \B/RM Efluente
. BRM
gl_ SSTBRM ge
S_I ) SSVBRM > Se
I<I X Ke
D D
SST, Ko SST.
Xi Xe
Exceso de lodo
Qp
Se
Ko
Xp
SSTBRM

Figura 3.9. Esquema del BRM para el balance de masas
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donde

F; = flujo masico de estrégenos en el influente (ng.d™)

F. = flujo masico de estrégenos en el efluente (ng.d™)

Fp = flujo masico de estrégenos en la purga de lodos (ng.d™)

Q; = caudal influente (m®.d™ o L.d™)

Q. = caudal efluente (m®.d™* o L.d™)

Qr = caudal de purga en el BRM (m*.d o L.d™)

S, = concentracioén del estrégeno en el influente (ng.m? o ng.L™Y)

Se = concentracion del estrégeno en el efluente (ng.m'3 o] ng.L'l)

SST; = concentracion del sélidos suspendidos totales en el influente (kg.L'l o] mg.L'l)
SST. = concentracion de sélidos suspendidos totales en el efluente (kg.L™ o mg.L™)
SSTgru = concentracion de solidos suspendidos totales en el BRM (kg.L™ o mg.L™)
SSVgrw = concentracion de sélidos suspendidos volatiles en el BRM (kg.L™ o mg.L™)
X = Xp concentracién de estrégenos en la biomasa o en la purga de lodos (ng.mg™)
X; = concentracion de estrégenos en los sélidos del influente (ng.mg™)

Xe = concentracion de estrégenos en los sélidos del efluente (ng.mg™)

Kp = coeficiente de adsorcion (L.kg™)

Vgrm = Volumen de trabajo del BRM (L)

3.2.7.1. Balance de masas considerando la concentracion del
compuesto en la fase liquida y soélida (Método 1)

El balance de masas mediante el método 1 esta basado en las concentraciones de los
estrogenos en el agua y en los sdlidos. El flujo méasico de los compuestos en influente,
efluente y purga de lodos fue determinado de acuerdo a la Figura 3.9 y se representan
en las siguientes ecuaciones 3.15, 3.16 y 3.17.

F =Q,(S, +SST.X,) (3.15)

F, =Q.(S, +SST.X,) (3.16)
SST,=0 X, =0

Fo =Qp (S, +SSTgay X5) (3.17)

3.2.7.2. Balance de masas considerando la concentracién en la fase
liquida y el coeficiente Kp (Método 2)

Para el calculo del balance de masas mediante el método 2 se realizé solo tamando los
datos de la concentracion de los estrogenos la fase liquida y los valores de los
coeficientes de adsorcion Kp de cada compuesto.

Partiendo de la definicion de Kp = X/S y sustituyendo esta expresion en las ecuaciones
3.15, 3.16 y 3.17 se obtuvieron las ecuaciones 3.18, 3.19 y 3.20 correspondiente al flujo
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masico del compuesto en el influente, efluente y purga de lodos del BRM
respectivamente.

F =Q.S;(1+SST,Ky) (3.18)

F. =Q,S,(1+SST,K,) (3.19)
SST, =0

Fe = QPSe A+ SSTBRM KD) (3.20)

Las ecuaciones desarrolladas anteriormente identifican las remociones de E1, E2 y EE2
mediante un BRM: la fraccion removida por biodegradacion y adsorcion. De acuerdo a
las caracteristicas fisicoquimicas de los estrégenos y a los resultados obtenidos en las
pruebas abidticas y cinéticas, la contribucion por volatilizacién en la remocién global de
los estrogenos no fue tomada. La eficiencia de remocion global de los estrégenos fue
calculada mediante la diferencia entre el flujo masico del influente y el flujo méasico del
efluente dividido entre el flujo mésico total en la entrada del BRM.

La remocion de los estrégenos por biodegradacién fué calculada utilizando la ecuacién
3.21 y la remocion por adsorcion se calcul6 usando la ecuacion 3.22.

F-F-F
Ryio = — Fe - (3.21)
F
R‘*“:FT (3.22)

La ecuaciones 3.21 y 3.22 determinaron el transporte y distribucion de E1, E2 y EE2 en
un BRM. Las suma de las dos fracciones mas la fracciéon remanente en el effluente es
igual al (Rbio + Rag tRef = 1).

3.2.8. Mediciones y andlisis fisicoquimicos
El comportamiento y la efectividad de los sistemas fueron evaluados con base en

diferentes parametros determinados periddicamente en diferentes puntos de muestreo.
Los parametros y el programa de muestreo se muestran en la Tabla 3.6.
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Tabla 3.6. Programa de muestreo de los sistemas experimentales

Parametro Punto de muestreo Frecuencia
pH Influente, reactor, permeado Diario
Temperatura Influente, reactor, permeado Diario
Conductividad Influente, reactor, permeado Diario
oD Influente, reactor, permeado Diario
Flux Permeado Diario
Presién transmembrana - Diario
Tasa de respiracion En el reactor 1/semana
Indice volumetrico de En el reactor 1/semana
lodos (IVL)
DQO+ Influente, permeado 2 /semana
+ - -
N-NH, NH? 2 N-NO, Influente, permeado 2/semana
Turbiedad y color Influente, permeado 2/semana
SST, SSV Influente, reactor, permeado, concentrado 1/semana
Estrogenos Influente, permeado 2/semana
Estrogenos Lodo activado 1/15 dias

3.2.9. Métodos de analisis (Métodos APHA)

La medicién del pH, temperatura, conductividad, oxigeno disuelto (OD), DQO, nitrégeno
amoniacal (N-NH"4), nitrégeno de nitritos (N-NO73), nitrégeno de nitratos (N-NO),
turbiedad, color, SST y SSV fueron determinados de acuerdo a los métodos
recomendados por Standard Methodos For Examination of Water and Wastewater
(APHA, 1999). En la Tabla 3.7 se enlistan los parametros, métodos y equipos usados

en las determinaciones.

Tabla 3.7. Técnicas utilizadas para el control del sistema

Pardmetro Técnica
pH Potenciométrico
Temperatura Electrodo
Conductividad Electrodo
oD Electrodo
DQO Espectrofotométrico (HACH)
N-NH";, N-NO,, N-NO'; Espectrofotométrico (HACH)
Turbiedad y color Espectrofotométrico (HACH)
SST, SSV Gravimétrico
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Método cromatografico
4.1.1. Identificacion de los estrogenos mediante cromatografia de gases

Como primera etapa de la estrategia de deteccion de los compuestos seleccionados
para este estudio se probaron las condiciones del cromatografo de gases acoplado a un
un espectrometro de masas/masas reportados previamente en la literatura (Ternes et
al., 2002; Huang y Sedlak, 2001). En la Tablas 4.1 y 4.2 se muestran las condiciones
del cromatégrafo y del espectrdmetro para la deteccion de los compuestos de forma
individual en altas concentraciones (10 mg.L™") en el modo SCAN. La columna utilizada
para estas pruebas fue una columna VF-17ms de 30 m de longitud, 0.25 mm de
diametro y 0.25 pum de grosor con una fase 50% fenil + 50% dimetilpolisiloxano.

Tabla 4.1. Condiciones del cromatografo

Temperatura del inyector 250 °C
Flujo de division 20 mL.min*
Inyeccién 2 uL
Flujo de la columna 1 mL.min*
Gas acarreador Helio, presion 13.9 psi
Rampa de temperatura 50°C (3.51min); 20°C.min" hasta 240f’C;
2°C.min" hasta 290°C; 290°C (10 min)

Tabla 4.2. Condiciones de operacion del espectrometro de MS/MS

Tiempo de escaneo 0.5 s/escaneo
Voltaje del multiplicador 200 volts
Corriente de emision 90 microamperes
Modo de ionizacion Electroionizacién con 70 eV
Temperatura de la fuente impacto de 250 °C
electrones
Ventana para MS/MS 3m/z

Se prepararon soluciones individuales de los analitos los cuales fueron disueltos en
metanol a una concentracién de 10 mg.L" de cada compuesto. La solucién fue
evaporada completamente con una corriente suave de N,. La muestra fue derivatizada
adicionando un volumen de 50 pL de la mezcla de derivatizantes. La muestra fue
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calentada a 80°C por 1 h de acuerdo a lo reportado por Ternes et al. (2002). El objetivo
de esta prueba fue identificar el espectro de masas de cada compuesto.

En la Figura 4.1 se muestran los espectros y cromatogramas de los estrogenos, los
cuales fueron inyectados a una concentraciéon de 10 mg.L™. Los resultados obtenidos
mostraron que el equipo con la columna utilizada fue capaz de detectar a los
compuestos en estudio. La relacion masa/carga (m/z) correspondiente a 73 pertenece
al grupo —Si(CHgz); (fragmento TMS(trimelsilil)) que es la caracteristica principal del
estrogeno derivatizado. La relacibn m/z o el ion precursor de cada compuesto
corresponde a 342, 416, 425y 386 para el E1, E2, EE2 y E2-acetato respectivamente.

En la Tabla 4.3 se presentan los tiempos de retencién de cada compuesto asi como su
ion precursor con el método probado.

Tabla 4.3. Tiempos de retencion e iones precursores de los estrégenos

Compuestos Tiempo((:neirrstencién lon precursor y iones caracteristicos (m/z)
El 31.250 342; 218, 257
E2 28.395 416; 285
EE2 31.523 425; 285, 440
E2-acetato 33.078 386; 244

4.1.2. ldentificacion de estrogenos mezclados

Con los resultados obtenidos de las soluciones individuales se preparé una solucion
compuesta por los tres estrégenos seleccionados a una concentracién de 2 ug.L™, los
cuales fueron inyectados al sistema acoplado CG-MS/MS con las mismas condiciones
del apartado 4.1.1. En este caso, solamente se modifico la rampa de temperatura la
cual fue de 80°C (5 min); 25°C.min™ hasta 240°C; 10°C.min™ hasta 290°C; 290°C (10
min). El objetivo de modificar el gradiente de temperatura fue acortar el tiempo de
retencion de los compuestos. Con estas condiciones el tiempo de la corrida fue de 26.4
min para cada compuesto individual.

Como podemos observar en la Figura 4.2 el cromatografo detecto a los 3 compuestos
mezclados en una concentracion de 2 p.L™ detectandose con tiempos de retencién por
debajo de los 23 min, los cuales fueron mas cortos comparados con los compuestos de
forma individual. Este comportamiento fue debido a que se modifico la trampa de
temperatura. Como se observa en el cromatograma solo se pudieron separar 3 picos,
en uno de ellos coluyeron el E1 y EE2.
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Figura 4.1. Cromatogramas y espectros de los estrogenos; a) E1, b) E2, ¢) EE2 y

d) E2- acetato (surrogado)
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Figura 4.2. Cromatdgrama de los estrégenos a una concentracioén de 2 pg.L™

Debido a que no se observaron los 4 compuestos, se propusé otro método el cual
consistié en modificar nuevamente la rampa de temperatura con el objeto de separar los
picos que coluyeron y disminuir los tiempos de retencidén. La rampa de temperatura que
se propuso en esta prueba fue el siguiente: 150°C (5 min); 25°C.min™ hasta 240°C;
10°C.min™ hasta 290°C; 290°C (10 min). Como podemos observar en la Figura 4.3 con
este método, los tiempos de retencion de los compuestos disminuyeron, sin embargo,
los dos compuestos coluidos no fueron separados.
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Figura 4.3. Cromatdgrama de los estrégenos a una concentracion de 2 pg.L™* con
tiempos de retencién por debajo de 20 min
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Cabe mencionar que hasta aqui, el espectrometro de MS/MS trabajé en el modo SCAN.
A partir de las pruebas siguientes y en todo el periodo experimental, los compuestos
fueron detectados en el modo SIM.

De acuerdo a esto, se propuso otro método para poder separar el E1 y el EE2, el cual
nuevamente consistid en modificar solamente la rampa de temperatura operando en el
modo SIM. La rampa de temperatura propuesto en esta prueba fue el siguiente: 160°C
(3.5 min); 25°C.min™ hasta 260°C; 2°C.min™ hasta 280°C; 280°C (5 min); 20°C.min™
hasta 300°C; 300°C (1 min). Con este método propuesto se puede observa en la Figura
4.4 |a separacion del E1y EE2.

EE

EE acetato _
EE2
J‘AM

@lz |
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1k ih 2h 2h FLY 25 24 o
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Figura 4.4. Cromatograma de E1, E2 y EE2 medliante el modo SIM a una concentracion
de 2 pg.L

No obstante, aunque se separaron ligeramente los dos compuestos que estaban
coluyendo fue necesario implementar otro método con el objetivo de separar aun mas la
distancia entre los picos del E1y el EE2. Este método consistié en una inyeccion de los
compuestos hecha con pulsos de presién, esto ayuda a que los compuestos se
enfoquen y por lo tanto se presentan sefiales mas intensas y picos mas definidos. El
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pulso de presiéon aplicado fue de 30 psi con una duracién de 0.5 min. La rampa de
temperatura que se utilizé fue la misma que el método anterior. Se puede observar en la
Figura 4.5 que la separacion de los picos no mejoré y se aumentaron los tiempos de
retencion, sin embargo, con esta ligera separacion de los picos y con las condiciones de
operacion de los equipos seleccionadas hasta este momento se realizé la prueba de la
Optimizacioén de la derivatizacién de los compuestos.
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Figura 4.5. Cromatograma de los estrogenos para la separacion del E1 y el EE2
mediante pulsos de presioén a una concentracién de 2 p.L™

4.1.3. Optimizacion de la derivatizacion

El objetivo de esta prueba fue el de establecer las mejores condiciones para llevar a
cabo una derivatizacion mas completa de los analitos en un menor tiempo y con menor
cantidad de derivatizante. Se probaron 2 cantidades de la mezcla de derivatizantes, los
cuales fueron de 50 y 100 uL y tiempos de reaccion (t) de 0, 15, 30, 45 y 60 min. La
temperatura a la cual fue llevada a cabo la derivatizacion fue de 80°C en todas las
determinaciones. La concentracién de los estrégenos para esta prueba fue de 2 pg.L™.
Para cada volumen de la mezcla de derivatizantes y para cada tiempo de reaccion se
realizaron 5 replicas. Se observo que aplicando un volumen de 50 pL de la mezcla de
derivatizante fue suficiente para que se llevara una derivatizacion de los analitos
(Figura 4.6). Los coeficientes de variacion para ambos voliumenes fueron menores a
7%. Para un t = 0 min, el coeficiente de variacién para el E1, E2 y EE2 fueron del 30%,
lo que indica que la reaccion no es del 100%. Se determin6 que el mejor tiempo para
llevar a cabo la reaccion del derivatizante sobre los analitos fue para un tiempo de
15 min (Figura 4.7), obteniéndose coeficientes de variacion para los tres compuestos
menores a 7.4%. Los resultados experimentales mostraron que la reaccion de
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silanizaciéon comienza al momento de adicionar la mezcla de derivatizantes con los
compuestos seleccionados (t = 0 min) a temperatura ambiente y con 15 min a 80°C fue
suficiente para llevar a cabo una completa derivatizacion de los analitos.
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Figura 4.6. Cromatdégrama sobre la influencia del volumen de la mezcla de
derivatizantes a una concentracién de los analitos de 2 pg.L™
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Figura 4.7. Cromatograma de los compuestos con diferentes tiempos de reaccion para
llevar a cabo la derivatizacién de los analitos a una concentracion 2 ug.L™
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Por otro lado, se realizdé una prueba en cual se comparo el efecto de la evaporacion del
derivatizante con una corriente suave de N, y sin la evaporacion del derivatizante
después del tiempo de reaccion. Se observé que con la eliminacion del derivatizante
después de la reaccién, una parte de los analitos también son evaporados 0
volatilizados por lo que no se recomienda eliminar el agente derivatizante después de
su reaccion.

4.1.4. Pruebas con columnas VF-17ms y VF-5ms

Con el objeto de seleccionar las mejores condiciones para la detecciéon de los
estrogenos en el cromatografo fué probada otra columna de diferente fase
(5% fenil) de 30 m de longitud, 0.25 de didametro y 0.25 um de grosor. Como se puede
observar en la Figura 4.8 existe una gran diferencia tanto en la resolucion y separacion
de los picos, su forma gaussiana y en los tiempos de retencion con la columna VF-5ms
respecto a la columna VF-17ms. Para la columna VF-5ms, el primer compuesto que
eluye es el E1 seguido del E2, surrogado y por ultimo el EE2. Para la columna VF.17ms
el compuesto que eluye primero es el E2 seguido del E1, EE2 y el surrogado. El
cromatograma de la Figura 4.8a corresponde a una concentracion de los compuestos
de 2 pg.L™. El cromatograma de la Figura 4.8b corresponde a una concentracion de los
compuestos de 100 ng.L™* Se observa que la fase 5% fenil presenta una mayor afinidad
con el E1, E2 y EE2 aun en bajas concentraciones comparado con la fase de 50% fenil.
Por lo tanto, la columna que se ocupo para la deteccibn de los estrogenos
seleccionados durante toda la fase experimental fue la columna capilar de silice
fundida VF-5ms %5 fenil (30 m x 0.25 mm x 0.25 um).
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Figura 4.8. Cromatogramas; a) columna VF-17ms y b) columna VF-5ms
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En la Tabla 4.4 se presentan los tiempos de retencion para cada compuesto con las
columnas utilizadas.

Tabla 4.4. Tiempos de retencion con diferentes columnas

Columna VF-17ms Columna VF-5ms
Tiempo de retencion Tiempo de retencion
Compuestos . :

(min) (min)

E1l 21.45 19.45

E2 18.6 19.93

EE2 21.7 23.3
E2-acetato 23.45 22.62

Finalmente se probaron dos métodos para afinar las condiciones del espectrometro de
MS/MS, el cual consistié en la variacion del voltaje del multiplicador y la corriente de
emision. Se realizé un aumento del voltaje de 200 volts (pruebas anteriores) a 250 volts
y de 250 volts a 300 volts. Con la prueba en donde el voltaje del multiplicador fue de
300 volts se aumento la corriente de emision de 90 pamperes (pruebas anteriores) a
100 pamperes.

En la Figura 4.9 se muestra el cromatégrama en los cuales fueron modificados los
valores del voltaje del multiplicador y de la corriente de emision. Las sefales que
representan los picos mas bajos representan al voltaje del multiplicador de 250 volts
con una corriente de emision de 90 microamperes. Las sefiales que presentan a los
picos mas altos representan el valor del voltaje de 300 volts con una corriente de
emision de 100 pamperes. Se puede observar claramente que aumentando los valores
del voltaje del multiplicador y de la corriente de emision, el area de los picos aumenta.
Las concentraciones de E1, E2 y EE2 en esta prueba fueron de 10 ng.L™.

La dltima prueba consistié en modificar Unicamente la rampa de temperatura con las
mejores condiciones determinadas en las pruebas anteriores. La rampa de temperatura
que se probé fue el siguiente: 160°C (1 min), 25°C min™ hasta 260°C, 2°C min™ hasta
280°C; 280°C (2 min). En la Figura 4.10 se muestra que para concentracién de 1 ng.L™
de los compuestos, la sefal de los picos gener6 un alto grado de resolucion con picos
bien definidos y con una abundancia (area de los picos) facilmente cuantificables.
Asimismo, con el programa de temperaturas probado se redujo aun mas los tiempos de
retencidn de los compuestos en el cromatégrafo de gases (Tabla 4.5).
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Figura 4.9. Cromatdgrama de los estrogenos aumentando el voltaje del multiplicador y
la corriente de emisién para una concentracién de 10 ng.L™
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Figura 4.10. Cromatégrama de los estrégenos a una concentracion de 1 ng.L™ con un
rampa de temperatura de 160°C (1 min), 25°C min™* hasta 260°C, 2°C min™ hasta
280°C; 280°C (2 min)
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Tabla 4.5. Tiempos de retencion de E1, E2 y EE2

Compuesto | Tiempo de retencion
(min)

E1l 13.188

E2 13.473

EE2 15.234

E2-acetato 14.883

4.1.5. Resumen de las condiciones de operacion del cromatografo de
gases y espectrometro de masas/masas seleccionadas para la
deteccién de E1, E2y EE2 en aguas y lodos residuales

Enla Tabla 4.6 y 4.7 se muestran las mejores condiciones de operacion de los equipos
obtenidas durante las diferentes pruebas realizadas para la deteccion de los
compuestos en el rango de ng.L™. Durante toda la fase experimental que corresponde
en el arranque y operacion de los BRM, pruebas abioticas y cinéticas de remocién se
trabajaron con las condiciones de operacion que se muestran en la Tabla 4.6 y 4.7.

Tabla 4.6. Condiciones seleccionadas para el cromatografo de gases

Temperatura del inyector 250 °C
Inyeccion 3 L (Splitless (3 s))
Flujo de la columna 1 mL.min™
Gas acarreador Helio, presion 13.9 psi
Gradiente de temperatura 160°C (1_1min), 25°C min™ hasta ZGO.OC’
2°C min~ hasta 280°C; 280°C (2 min).

Tabla 4.7. Condiciones de operacion en el espectrometro de MS/MS

m/z Monitoreo selectivo de iones (SIM)
(342+416+425+386)
Voltaje del multiplicador 300 volts
Modo de ionizacion Electroionizacién con 70 eV
Temperatura de la fuente impacto 230 °C
de electrones
Amplitud de excitacion 0.2 volts
Corriente de emision 100 microamperes
Ventana para MS/MS 3m/z
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4.1.6. Validaciéon del método

El objetivo de la validacion del método fue evaluar el proceso para determinar la aptitud

del sistema de medicion y proporcionar datos confiables.

4.1.6.1. Tratamiento de las muestras en aguas residuales y biomasa

En la Figura 4.11 se muestra el procedimiento del tratamiento de la muestra en el agua

residual liquida.

1 L de agua residual (influente); 1 L efluente

v

Filtracién con filtros de fibra de vidrio (1.0 um) a pH de 3
(adicion del analitos y surrogado)

!

Extraccion en fase sélida con
cartuchos Cyg
Acondicionamiento: 5 mL metanol y 10 mL agua
desionizada pH 3
Elucién: 5 mL de metanol
Reduccién muestra ~200 pL con N,

!

Limpieza con 3 g de silica gel grado
60 70-230
(1.5% H,O para desactivar la silica)
Acondicionamiento: 5 mL de hexano/acetona (65/35)
Elucion 10 mL de hexano/acetona (65/35)
Evaporacion total con N,

Derivatizacioén: adicién de 50 yL MSTF/TMSI/ DTE y
calentamiento durante 15 min a 80°C.

v

CG/MS/MS

Figura 4.11. Tratamiento de la muestra para el agua residual

Tratamiento de aguas residuales municipales con presencia de compuestos
disruptores endocrinos mediante un bioproceso aerobio con membranas

87



En la Figura 4.12 se presenta el procedimiento seleccionado para la extraccién de los
compuestos en estudio adsorbidos en la biomasa.

1 g de biomasa (seca-fria)
y \ 4 v \ 4
Extraccion Extraccion Extraccion Extraccion
4 mL metanol 3 mL metanol 3 mL acetona 3 mL acetona
\ \ \ \
Sonicacién 10 min Sonicacion 10 min Sonicacién 10 min Sonicacién 10 min
\ \ v \
Centrifugacion 3,000 |— Centrifugacion 3,000 Centrifugacion 3,000 |— Centrifugacion 3,000
rpm, 5 min rpm, 5 min rpm, 5 min rpm, 5 min

v v v v

4
Filtracién con filtros de nylon (0.45 um)

v

Reduccion muestra ~200 pL con N,

A 4

Limpieza con 3 g silica gel grado 60 70-230(1.5% H,O para desactivar la silica).
Acondicionamiento 5 mL de hexano/acetona (65/35). Elucion 10 mL hexano/acetona (65/35)

v

Reduccién muestra 200 uL con N,

v

Extraccion en fase solida con cartuchos Cas
Acondicionamiento: 5 mL metanol y 10 mL agua desionizada p+ 3. Elucion: 5 mL de metanol. Reduccién muestra
~200 pL con N». Extraccién en fase solida. Cartuchos Cis. Reduccion muestra 200 pL con N

v

Limpieza con silica gel
Evaporacion total con N>

v

Derivatizacion: adicion de 50 pL
MSTF/TMSI/ DTE y calentamiento
CG/MS/MS durante 15 min a 80°C

A

Figura 4.12. Tratamiento de la muestra para la biomasa
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4.1.6.2. Limites de deteccidn y cuantificaciéon

Los limites de deteccion y cuantificacion para el intrumento, agua residual y biomasa se
muestran en la Tabla 4.8. Los valores obtenidos del LDD en el agua residual y en la
biomasa para los 3 compuestos fueron obtenidos de acuerdo a la sefial y al ruido base
de 4 diferentes concentraciones. El Figura 4.13 se muestra el LDD de los tres
compuestos en el agua residual. El mismo procedimiento fue seguido para el calculo del
LDD en la biomasa. ElI LDD fué definido como la concentracién del elemento que
producira un cociente de la sefial/ruido (S/R) de 3. Asi, el limite de deteccién considera
la amplitud de la sefial y el ruido de la linea base, ademas la concentracion mas baja
que se puede distinguir claramente a partir del cero. Para el célculo del limite de
deteccion para el intrumento se realiz6 mediante soluciones sintéticas, mientras que
para el agua residual y la biomasa se siguieron los pasos de la Figura 4.11y 4.12.

El célculo del LDC se determiné con la siguiente ecuacion 4.1.

LDC = 3.18 * LDD (4.1)

Tabla 4.8. Determinacion del LDD y LDC de los estrégenos en el agua residual y la

biomasa
Instrumento Agua residual Biomasa
Compuesto LDD LDD LDC LDD LDC
(ng.L™) (ng.L™) | (ng.L™) | (ng.gh) | (ng.g™)
El 0.0006 0.001 0.03 15 4.8
E2 0.0007 0.005 0.016 0.7 2.1
EE2 0.004 0.05 0.16 2 6.4

Se muestra que para una concentraciéon de 0.00001 y 0.0001 ng.L™ (en agua residual),
los compuestos no pueden ser detectados ya que para estas concentraciones la sefal
del ruido es méas grande que la sefial de los compuestos. Sin embargo, para una
concentracién de 0.001 y 0.01 ng.L?, los compuestos si pueden ser detectados
facilmente obteniéndose una relacion S/R (sefal/ruido) de 3.

Los limites de deteccibn para el agua residual fueron establecidos por la alta
sensibilidad analitica del instrumento y el volumen de la muestra mas que por los
componentes de la matriz. Para la biomasa, la muestra fue menos limpia y los limites
fueron establecidos en parte por la respuesta de la matriz en las muestras.
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Figura 4.13. Cromatograma para el calculo del limite de deteccion de los estrégenos de
acuerdo a la relacion S/R. (a) 0.01 ng.L™?, (b) 0.001 ng.L™, (c) 0.0001 ng.Ly (d) 0.00001
ng.L

4.1.6.3. Recuperaciones

La eficiencia de la extraccion se célculo mediante la comparacion de las relaciones de
area de los compuestos eluidos (muestra de agua residual fortificada) del cartucho Cigy
de los estandares sin extraer. Mientras que para el cartucho de silica gel, la
recuperacion se calculo mediante la comparacion de las relaciones de area de los
compuestos eluidos del cartucho y de los analitos después de la extraccion en fase
sélida. En la Tabla 4.9 se presentan las recuperaciones en los cartuchos Cig y silica gel.
Los recobros se obtuvieron a partir de 7 muestras de 1 L fortificadas con los estandares
en tres niveles de concentracién 0.1, 10 y 100 ng.L™.

Las recuperaciones promedio variaron del 78 al 104% para la fortificacion mas baja en
ambos cartuchos y de 84 al 100% para las fortificaciones de 10 y 100 ng.L™. Asimismo
los coeficientes de variacion fueron menores al 14% para la fortificacibn mas baja y por
debajo de 11% para las fortificaciones mas altas. Por lo tanto, las recuperaciones que
se obtuvieron por ambos cartuchos son altas y confiables, por lo que se demostré que
los cartuchos Cig y la silica gel son adecuados para la retencion del E1, E2 y EE2 y la
limpieza de impurezas dentro de la matriz respectivamente, generando elevada y
reproducibles recuperaciones para estos estrogenos.
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Tabla 4.9. Recuperaciones de los estrogenos en agua residual en cartuchos Cig y silica

gel
Recuperaciones (%) Recuperaciones (%)
Extraccion en fase solida Silica gel
Compuesto
0.1 10 100 0.1 10 100

(ng.L™hH (ng.L™h (ng.LY) | (ng.L™ (ng.Lh | (ng.L?h
El 97 £ 8* 94 +6 100 5 104 +12 89 +7 92+9
E2 102 +5 92 +6 97 +3 96 +7 89 +8 95 +6
EE2 78 7 88 +7 94 +9 94 +14 84 +11 88 +9

*coeficiente de variacion (CV)

Con las muestras de las siete réplicas anteriores se evalud la recuperacion y la
repetibilidad en la derivatizacion de los analitos. En la Tabla 4.10 se observa que los
analitos extraidos del agua residual se obtuvieron recobros mayores al 89% con
coeficientes de variacion < 8%. Estos valores indicaron que una pequefia cantidad de
los analitos se pierden cuando la muestra es derivatizada, es decir, que alrededor del
95% de los analitos en todas las fortificaciones son convertidos a su forma derivatizada
(reemplazo del radial OH por el grupo silil en la estructura del estrégeno).

Por otro lado, para la biomasa se pierde hasta un 35% de los estrogenos en la reaccién
de derivatizacion debido a la complejidad del tratamiento de la muestra y a la posible
presencia de ciertos compuestos que se encuentran dentro la matriz, las cuales pueden
competir con el estrogeno y el agente derivatizante, derivatizando a estos compuestos
que no son los analitos de interés. Los posibles pasos en donde se pudieran perder los
compuestos son en las cuatro extracciones soélido-liquido. Sin embargo, se presentaron
CV por debajo del 10%%, lo que demuestra que a pesar de la limpieza de la muestra el
error fue bajo. Las recuperaciones y la precision del método se consideran aceptables
de acuerdo a la establecido por el documento N° SANCO/2007/3131 de la Comisién
Europea (European Comission, 2007).

Por lo tanto, las recuperaciones que se obtuvieron en la derivatizacion de los analitos
indicaron que las condiciones para llevar a cabo la derivatizacion y los agentes
derivatizantes asi como el tratamiento de la muestra que se obtuvieron por ambos
cartuchos son altas y confiables, por lo que se demostré que los cartuchos Cig y la silica
gel son adecuados para la retencion del E1, E2 y EE2 y la limpieza de impurezas dentro
de la matriz respectivamente, generando elevada y reproducibles recuperaciones para
estos estroégenos.

Cabe mencionar que para la obtencion de los recobros en la fase sélida fue necesario
realizar todos los pasos para la limpieza de la muestra adicionando estrégenos en
forma sintética dentro de 1 g de biomasa seca.
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Area

Tabla 4.10. Recuperaciones de los estrogenos en la derivatizacion de los analitos

presentes en el agua residual y en la biomasa

Recuperacion (%) Recuperacion (%)

Compuesto Aguaresidual Biomasa
0.1 . 10 . 1001 50 . 1001
(ng.L™) (ng.L™) (ng.L™) (ng.g™) (ng.g™)
El 96 4 96 £5 94+ 5 66 +2 70 5
E2 101 £2 95 £3 94 +6 75 £3 75 14
EE2 92 £5 93 £3 89 8 80 +2 85 +10

4.1.6.4. Linealidad del método (tratamiento de la muestra)

Para observar la linealidad de los estrégenos en el tratamiento de la muestra, se trazo
una curva calibraciéon con 8 puntos en un rango de concentracion de 0.001 hasta 50
ng.L" y de 1 hasta 100 ng.g™ en agua residual y en la biomasa respectivamente
(Figura 4.14). Cada curva se realiz6 por triplicado.

140000 - 30000 -
120000 1 y = 2048.x + 10698 25000 -
Rz = 0.981 y =223.9x + 255.1
100000 - R2=0.983
20000 -
80000 - «
y=1112x +5703. = 15000 -
60000 Rezoss2 g
10000 -
40000
20000 5000 y = 104.1x + 285.0
y = 610.4x + 3032 R2=10.979
2 =
O T T T R 0\985 1 O T T T 1
0 10 20 30 40 50 0 20 40 60 80 100
Concentraciéon (ng.L1) Concentracién (ng.g1)
——E1 ——E2 ——EE2 ——E1 ——E2 ——EE2
Figura 4.14. Linealidad del método en el tratamiento de la muestra para el agua
residual y la biomasa
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Esta prueba consistio en simular todo el procedimiento general de la limpieza de la
muestra mediante muestras fortificadas con los analitos de interés.

La linealidad de las curvas de calibracién presenté un coeficiente r? igual a 0.98 en
todos los casos. El coeficiente de variacion (CV) (ecuacién 4.2), se obtuvo a partir de la
desviacion estandar de la regresion lineal (sy), esta desviacion es llamada desviacion
estandar residual (ecuacién 4.3) y tiene unidades correspondientes a la sefal
observada. También se la conoce como sy;en el texto de Miller (Miller, 1993) o como se
en otros textos. Se realizaron 3 repeticiones para cada punto de la curva y se calculé la
desviacion estandar (error estdndar) de los analitos sx.

v = S x100% (4.2)

promedio de las muestras

_ Z:(Yi_Yi)2 _\/Syy_mzsxx
>y _\/ n-2 n-2 (43)

En la Tabla 4.11 se muestra la linealidad del método del tratamiento de la muestra en el
agua residual y la biomasa. Para el agua residual se obtuvé un CV alrededor de 5%
para cada compuesto, lo que indica que en el procedimiento no existe una pérdida
significativa de los estrogenos. Los valores en la biomasa indicaron que a pesar de que
se obtuvieron r* = 0.98, los coeficientes de variacién (CV) fueron altos. Esta variacién
reveld la complejidad del procedimiento de la muestra sdlida ya que son varios los
pasos para que se lleve a cabo una limpieza completa y que no cause interferencias en
el equipo analitico.

Tabla 4.11. Coeficientes de variacion en el tratamiento de las muestras en el agua
residual y la biomasa

Agua residual Biomasa
El E2 EE2 El E2 EE2
Desviavion estandar 1167 | 2217 | 592 722 | 491 | 415

(kCounts)
Coeficiente de variacion (%) | 5.3 5.5 5 10.5 6 11.4

De acuerdo a los resultados obtenidos, estadisticamente se deduce que los métodos
propuestos para la deteccion y cuantificacion de los estrogenos en el agua residual y en
la biomasa proporcionan datos confiables y reproducibles.
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4.2. Operacioén bio-reactores con membranas
4.2.1. Pruebas hidraulicas en los BRM

42.1.1. Prueba hidraulica con el modulo de membranas a nivel
laboratorio

La experimentacion comenzd con pruebas hidraulicas en los reactores con los modulos
de membranas ya instalados usando agua desionizada en el moédulo de membranas
para observar el comportamiento de la PTM y Rt usando agua sin material colmatante
en funcién del tiempo haciendo variaciones del flux.

En la Figura 4.15 se observa que al aumentarse el flux se incrementa la PTM siguiendo
el mismo comportamiento, lo que nos indica la relacibn que existe entre estos dos
parametros por lo que al tener flux mas altos se expone al médulo de membranas a
presiones mas elevadas. No obstante, en la operacion de los BRM se requiere trabajar
con un flux lo mas alto posible con presiones minimas dependiendo de la hidrofobicidad
y configuracion de modulo de las membranas, asi como de las propiedades
fisicoquimicas y de las concentraciones de la biomasa. Con agua desioniza se lleg6 a
obtener un flux hasta 57 L.m2.h™ con presiones relativamente bajas de 16 kPa.
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Figura 4.15. Relacién entre el flux, PTM y R en las pruebas con agua desionizada
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La resistencia hidraulica mostré que al no presentarse particulas que pudiesen taponar
la superficie de las membranas, no existe dificultad del paso del liquido a través de las
membranas. Sin embargo, al aumentarse la presidn se incrementa la resistencia
pasando de 7.2E+11 a 1.17E+12 m™ con PTM de 2 hasta 16 kPa respectivamente, por
lo que se corrobora lo dicho anteriormente. Al trabajarse con PTM altas se expone a las
membranas a esfuerzos mayores reduciéndose la vida Gtil de las membranas.

4.2.1.2. Determinacion flujo critico y sub-critico en los BRM a nivel
laboratorio

Los resultados del estudio para determinar el flujo critico y sub-critico se presentan en
la Figura 4.16. Con el objeto de indagar y determinar las mejores condiciones de
operacion de los BRM experimentales, tres concentraciones de biomasa en los
reactores fueron evaluadas: 4,200, 6,150 y 7,940 mg SSV.L™.

Para la determinacion de las condiciones criticas y sub-criticas se fijaron incrementos
de flux constantes, observandose la PTM y flux a través del tiempo para cada
concentracion de biomasa. Se observa que para una concentracion de biomasa de
4,200 mg.L™ la PTM permanece constante hasta valores de 20 L.m2.h™ con PTM de 14
kPa. Por arriba de este flux la PTM comenz6 a incrementase rapidamente en los
primeros minutos en cada paso del flux, alcanzando valores de hasta 78 kPa con un flux
de 44.3 L.m2h™. Para una concentracién de SSV de 6,150 mg.L™" se tuvo un flux
méaximo de 35.7 L. m%h® con una PTM de 55 kPa. Se observa que por arriba de
20 L.m?%.h™ para ambas concentraciones de biomasa, la PTM se incremento, lo que
sugiere que por arriba de estos valores se esta trabajando en condiciones irreversibles
y que por debajo de este, la PTM y el flux permanecen constantes a través del tiempo.

Al aumentarse la concentracién de biomasa, cercano a los 8,000 mg.L™, el permeado
decrece presentandose un flux de hasta 12.2 L.m?Zh™. Se observa que la PTM no
permanecié constante en cada flux, lo que muestra que al aumentarse la concentracion
de biomasa de 4,000 a 8,000 mg.L™" se obtienen flux mas bajos, incrementandose la
PTM desde los primeros minutos. Judd (2005) ha reportado que las condiciones criticas
se alcanzan cuando se pierde mas del 10% de la permeabilidad (AK = 10% K) para
una condicion fija de operacion. De acuerdo a esto, la frontera entre la zona critica y
sub-critica se encuntraron con un flux de 20 L.m?h™ para concentraciones de la
biomasa de 4,200 y 6,150 mg.L™.

Para una concentracion de biomasa de 7,940 mg.L™ el estado critico se alcanzé con un
flux por arriba de 4 L.m™?.h™. Este comportamiento nos indica que con concentraciones
mayores o igual a 7,940 mg SSV.L? la permeabilidad se ve afectada drasticamente
alcanzandose una condicion critica con flux muy bajos.
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Figura 4.16. Flujo critico y sub-critico para diferentes concentraciones de biomasa.

a) 4,200 mg SSV.L?, b) 6,150 mg SSV.L?y ¢) 7,940 mg SSV.L™
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Se observé que al aumentarse la concentracidon de la biomasa se aumenté ligeramente
la tasa de colmaticén dPTM/dt (Figura 4.17). En condiciones sub-criticas para todas las
concentraciones de biomasa la tasa de colmatacion de las membranas fueron menores
a 1.1 kPa.min™, no observandose un aumento dréstico en la velocidad de colmatacion.
Sin embargo, trabajando en condiciones criticas, se observa que dPTM/dt tiende a
incrementarse rapidamente pasando de 1.1 kPa.min® hasta 7.2 kPa.min®. Este
comportamiento indica que trabajando en condiciones sub-criticas, la colmatacion de
las membranas es menor comparado con las condiciones criticas. A pesar de que se
observo un decremento en el flux al aumentarse la concentracion de biomasa, la PTM
en todos los casos presenta un mismo comportamiento en el seguimiento de la
colmatacion de las membranas. Por lo anterior, aunque se aumenté la concentracion
de biomasa, se trabajo con tasas de colmatacién bajas en condiciones sub-criticas.
Esto indica que trabajando en un flujo sub-critico, los médulos de membranas no se
estaban operando en condiciones de ensuciamiento irreversible, pero si existe un
aumento ligero en la velocidad de colmatacion reversible al trabajar con
concentraciones de biomasa mas altas.

Al aumentar la PTM existe una disminucion del flux para todos los casos. Cuando el flux
se encuentra en una zona sub-critica este permanece constante a través del tiempo.
Sin embargo, cuando se estd operando en condiciones criticas, existe una disminucion
drastica del flux y un aumento progresivo de la PTM.

—&— 4,200 mg SSV/L —#—6,150 mg SSV/L —e— 7,940 mg SSV/L

. Zona sub-critica Zona critica

dPTM/dt
OFRr NWHMOU O N ®
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Figura 4.17. Evolucién de la tasa de colmatacion dPTM/dt en la determinacion de las
condiciones criticas y sub-criticas

Tratamiento de aguas residuales municipales con presencia de compuestos
disruptores endocrinos mediante un bioproceso aerobio con membranas 97



Por otro lado, los parametros resistencia hidraulica total (Rt) y permeabilidad (K) indican
que no es favorable trabajar con concentraciones de biomasa mayores 0 igua a
7,940 mg.L™. Se mostré que para una concentracién de 4,200 y 6,150 mg SSV.L* las
resistencias tuvieron el mismo comportamiento durante la prueba tomando valores
promedios de 3.3E+12 m™ (Figura 4.18). En la Figura 4.19 se observa que las
permeabilidades para una concentracién de 4,200 y 6,150 mg SSV.L* siguen una
misma trayectoria con valores promedios de 130 L.m™.h"*.bar™. Para una concentracion
de biomasa de 7,940 mg SSV.L' ambas las resistencias y las permeabilidades
aumentan y disminuyen rapidamente en los primeros minutos pasando de 4.2E+12 m™
a 1.83E+13m™ y de 85 L. m?%h*.bar’ a 20 L.m?h™.bar? respectivamente.

La permeabilidad decrece cuando existe una disminucién del flux y un incremento en la
PTM lo que provoca que exista una compresion de los solidos depositados en la
superficie de las membranas.El aumento en las resistencias y las disminuciones de las
permeabilidades para todas las concentraciones de las biomasa se debe a que puede
existir una acumulacion de soélidos depositados en la superficie de las membranas
generando que los poros de las membranas disminuyan y por lo tanto exista una mayor
resistencia y una menor permeabilidad del paso del agua a través de las membranas.
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Figura 4.18. Comportamiento de la resistencia en la determinacion de las condiciones
criticas y sub-criticas
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Figura 4.19. Comportamiento de la permeabilidad con diferentes concentraciones de
biomasa

De acuerdo a estos resultados, se delimitaron las condiciones criticas y sub-criticas
para cada concentracion de biomasa. Se establecié que los reactores experimentales
pueden ser operados en un intervalo de concentracién de la biomasa entre 4,000 y
6,000 mg SSV.L™. Por lo tanto, los BRM durante todo el periodo experimental fueron
operados en este intervalo de concentracidon de la biomasa y dentro de la frontera critica
y sub-critica con un flux de 20 L.m2.h™ y con PTM que oscilaron entre 6 y 12 kPa.

Comparando estos valores con los de la literatura, donde la PTM y el flux se encuentran
en el rango de 10-60 kPa y 10-50 L.m%h™ respectivamente, se concluyé que los
valores de PTM se encuentran en el limite inferior de operacion con flux relativamente
altos. Con estas condiciones de operacion, el médulo de filtracion se expone a
presiones bajas, limitando el fendmeno de colmatacion reversible e irreversible, la
limpieza quimica y por otro lado, aumentandose el tiempo de operacion del proceso y la
vida util de las membranas.

Segun los resultados reportados por Hong et al. (2002), la concentracion de soélidos no
tiene un efecto sobre el flux, la permeabilidad y la resistencia en un rango entre 300 y
8,400 mg.L?. Los valores obtenidos en este estudio concuerdan con la dicho
anteriormente, asimismo, los resultados demostraron que trabajando con
concentraciones de biomasa de 7,940 mg.L™ el flux, Rty PTM se ven afectados.
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4.2.1.3. Operacién en condiciones sub-criticas

Tomando en consideracién los resultados obtenidos de las pruebas anteriores se
realiz6 una prueba en los BRM experimentales en condiciones sub-criticas sin la
utilizacién de retrolavados con el objeto de evaluar el comportamiento del flux, PTM, K a
través del tiempo. El flux y la PTM inicial fueron de 20 L.mZh® y 6 kPa
respectivamente. Debido a que se trabajo con distintos tiempos de retencion celular
para la remocién de los estrogenos se establecieron tres concentraciones de biomasa
las cuales fueron de 4,250 mg SSV.L™ (BRM 1), 5,100 mg SSV.L™ (BRM 2)y 6,250 mg
SSV.L! (BRM 3). Cabe recordar que este rango de concentracion fue donde se observo
una mejor permeabilidad del paso del fluido a través de las membranas con una minima
resistencia de filtracion.

En las Figura 4.20 se presenta el comportamiento del flux, PTM y la permeabilidad en
condiciones sub-criticas para concentraciones de biomasa entre 4,250 y 6,250 mg.L™.
Se observa que los tres pardmetros siguen un mismo comportamiento durante los
primeros 210 min en donde el flux y la PTM practicamente permanecen constantes
aunque con una disminucién no drastica pero si progresiva de la permeabilidad, este
comportamiento es debida al comienzo de la colmatacidén de las membranas. Por arriba
de este tiempo, el flux comienzan a decrecer en todos los casos, lo cual esta asociado
con un aumento en la PTM, vy disminucion de K, sefial tipica de un taponamiento
reversible.

El flux no disminuye drasticamente pasando de 20 a 17.8 L.m?.h™ con un aumento de
la PTM de 6 a 7 kPa para una concentracion de biomasa de 4,250 mg.L™. Para una
concentracion de 5,100 mg SSV.L?, el flux se redujo de 20 a 16.1 L.m2h™ con un
aumento de la PTM de 6 a 8 kPa y de 20 hasta 15 L.m%h™ con una PTM final de 12
kPa para una concentracion de biomasa de 6,250 mg.L™.

Se observa que a pesar de estar trabajando en condiciones sub-criticas es inevitable la
colmatacion de las membranas. Ademas se observa que con un aumento en la
concentracion de biomasa la PTM aumenta y el flux y la permeabilidad disminuye
gradualmente en los primeros minutos.

e —
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Figura 4.20. Comportamiento del flux, PTM y la permeabilidad en condiciones
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La permeabilidad inical en todos los reactores fue de 333.33 L.m?2.h".bar? las cuales
disminuyen a través de tiempo alcanzando valores de hasta 125 L.m?.h™.bar'. Este
comportamiento es debido a la deposicion y acumulacion de sélidos sobre la superficie
de las membranas generando un aumento en la PTM. Van der Roest et al. (2002) han
reportado que la permeabilidad en un BRM puede tomar valores entre
100 y 700 L.m2h™.bar’., con valores tipicos de 200 a 300 L.m?%h™.bar' para este
caso, los valores promedios de K fueron de 240 L.m?.h™.bar? indicando que los BRM
experimentales se encuentran entre los valores recomendados para el buen
funcionamiento del proceso retrasandose la colmatacion de las membranas.

Con la condicion sub-critica fijada se calculo la tasa de colmatacion dPTM/dt para las
tres concentraciones de biomasa. En la Figura 4.21 se presenta el grafico de la
obtencion de dPTM/dt el cual se obtuvo de la pendiente de la recta ajustada a los
valores de la PTM. Se observa que al aumentarse la concentracion de biomasa hay un
aumento en la tasa de colmatacién pasando de 0.2 a 1.07 kPa.h™, lo que indica que al
tener mas biomasa en el sistema existe una mayor acumulacién del biosélido sobre la
superficie de las membranas y por lo tanto existe una mayor velocidad de colmatacion
de las membranas, aun trabajando en condiciones sub-criticas. Le-Clech et al. (2006) y
Pollice et al. (2005) han reportado que valores de dPTM/dt entre 6x10“ y 1.5 kPa.h™, la
colmatacion de las membranas es lenta. Los valores de dPTM/dt determinadas en esta
prueba se encontraron dentro de los valores recomendados.

¢4250mg SSV/L m5100mg SSV/IL A 6,250 mg SSV/L
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Figura 4.21. Variacion de la tasa de colmataciéon dPTM/dt con diferentes
concentraciones de biomasa en condiciones sub-criticas
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4.2.1.4. Frecuenciade retrolavados

Como un control sobre el taponamiento de las membranas se establecieron tres
escenarios de retrolavados, los cuales fueron evaluados en un periodo de 5 h con un
flux constante de 20 L.m?h? para las tres concentraciones de biomasa. Se ha
reportado que retrolavados periodicos pueden eliminar casi todo los mecanismos de la
colmatacion reversible. La colmatacion reversible se ve reflejada en la declinacién del
flux y la permeabilidad y el aumento en la PTM vy resistencia hidraulica lo que implica
gue la tasa de colmatacion se incremente (Cervantes, 2007). Por lo tanto los tiempos de
succidn y retrolavados probados fueron:

e 4 min succion; 15 s retrolavado.
e 7 min succion; 30 s retrolavado.
e 10 min succion; 45 s retrolavado.

Se observé que aplicando retrolavados en condiciones sub-criticas la pérdida del flux a
partir del flux inicial (20 L.m?.h™) fueron menores al 5% (< 1.2 L. m?.h™) para las tres
concentraciones de biomasa. Con los primeros dos escenarios de succién/retrolavado,
los parametros tales como el flux y la PTM regresaban a su estado inicial
permaneciendo constante durante los primeros minutos. Aplicando 10 min de succién y
45 s de retrolavado existio un aumento en las resistencias y una disminucion en las
permeabilidades (Tabla 4.12).

En la Tabla 4.12 se presenta un resumen de los parametros de operaciéon en el médulo
de membranas operados en forma continua aplicando diferentes escenarios de
succion/retrolavado con diferentes concentraciones de biomasa. Se muestra que en
condiciones de no retrolavados el flux disminuyo cerca de un 15% del flux inicial en
comparacion con condiciones de retrolavados, donde la pérdida del flux fue menor al
5%. Las PTM, Ry y permeabilidades se ven afectados cuando no se trabaja con
retrolavados. Con retrolavados, estos parametros no varian de sus valores iniciales
(PTM= 6 kPa, Rt = 1.08E+12 m™*, K = 333.33 L. mZ.h™.bar™).

Las mejores condiciones de retrolavados para una concentracién de 4,250 y 5,100
mg SSV.L™* fue el escenario 2, mientras que para una concentraciéon de biomasa de
6,260 mg.L™* fue el escenario 1, lo que demuestra que es necesario aplicar cortos
tiempos de filtracion y de retrolavados para mantener una PTM constante y baja.
Asimismo, se nota que las tasas de colmatacion se mantuvieron con valores por debajo
de 0.4 kPa.h™. Con estas condiciones se pudieron extender los tiempos para el lavado
quimico de las membranas durante la operacion de los reactores a nivel laboratorio
para la remocioén de los estrégenos. Se ha reportado que con 15 min de filtraciony 15 s
de retrolavados puede ser una opcién viable para la operacion del proceso a partir de
diferentes condiciones de retrolavados (Smith et al.,, 2006). Las condiciones de
retrolavados en este trabajo en la operacién de los reactores fueron entre 4 y 7 min de
filtracion y de 15-30 s de retrolavados.
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Se observé que con tiempos intermitentes de filtracion prolongados el flux, PTM, Rty K
se ven afectos. Asimismo tiempos de retrolavados elevados influird en la produccion de
agua tratada. Por lo tanto, al realizar una estrategia para la limpieza fisica de las
membranas hay que considerar los tiempos de filtracion y de retrolavados. La
concentracion de la biomasa en los BRM fue un factor importante, ya que esta definio el
comportamiento de los pardmetros de operacion en el médulo de membranas y su
frecuencia de succion-retrolavado.

Tabla 4.12. Parametros de operacion en la limpieza fisica de las membranas con
diferentes escenarios de succion/retrolavado

Parametro 4,250 mg SSV.L™* 5,100 mg SSV.L™? 6,250 mg SSV.L™*
Condiciones inicales
Flux (L. m?%h™) 20 20 20
PTM (kPa) 6 6 6
K (L m?h"bar?) 333.33 333.33 333.33
Rr (m™) 1.08E+12 1.08E+12 1.08E+12
dPTM/dt (kPa.h™) 0 0 0
Condiciones finales sin retrolavados
Flux (L. m%h™) 17.8 16.1 15
PTM (kPa) 7 8 12
K (L m®.h™.barh 178 161 125
Rr (m™) 1.41E+12 1.78E+12 2.88E+12
dPTM/dt (kPa.h™) 0.2 0.4 1.07
Condiciones finales con retrolavados
Escenario 1 2 3 1 2 3 1 2 3
Flux (L.m2.h™ 19.4 19.76 19 19.93 20 19.76 19.8 19.64 19.62
PTM (kPa) 6.64 6 7.12 6.56 6 7.4 6.7 7.42 7.9
K(@Lm?*h'bar" | 305.6 329.5 | 289.55 | 307.5 | 333.33 | 2765 | 304.15 | 274.6 264.4
Rr (m™) 1.19E+12 | 1.09E+12 | 1.28E+12 | 1.18E+12 | 1.08E+12 | 1.35E+12 | 1.21E+12 | 1.36E+12 | 1.45E+12
dPTM/dt (kPa.h™) 0.07 <0.0001 0.1 0.24 <0.0001 0.24 0.4 0.34 0.72

1 = 4 min succién; 15 s retrolavado
2 =7 min succioén; 30 s retrolavado
3= 10 min succion; 45 s retrolavado

4.2.1.5. Pruebas hidraulicas y obtencion del flujo critico y sub-critico
en el BRM piloto

Antes del arranque y operacion del BRM piloto, se realizaron pruebas hidraulicas y la
determinacion del flujo critico y sub-critico. En la Figura 4.22 se presenta el
comportamiento del flux y la PTM con agua desionizada. Se muestra como ya se
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menciond anteriormente, la intrinseca relacion que existe entre estos parametros. Al no
presentarse material colmatante la PTM y el flux permanecen constantes a través del
tiempo en cada aumento del flux.

—o—PTM —B—FLUX

PTM (kPa)
Flux (L.m-2.h1)

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270

Tiempo (min)

Figura 4.22. Relaciéon PTM vs flux con agua desionizada en el BRM piloto

Para la obtencion del flujo critico y sub-critico, se realizaron pruebas con una
concentracién de biomasa de 7,220 mg.L™. En la Figura 4.23 se observa que por arriba
de 46.9 L.m?h' se presentan condiciones de taponamiento irreversible de las
membranas, mientras que por debajo de este valor, el flux se mantiene constante con
un ligero incremento en la PTM. Para esta condicion sub-critica, se célculo la tasa de
colmatacion dPTM/dt la cual fue de 0.3 kPa.h™.
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Figura 4.23. a) Obtencion de la zona critica y sub-critica en el BRM piloto y b)
seguimiento de la permeabilidad
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4.2.2. Remocion de E1, E2 y EE2 en los bio-reactores con
membranas a nivel laboratorio

4.2.2.1. Pruebas abidticas
4.2.2.1.1. Volatilizacion y sorcién de los estrogenos
En la Tabla 4.13 se muestra que los estrogenos en estudio no son volétiles y presentan
una baja sorcibn sobre las tuberias y paredes de los reactores experimentales.

Asimismo, no se observaron pérdidas abidticas debidas a la interaccion entre los
constituyentes del agua residual sintética y los compuestos.

Tabla 4.13. Volatilizacién y sorcién de los estrégenos en los reactores experimentales

Remocion Remocion Remocion por los
Compuesto por por constitutentes del agua
volatilizacién | sorcion residual sintética
(%) (%) (%)
E1l 0.5 +0.3 0.4+0.2 0.1+0.2
E2 0.02+0.01 0.8+0.4 0.02+0.01
EE2 0.01+0.02 0.6+0.1 0.2+0.1

4.2.2.1.2. Retencion de los estrogenos en las membranas de
ultrafiltracion

4.2.2.1.2.1. Membranas de polisulfona

El objetivo de esta prueba fue observar de qué manera influyen las caracteristicas y
propiedades de las membranas de polisulfona en la remocion de los estrégenos
simulando las condiciones de operacién de los BRM con las cuales los sistemas
trabajaron durante todo el periodo experimental.

El médulo de membranas fue inmerso en el reactor sin licor mezclado y fue operado
bajo una filtracién continua durante 24 h con un flux de 22.9 y 11.9 L.m2h™* que
corresponde a un TRH de 7 y 12 h respectivamente. Las PTM fueron de 12 y 4 kPa, las
cuales permanecieron constante durante toda la prueba. El flujo masico de alimentacién
del E1 fue de 4.2 pg.d™*, para el E2 de 2.6 ug.d™ y del EE2 de 2.7 ug.d*, para un TRH
de 7 h. Mientras que para un TRH de 12 h, el flujo de estrégenos en la entrada del
modulo fue de 2.2, 1.4y 1.4 ug.d* para E1, E2 y EE2 respectivamente.
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En la Figura 4.24a se observa la retencion de los estrégenos en las membranas para
un TRH de 7 h. Existe una rapida retencién de los estrogenos, mayor de 86% a partir de
la primera hora, lo que indica que la adsorcion es instantanea y se alcanzan las
condiciones de equilibrio. La capacidad de las membranas para retener a los
compuestos se vio afectada a partir de la quinta hora, cuando las concentraciones en el
permeado se incrementaron y por lo tanto la retencién en las membranas disminuye.
Este comportamiento puede se atribuido a la saturacion de los espacios libres de la
superficie y/o poros internos de las membranas por las moléculas de los estrogenos
generando la desorcion y por consiguiente la difusion de los compuestos hacia el
permeado de las membranas.

De manera contraria a la prueba anterior, operando con un TRH de 12 h la retencion de
los estrégenos fueron entre un 46% y 75% en la primera hora (Figura 4.24b). Las
concentraciones de los estrégenos disminuyeron exponencialmente, permaneciendo en
el equilibrio a partir de la septima hora de filtracibn continua, encontrandose
concentraciones de estos compuestos en el permeado de la membrana entre 14 y 30
ng.L™! con retenciones para el E1, E2 y EE2 de 84, 76 y 89% respectivamente. Este
hecho fue debido al que el caudal de succion fue menor que en el primer caso
generandose un mayor tiempo de contacto entre los compuestos presentes en la
solucion con las membranas, permitiendo una adsorcion lenta de los compuestos en las
membranas generando que las condiciones en el equilibrio se prolongen. El EE2 fue el
estrogeno que presentd mayor afinidad con la membrana seguida de la estrona y el
estradiol.
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Figura 4.24. Retencion de los estrégenos en las membranas de polisulfona. a) TRH 7 h;
b) TRH 12 h
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En los que respecta a la DQO y N-NH",, las caracteristicas de las membranas no tienen
influencia sobre la remocién de estos dos parametros (Figura 4.25), por lo tanto, la
remocion de DQO y N-NH'; en los BRM fue debida solamente a la actividad de los
microorganismos.
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Figura 4.25. Comportamiento de la materia organica y nitrégeno amoniacal en pruebas
abioticas con membranas

422.12.2. Membranas de PVDF

Por otro lado, se realizaron pruebas en las membranas de fibra hueca de ultrafiltracion
de material de polifloururo de viniledeno (PVDF) con el objeto de determinar la retencion
de los estrogenos para este tipo de membrana sin inéculo. EI modulo fue operando en
el limite de condiciones sub-criticas con una succién continua de 46 L.m2.h™ con PTM
de 13 kPa trabajando durante 24 horas.
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En la Figura 4.26 se observa que se presentaron altas retenciones de los compuestos.

El estrégeno que tuvo menor retencion o afinidad en la superficie y/o poros internos de
la membrana fue el EE2 con una retencién del 76%, mientras que para los estrégenos
El y E2 las retenciones fueron de 92% y 88%, siendo el E1 el compuesto con mayor
afinidad con las membranas. Durante toda la prueba no se observé una desorcion de
los compuestos hacia el permeado de las membranas.
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Figura 4.26. Retencién de los estrogenos en la membrana de polifluoruro de vinilideno

4.2.2.1.3. Mecanismos de remociéon de los estdogenos en las
membranas

Aunque con la ultrafiltracion de fibra hueca no se esperaba retener compuestos de tan
bajo peso molecular (< 300 g/mol) con dimensiones de 0.8 nm, se observo una alta
retencidon de los estrogenos en las membranas de UF de polisulfona y PVDF, debido a
mecanismos de adsorcion en los materiales hidrofébicos que son llevados en la
superficie de la membranas y principalmente en la superficie interna de los poros.
Asimismo, las condiciones de operacion y el pH neutro del agua incrementaron el
potencial de las membranas en la retencién de los compuestos. El pH de agua es un
factor importante ya que tiene una fuerte influencia en la adsorcion de los estrogenos
debido que posee a un grupo funcional ionizable (grupo hidroxilo). Puesto que los
estrogenos tienen una pKa de 10.23-10.4, los compuestos se disocian y se cargan
negativamente a pH > 10.4 y la adsorcion no puede ocurrir debido a una repulsion
electrostética con las membranas.
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En el caso de la membrana de polisulfona, estos efectos de adsorcion se deben al
establecimiento de puentes de hidrogeno entre los estrogenos y las membranas .En la
Figura 4.27 se presenta un mecanismo propuesto de adsorcion. Debido a que los
estrogenos presentan grupos hidroxilos en sus moléculas (a pesar de ser compuestos
no polares), el &tomo de hidrogeno tiene una carga parcial positiva por lo que atrae a la
densidad electrénica de dos grupos funcionales de la polisulfona; el oxigeno y el azufre,
haciéndola mas electronegativa, estableciendo asi un enlace fuerte entre los
estrogenos y el material de construccién de la membrana.
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Figura 4.27. Interacciones hidrofébicas (puentes de hidrégeno) entre los estrogenos y
la membrana de polisulfona

Por otro lado, el PVDF es un polimero lineal cuyo defecto mas frecuente son las
uniones cabeza-cabeza y cola-cola que alteran la secuencia normal dando grupos de
tipo -(CF,-CF))- y -(CH,-CH,)-. Puesto que este polimero carece de carbonos

asimétricos, sus moléculas no presentan tacticidad, pero si propiedades polares debido
a la gran diferencia de electronegatividad existente entre los atomos de fltor y los de
carbono. Por un lado, los enlaces fluor-carbono del PVDF presentan una fuerte
polarizacion debido a la gran diferencia de electronegatividad que existe entre ambos
atomos. Por efecto inductivo esta polarizacidén se transmite parcialmente al esqueleto de
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la cadena y de alli a los enlaces carbono-hidrogeno, dando como resultado final una
polarizacion positiva de los atomos de hidrogeno existentes en la molécula.

Este hecho hace que las moléculas de los estrogenos presenten una alta afinidad con
el PVDF dando lugar a la formacion de puentes de hidrégenos entre los grupos OH" y
CF (Figura 4.28).
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Figura 4.28. Interacciones hidrofébicas (puentes de hidrogeno) entre los estrégenos y
la membrana de polifluoruro de vinilideno

De acuerdo con los resultados obtenidos de la retencidbn y adsorcion de los
compuestos, los posibles pasos de trasporte que involucran la adsorcién de los
estrogenos en la superficie de las membranas y en los poros internos pueden ser:
transporte de la cantidad de moles de la solucion, difusion en la capa limite de la
membrana (capa activa), difusidon interna en los poros y la adsorcion mediante fuerzas
intermoleculares. Asimismo la retencion de los compuestos depende del coeficiente de
particion octanol-agua (Kow) de los estrogenos, pH de la solucion y de los parametros de
operacion del modulo de filtracion.
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Ademas, otro hecho por el cual se presenta altas retenciones de los compuestos en la
membrana de ultrafiltracién fue la presion aplicada al proceso, la cual fue baja. Aunque
lo normal es que la retencién de los solutos aumente con la presién hasta alcanzar un
valor asintético, para el caso de solutos organicos que tienen una fuerte interaccién con
los polimeros de las membranas, la retencion puede aumentar al decrecer la presion y
viceversa. Nghiem et al. (2002) han reportado que la retencién de la estrona y el
estradiol disminuye hasta en 20% cuando existe un incremento en la PTM de 10 a 25
bares.

Consecuentemente, se debe considerar la hidrofobicidad de las membranas en la
remocion de los estrégenos, ya que cuando la membrana es mas hidrofilica puede
poseer una mayor afinidad con las moléculas de agua, creandose menores sitios
activos disponibles para la formacion de enlaces entre los estrégenos y la membrana, lo
que conlleva a la reduccion de la capacidad de adsorcion de la membrana.

Comerton et al. (2007) realizaron un estudio para observar la adsorcién de 22
compuestos disruptores endocrinos, incluyendo el E1, E2 y EE2 utilizando membranas
de ultrafiltracion (UF), nanofiltracién (NF)y osmosis inversa (Ol), con concentraciones de
CDE tipicamente encontradas en el ambiente, en funcion de las caracteristicas y
propiedades de las membranas. En general, la adsorcion de los CDE en las membranas
fue observada en el siguiente orden: UF > NF > OIl. La adsorcion observada mas
significativa fue determinada utilizando membranas de ultrafiltracion de material
polimérico de polisulfona.

Estudios de adsorcion de estrogenos en membranas han mostrado que la adsorcion del
soluto no esta restringida por la superficie de las membranas, si no que también puede
ocurrir en la capa activa, soporte y poros de las membranas. Distinguir la adsorcion que
ocurre en varias partes de las estructura de la membrana es dificil (Yoon et al., 2004;
Kiso et al., 2002). La adsorcion se supone que es llevada a cabo por puentes de
hidrégenos entre las moléculas del compuesto y el material de construccion de las
membranas.

Kiso et al. (2000) determinaron que la retencién de un pesticida por nanofiltracion y
osmosis inversa estuvo correlacionada con el coeficiente de particion octanol-agua.
Yoon et al. (2006) estudiaron la retencién de 52 CDE en membranas de ultrafiltracion y
nanofiltracién bajo condiciones de no equilibrio, observandose que la remocién fue mas
alta en el caso de compuestos hidrofébicos y con membranas de ultrafiltracion.

La polaridad de la molécula también puede influir significativamente en la adsorcion de
los microcontaminantes organicos en las membranas. Los compuestos no polares se
pueden dirigir hacia la superficie de la membrana con carga opuesta permitiendo que el
compuesto entre mas facilmente en la estructura de la membrana.

La adsorcidon de los compuestos esta también relacionada con el tamafio de poro de la
membrana como se menciond anteriormente. Membranas con un tamafio de poro mas
grande permiten que los compuestos puedan acceder a los sitios internos de adsorcién.
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Mientras mas acceden los compuestos a los sitios internos de las membranas, mayor
es su adsorcién. Sin embargo, estos pueden ser limitados con membranas mas
apretadas y/o con poros mucho mas pequefios como el caso de la nanofiltracién y
osmosis inversa (Yoon et al., 2004; Combe et al., 1999).

La rugosidad superficial de las membranas aumenta la adherencia de los coloides en la
superficie de las membranas y por consiguiente a un aumento en la colmatacion de las
membranas. Entre mas grande sea la superficie rugosa, mas grande es el area
superficial de las membranas, permitiendo mas contacto con las particulas. Por lo tanto
se espera que los microcontaminantes organicos tengan un comportamiento similar a
los coloides y sean fijados por adsorcion mas facilmente en las membranas con las
superficies rugosas y poros mas abiertos ( Xu et al., 2006).

La remocion inicial via adsorcion se establece cuando el equilibrio es alcanzado, sin
embargo, otros mecanismos pueden contribuir a la remocién de estos compuestos,
como por ejemplo, exclusion de tamafio y repulsion de la carga. Una vez de que el
equilibrio es alcanzado, la adsorcion puede tener un impacto adverso ya que se ha
mostrado que los compuestos adsorbidos pueden disolverse dentro de la capa activa de
la membrana, luego transportandose mediante difusion a través del polimero y
finalmente una desercidn puede ocurrir hacia el permeado de las membranas
(Van den Berg y Smolders., 1992).

Estudios realizados por Chang et al. (2006) estudiaron la remocién de E1 y E2 en
membranas de fibra hueca de ultrafiltracion con y sin biopelicula. De acuerdo a sus
resultados, las membranas con una biopelicula formada en la superficie de las fibras
huecas promovieron una mejor remocion de los compuestos que en las membranas sin
biopelicula.

e —
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4.2.2.2. Operacion y desempefio de los BRM a nivel laboratorio en la
remocion de E1, E2y EE2

Con el fin de determinar la remocién, el transporte y el destino de los estr6genos en
bio-reactores con membranas, se trabajaron con tres reactores a nivel laboratorio con
concentraciones de biomasa de 4,350 +390 mg.L™* (BRM 1), 5,480 +407 mg.L™* (BRM 2)
y 6,480 +411 mg.L™ (BRM 3), los cuales fueron operados con TRH de 7y 12 h y con
diferentes TRC entre 35 y 95 d. Las concentraciones de los compuestos en los
influentes fueron para el E1 de 42-293 ng.L*, para el E2 de 41.5-234.4 ng.L" y de
47.8-229 ng.L"! para el EE2.

Los reactores operaron durante 284 dias, los cuales fueron divididos en diferentes fases
experimentales. La primera fase para todos los reactores corresponde a la aclimatacion
de la biomasa. Para el BRM 1, la segunda fase de experimentacién corresponde a un
TRH de 12 hy un TRC de 75 d. La tercera y cuarta fase, el reactor operé con un TRH
de 12y 7 h con un TRC de 35 d. EI BRM 2 oper6 con un TRH de 12 hy un TRC de 45 d
correspondiente a la segunda fase experimental. En el tercer y cuarto periodo
experimental el TRH fue de 12 y 7 h trabajando con un TRC de 60 d. Asimismo, para el
BRM 3, en la segunda fase experimental el reactor operé con un TRHy TRC de 12 hy
95 d respectivamente. La tercera fase corresponde a una operacién del reactor con un
TRH de 7 hy con un TRC de 95 dias.

La concentracion de los compuestos fueron determinados en el influente, efluente y en
la biomasa de los reactores. En la Figura 4.29, 4.30 y 4.31 se presenta la evolucion de
la remocion de los estrogenos en el BRM 1, BRM 2 y BRM 3 respectivamente. Se
observa que durante los primeros 49-56 dias de operacion de los reactores existieron
remociones inestables de los compuestos esto debido a un periodo de aclimatacioén de
la biomasa. Durante este periodo, el E1 y EE2 presentaron remociones entre un 88y 92
% con concentraciones promedios en el efluente de 4 ng.L™" mientras que el E2 se
obtuvieron remociones de 96% operando con un TRH de 7 h con concentraciones en el
efluente de 2 ng.L™. A partir del dia 50, se observé un periodo de estabilidad en la
remocion de los estrogenos el cual estuvo ligado a un aumento en la concentracion de
la biomasa. Este comportamiento fue indicativo de una biomasa aclimatada. Por lo
tanto, a partir del dia 50 los reactores fueron operados con diferentes tiempos de
residencia hidraulica y tiempos de retencion celular. Durante la fase de aclimatacion de
la biomasa el TRC no fue controlado. Abegglen et al. (2009) observaron que el EE2
alcanzé condiciones estacionarias en aproximadamente 180 d en un BRM. Por lo tanto,
para obtener una completa aclimatacion de la biomasa a los compuestos puede ser
considerado un periodo minimo de 50 dias. Durante este periodo y hasta el dia 273
todos los reactores fueron operados con un TRH de 12 h. La remocién del E1 y EE2
aument6 alcanzando remociones del 98% y 97% respectivamente. Una eficiencia de
eliminacion del 99% del E2 fue obtenida en los reactores observandose detecciones de
este compuesto por debajo del limite de deteccién (LDD). El incremento de las
remociones de los estrégenos correspondid6 a un aumento en las actividades de
nitrificacion de las biomasas de los reactores los cuales fueron ligados a los diferentes
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TRC operados en los BRM. Se observé que la remocion del E1, E2 y EE2 decrecieron
un 3% cuando el TRH se disminuy6 de 12 a 7 h.
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Figura 4.29. Comportamiento de los estrogenos en el BRM 1
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Para disminuir los efectos disruptivos de los estrogenos es necesario que las
concentraciones del E1, E2 y EE2 en los efluentes de los sistemas de tratamiento sean
menores a 1 ng.L™ (Thorpe et al., 2003; Bachmann et al., 2002; Solé et al., 2001;
Segner et al., 2001; Rodgers-Gray et al., 2000; Sumpter, 1995). En la Tabla 4.14, se
muestran las concentraciones de los estrégenos en los efluentes de los reactores para
cada condicién de operacion en estado estacionario excepto para la fase experimental
1 (aclimatacion de la biomasa).

Se muestra que las concentraciones de los compuestos en los efluentes de los
reactores en la etapa de aclimatacioén de la biomasa fueron entre 1y 5 ng.L™. Las altas
concentraciones de los estrégenos detectadas en los efluentes de los reactores
estuvieron relacionadas a diferentes factores tales como a una biomasa no aclimatada,
al TRH y baja tasa de nitrificacion, la cual estuvo relacionada con el TRC. Cuando los
reactores fueron operados con TRC mayores a 35 d, las tasas de nitrificacion se
incrementaron incrementandose las remociones de los compuestos. Sin embargo, se
observa que operando con TRC de 35, 75y 95 d, las concentraciones E1 y EE2 en los
efluentes de los reactores fueron altas.

Los mejores resultados obtenidos en la remocién de los estrégenos fueron con TRC de
45 y 60 dias con concentraciones hasta por debajo del limite de deteccién. En lo que
respecta con el TRH, se observo que trabando con TRH de 12 h las concentraciones de
los estrogenos disminuyen. Por lo tanto, el TRH y el TRC influyeron en la remocion del
El, E2y EE2.

El E2 fue el compuesto que presentd una mayor remocién desde el arranque de los
reactores, esto se debe a que el E2 es mas biodegradable que el E1 y EE2 (Andersen
et al., 2003; Baronti et al., 2000).

En la Figura 4.32 se presentan las remociones promedios de los estrégenos respecto a
la concentracion de los SSV. Se observé que la concentracion de la biomasa expresada
como SSV no influy6 sustancialmente sobre la remocion del E1, E2 y EE2, ya que para
las diferentes concentraciones de biomasa se obtuvieron remociones del 97.5 +0.2 para
el E1, 98.4 +0.3 para el E2 y de 97.6 +0.3% para el EE2. El término * indica la
diferencia del porcentaje de remocion de los estrégenos entre las tres concentraciones
de biomasa probadas.
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Tabla 4.14. Concentraciones de E1, E2 y EE2 en los efluentes de los BRM con
diferentes condiciones de operacién

Efluente (ng.L™)
E1l \ E2 \ EE2
Fase
experimental BRM 1
Achmgtamon de la 5 42 2 41 342
biomasa
TRH 12 h
TRC 75 d 4 +3 < LDD 212
TRH 12 h
TRC 35 d 1+1 1+2 2 13
TRH 7 h
TRC 35 d 4 +2 2+1 4 +3
BRM 2
Achma_ltac:lon de la 342 1 +2 4 +3
biomasa
TRH 12 h
TRC 45 d 1+3 < LDD 212
TRH 12 h
TRC 60 d < LDD < LDD <LDD
TRH 7 h
TRC 60 d 2 +4 < LDD 343
BRM 3
Acllma_tta(:lon de la 4+1 1 +1 343
biomasa
TRH 12 h
TRC 95 d 2 +4 1+ 2 4 +3
TRH 7h
TRC 95 d 52 1+l 62
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Figura 4.32. Influencia de los SSV sobre la remocién de E1, E2 y EE2

4.2.2.2.1. Influencia del TRC y TRH sobre la remocién de los
estrogenos

Se ha reportado que las altas remociones de algunos compuestos disruptores
endocrinos y farmacos generadas en algunos procesos biolégicos de tratamiento de
agua entre los que se destacan los bio-reactores con membranas son obtenidas cuando
estos procesos trabajan con prolongados TRC (Clara et al., 2005; Poseidon, 2005; Joss
et al., 2004; Kreuzinger et al., 2004). Igualmente, se ha encontrado que la remocién de
farmaceuticos pueden presentar remociones considerables incrementando el TRC de
15 a 72 d (Radjenovic et al., 2009; Reif et al., 2008, Kimura et al., 2007) y los
estrogenos entre 17 y 33 d (Hu et al., 2007) en BRM y lodos activados.

De acuerdo con Clouzot et al. (2010), un aumento en el TRC permite el desarrollo de
microorganismos especificos de lento crecimiento (por ejemplo las bacterias
nitrificantes) dentro del sistema, estableciéndose de esta manera, una biocénosis mas
diversa con altas capacidades fisiologicas para degradar contaminantes especificos y/o
compuestos dificiles de remover, a parte de que pueden alcanzar una completa
adaptacion a la presencia de estos contaminantes. Tales bacterias usualmente no estan
presentes en los sistemas convencionales como el de los lodos activados. Por lo tanto,
es muy importante la determinacion de un rango de trabajo de TRC en plantas de
tratamiento de aguas residuales con los cuales se pueden asegurar altas remociones
de microcontaminantes.

Otro factor que influye sobre las eficiencias en los sistemas de tratamiento de aguas
residuales es el TRH. Se ha reportado que altos valores de TRH permiten que los
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procesos de adsorcion y biodegradacion se lleven a cabo méas facilmente
incrementandose la remocién de estrégenos (Servos et al.,, 2005; Andersen et al.
(2003); Williams et al., 2003; Layton et al., 2000). Clara et al. (2005), Johnson y
Sumpter (2001), Spengler et al. (2001), Baronti et al. (2000) y Johnson et al. (2000)
indicaron que para obtener mejores remociones de E1, E2 y EE2 se necesitan largos
TRC y altos TRH.

Una de las mayores ventajas que presentan los BRM sobre los lodos activados
convencionales es que el TRC y el TRH pueden trabajarse de forma independiente
ademds de que pueden ser operados con altos TRC y en el de los lodos activados no.
El TRC en sistemas convencionales se encuentran en el rango de 5y 20 d mientras que
en los BRM esta entre 20 y 50 d. En plantas pequefias o descentralizadas como casi no
hay purga de lodos se pueden generar TRC mayores a 100 d (Abegglen et al., 2009).
En un principio, los BRM pueden ser operados simultdneamente con bajos y altos TRH
y TRC respectivamente, sin embargo los BRM pueden operar con altos TRC y TRH.
Otra de las ventajas que ofrecen los BRM es que se pueden trabajar con altas
concentraciones de biomasa dentro del reactor (10-20 g SSV.L") mejorandose las
tasas de remocion de compuestos lipofilicos como los estrégenos debido a una alta
actividad bioldgica por unidad de volumen (Weiss y Reemtsam, 2008). Por lo tanto, se
ha visto que el incremento en el TRC y el TRH favorecen la remocion de los estrogenos.
Sin embargo, pocos estudios han relacionado el efecto que presenta el TRC y la
variacion del TRH y viceversa sobre la remocion de estos compuestos. Uno de los
objetivos de este trabajo fue comparar la relacion que existen entre estos dos
parametros operaciones sobre la eliminacién de E1, E2 y EE2. En este estudio se
probaron 5 TRC los cuales fueron de 35, 45, 60, 75 y 95 dias, variando el TRH de 7 a
12 h.

Las mejores remociones de contaminates presentes en las aguas residuales se
encuentran cuando los sistemas estan en estado estacionario los cuales son obtenidos
generalmente de 2 a 3 veces el TRC. Otro criterio practico que define a un BRM en
estadio estacionario es cuando el sistema esta operando con TRC mayores a 50 d,
mostrandose una estabilizacion de los SSV después de pocos dias de operacién una
vez alcanzado este TRC (Barrios-Martinez et at., 2006). En este estudio las condiciones
estacionarias en los reactores se definieron como 2 veces el TRC propuesto.

En la Figura 4.33a se muestran las remociones de E1, E2 y EE2 con los 5 TRC
estudiados con un TRH de 12 h. Las mayores remociones de E1, E2 y EE2 obtenidas
para estas condiciones fueron con un TRC de 60 d con remociones de los tres
compuestos del 100%. Con TRC mayores a 75 dias la capacidad de microorganismos
para remover a los estrégenos se vié afectada ya que las remociones de los estrégenos
disminuyeron pasando del 100% hasta un 96%. ElI mismo comportamiento fue
observado para un TRC de 35 y 45 dias. El compuesto mas estable para estas
condiciones probadas, es decir, que sus remociones no se ven afectas por el TRC
(excepto para un TRC de 35 d) fue el estradiol.
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Por otro lado, en la Figura 4.33b se presentan las remociones de los estrégenos
obtenidas cuando los reactores fueron operados con TRC de 35, 60 y 95 d trabajando
con TRH de 7 h. Al igual que con la operacion de los reactores con un TRH de 12 h, los
mejores resultados en las remociones de los compuestos fueron con un TRC de 60 d.
Sin embargo, en este caso las remociones de E1, E2 y EE2 fueron menores al 100%
respectivamente, lo cual indicé que el TRH si afectd la eliminacion de los estrégenos
excepto para el E2. Para un TRC de 35 y 95 d, las remociones de los compuestos
fueron entre un 94 y 98%, las cuales fueron menores comparados con un TRH de 12 h.
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Figura 4.33. Remocion de estrégenos con diferentes TRCy TRH. a) TRH = 12 h, b)
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Un factor por el cual con tiempos prolongados de retencion celular se reduce la
remocion de los estrégenos puede ser debido a que cuanto mas alto es el TRC la
biomasa esta mas estabilizada lo que corresponde también a un aumento en la fraccion
organica inerte producto de la lisis celular de la biomasa dando como resultado ésta
disminucion.

Asimismo en la Figura 4.34 se muestra la relacion entre el TRH y el TRC en la
remocion de E1, E2 y EE2. Se observa claramente que tanto el TRH como el TRC
influyen sobre la remocion de los estrogenos. Para un TRC de 35d y con un TRH de 7
h, la remocion de los estrégenos fueron entre un 94 y 97%, mientras que para un TRH
de 12 h las remociones fueron un 97 y 98%. Con un TRC y TRH de 95 dy 7 h
respectivamente, las remociones de los compuestos se encontraron entre un 93 y 98%.
Para un TRH de 12 h, las remociones fueron entre un 95y 98%.

Los resultados indicaron que el mejor desempefio de los BRM en la remocion de los
estrogenos fueron cuando operaron con un TRC 60 d y con un TRH de 12 h. Las
eficiencias de eliminacion para estas condiciones de operacion fueron del 100% con
concentraciones en el efluente menores a 1 ng.L™. Este hecho puede estar relacionado
a 4 factores:

1. a la posible presencia de microorganismos nitrificantes capaces de remover
estrogenos, esto debido a que se observd una alta actividad de nitrificacion en el
sistema.

2. que bajo estas condiciones de operacion, los microorganismos dentro del reactor
estuvieron sujetos a condiciones extremas de alimentacién previniendo el proceso
anabalico y permitiendo solo condiciones metabdlicas, forzando de esta manera a
los microorganismos a metabolizar también compuestos con baja biodegradabilidad.

3. la adsorcion de los compuestos en la biomasa.

4. 'y alas membranas.

Este ultimo hay que considerarlo como un factor importante en la remocion de E1, E2 y
EE2, ya que los espacios libres o sitios activos en los poros internos de las membranas
y sobre la superficie de estas, generan una adsorcion de los compuestos sobre las
membranas. Asimismo, la acumulacion de material colmatante sobre la superficie de las
membranas disminuyen el tamafio del poro de las membranas permitiendo que las
membranas funjan como barreras fisicas para los estrogenos.

Esta es una explicacién del porque la remociéon de microcontaminantes puede ser
superior en BRM que un proceso de lodos activados.
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Figura 4.34. Relacion entre diferentes TRC y TRH sobre la remocion de E1, E2 y EE2

De acuerdo a la Figura 4.35, la remocion del E1 y EE2 se ve afectado por la variacion
del TRH mientras que para el E2 el TRH no influye drasticamente en su eliminacién
siendo este compuesto el mas facil de remover comparado con el E1 y EE2. El espacio
entra la linea y el guion indica una diferencia 2% respecto al 100%. Se mostré que con
un TRH de 12 h los estrogenos fueron detectados por debajo de limite de deteccion.

Por lo tanto, valores altos de TRH (mayores o igual a 12 h) se necesitan para obtener
altas remociones de E1, E2 y EE2.
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Figura 4.35. Remocién de E1, E2y EE2 conun TRHde 7y 12 h

Lee et al. (2008) estudiaron la remocién de E1 y EE2 en un bio-reactor con membranas
sumergidas, en los cuales obtuvieron remociones del 71 y 64 % respectivamente,
siendo el compuesto mas recalcitrante el EE2. Asimismo, Suarez et al. (2010)
encontraron que el EE2 es el compuestos mas recalcitrante comparado con el E1 y E2
en un proceso bioldgico. Los resultados obtenidos en éste trabajo y de acuerdo a lo
reportado por otros investigadores, se confirma que el EE2 es el compuesto mas
recalcitrante de los dos estrégenos estudiados.

Pocos estudios han demostrado el efecto que tiene la relacion entre el TRC y el TRH
sobre la remocion de E1, E2 y EE2. Por un lado, Weiss y Reemtsam (2008) reportaron
que un alto TRC y TRH tienen un efecto positivo en la eliminacion de los compuestos,
sin embargo, indicaron que el TRC si influye en la remocion de los compuestos y el
TRH no. Mientras que Servos et al. (2005) encontraron que el TRC no presenta una
relacion sustancial en la remocion de estrégenos y la variacion del TRH si tiene un
efecto sobre la remocion de los estrogenos. En este estudio, se difiere a lo reportado
por estos autores ya que de acuerdo a los resultados obtenidos el TRH y TRC fueron
intrinsecamente relacionados sobre la remocion de E1, E2 y EE2 como se demostré
anteriormente.
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Los resultados de diferentes literaturas sobre la remocion de E1l, E2 y EE2 con
diferentes condiciones de operacion se presentan en la Tabla 4.15. Se observa que
existen diferencias en las remociones de microcontaminates en relacion con el TRC y el
HRT. Este hecho, puede estar influenciado por varios factores como por ejemplo,
periodos cortos de operacion, carga de estroégenos, el tipo de agua (real o sintética) y la
operacion con un TRC y varios TRH y viceversa. Asimismo, los resultados muestran
que la remocién de E1, E2 y EE2 en un BRM es mayor comparado con otros sistemas
de tratamiento biolégico. Abegglen et al. (2009) propusieron que los BRM puede ser
una opcion viable para el reaso del agua con una alta calidad del agua tratada y una
alta remocion de farmacéuticos, productos para el cuidado personal y compuestos
disruptores endocrinos.

Tabla 4.15. Remocion de E1, E2 y EE2 mediante diferentes procesos bioldgicos

Remocién Proceso .
Compuesto | TRC (d) | TRH (h) (%) biolégico Referencia
Lodos
El, E2, EE2 50 - 87-99 activados con Suarez et al. (2010)
nitrificacion
EE2 50 19-50 99 BRM Clouzot et al. (2010)
EE2 100 82-1510 92 BRM Abegglen et al. (2009)
EE2 - 2-4 (d) 99 BRM De Gusseme et al. (2009)
El, E2, EE2 4.5 14 82-98 Lodos Gunnarsson et al. (2009)
activados
El, E2, EE2 87 8 98-100 BRM Gunnarsson et al. (2009)
E1l, E2,EE2 2-17 - 57-98 SBR Pholchan et al. (2008)
E1l, EE2 20 8 64-71 BRM Lee et al. (2008)
E1l, E2 180 - 60-69 SBR Balest et al. (2008)
El, E2, EE2 17-33 6 10-40 BRM Hu et al. (2007)
El, E2, EE2 22-82 23 77-96 BRM Clara et al. (2005)
E1,E2,EE2 | 2-550 23 20-90 Lodos Clara et al. (2005)
activados
E1, E2 i 10-14 60 Lodos Williams et al. (2003)
activados
E1, E2 - 2-3 44-49 Lodos Williams et al. (2003)
activados
E1, E2, EE2 i 2-8 58-94 Lodos Fujii et al. (2002)
activados
El, E2, EE2 35-95 7-12 93-100 BRM En este estudio

A pesar de que las remociones de E1, E2 y EE2 obtenidas en este trabajo se ven
afectas por el TRC y TRH se obtuvieron remociones altas de estos compuestos con las
diferentes condiciones de operacion probadas comparadas con otros procesos
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biolégicos incluyendo BRM. Estas remociones obtenidas en los reactores estuvieron
correlacionadas también a un proceso de nitrificacion generado por los altos TRC
operados.

Suarez et al. (2010), mostraron el afecto de la nitrificacion y desnitrificacién un reactor
sobre la remocion de estrégenos. Sus resultados mostraron que en condiciones de
nitrificacion se presentan altas remociones de los estrogenos entre un 87 y 99% con un
TRC mayor a 50 d, mientras que en condiciones andxicas, la remocion de los
compuestos fueron menores a 72% con TRC menores y mayores a 20 d. De acuerdo a
esto, el TRC en condiciones de nitrificacion si afecta a la remocion de los 3 estrégenos
mientras que en condiciones desnitrificacion el TRC no influye.

Como se menciond anteriormente, la operacion de los BRM con diferentes condiciones
de operacion en términos del TRC y TRH son pardmetros completamente
independientes, sin embargo, estos parametros operacionales no son completamente
independientes del uno con el otro y estas condiciones operacionales pueden variar de
acuerdo a las caracteristicas fisicoquimicas del influente. Por ejemplo, una seleccion
desacoplada del TRH y TRC en un BRM no puede se posible. Cuando el TRH
disminuye existe un incremento en el flujo dentro del reactor, en la cantidad de material
particulado y en la tasa de crecimiento de la biomasa. Para mantener una concentracion
de SSV en un rango operable de biomasa es decir con TRC no muy prolongados, la
biomasa tiene que ser purgada permitiendo que el TRC disminuya.

Ademas, altos tiempos de TRC y bajos TRH pueden resultar en un incremento en el
taponamiento de las membranas debido a la acumulacion de sustancias poliméricas
extracelulares sobre la superficie de las membranas y al crecimiento progresivo de la
biomasa (Djamila et al., 2008). La opcién de proponer un TRC y un TRH adecuado para
alcanzar una mejor calidad de agua tratada debe estar intrinsecamente relacionada con
el taponamiento de las membranas, por lo tanto, seleccionar un mejor TRC y TRH nos
ayudar4d a una mayor remocién de los estrégenos disminuyendo los problemas
asociados en el taponamiento de las membranas.

La variacion de un TRC y un TRH puede afectar las eficiencias de remocién del proceso
(remocién de estrogenos, material organico y nutrientes), asi como también las
estructuras de las comunidades bacterianas, composicion de las poblaciones
bacterianas, las bioactividades en los sistemas de tratamiento de aguas residuales y la
colmatacion de las membranas.

4.2.2.2.2. Relacion entre laremocion del E1, E2y EE2 y el proceso de
nitrificacion

Se ha observado que las plantas de tratamiento de aguas residuales que incluyen
procesos de nitrificacion pueden mejorar las remociones de E1, E2 y EE2 (Clara et al.,
2005; Svenson et al., 2003). La actividad de los microorganismos autotrofos como los
nitrificantes y algunos microorganismos heterétrofos como Pseudomonas putida son
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reportados que pueden contribuir con la remocion de E1, E2 y EE2 presentes en las
aguas residuales mediante cometabolismo (Yi y Harper, 2007; Shi et al., 2004). Yi y
Harper (2007) mostraron que la enzima monoaminooxigenasa el cual es una enzima
que cataliza el primer paso de la nitrificacion de nitrdgeno amoniacal a hidroxilamina
juega un papel importante en la degradacién de EE2. Shi et al. (2004) y Vader et al.
(2000) demostraron una alta degradacion de EE2 con una biomasa con alta actividad
nitrificante.

Yiy Harper (2007) proposieron el concepto de que los microorganismos nitrificantes que
degradan a los estrégenos generan intermediarios que subsecuentemente sirven como
sustrato para los organismos heterétrofos. Por otro lado, Gaulke et al. (2008) sugieren
que el primer mecanismo de la degradacién de los estrogenos esta ligado a una
actividad por parte de los microorganismos heterotrofos. Ellos proponen que la
remocion de estos compuestos mediante bacterias oxidantes del amonio es debido a
reacciones abioticas de nitracion con el estrégeno, es decir, mediante un proceso
quimico mediante la adicion de la introduccién de un grupo nitro en un sitio activo del
compuesto gobernado por una alta concentracion de nitritos (N-NO7,) después de la
oxidacion de altas concentraciones de nitrogeno amoniacal (N-NH",).

El desarrollo de microorganismos de lento crecimiento como los microorganismos
nitrificantes puede ser alcanzado con altos TRC. En los lodos activados convencionales
generalmente operan con bajos TRC entre 15 y 20 d, por lo tanto el desarrollo de
nitrificantes es bajo. Sin embargo, en los BRM, la completa retencion de la biomasa
permite un control sobre el TRC generandose TRC mas prolongados estimulandose el
crecimiento de microorganismos nitrificantes. Una biomasa con alta actividad nitrificante
requiere condiciones especificas de crecimiento y presentan una alta sensibilidad a los
parametros externos tales como el pH, concentracibn de oxigeno disuelto y
temperatura. Las condiciones tipicas para los microorganismos nitrificantes se
encuentran con pH de 7.5 y concentraciones de oxigeno disuelto por arriba de
4mg O,

En este trabajo se evalué el proceso de nitrificacion sobre la remocion de los
estrogenos. En la Figura 4.36, se muestra el comportamiento de las remociones de E1,
E2 y EE2 con relacion a la formacion del nitrogeno de nitratos (N-NO’3). La
concentracion promedio de N-NH*4 en los influentes de los reactores en todas las fases
experimentales fue de 17.1 mg.L™". Se observa que durante los primeros 50 dias de
operacion de los tres reactores (correspondientes a la primera fase experimental), las
remociones de los estrégenos no fueron constantes y oscilaron entre un 70 y 97%,
tipico para los procesos biolégicos convencionales con concentraciones en los efluentes
entre 1y 20 ng.L™. Este comportamiento estuvo asociado a una desaclimatacion de la
biomasa hacia los estrégenos y a una baja produccién de N-NO'; (entre 3 'y 4 mg.L™).
Este dltimo fue relacionado con el arranque de los reactores, ya que los sistemas fueron
inoculados con biomasa proveniente de un proceso de lodos activados convencional, el
cual no esta nitrificando. En estas condiciones, se generaron tasas de formacion de
nitratos de 2.1 mg.g SSV'.d?, las cuales fueron bajas debida a la poca produccién de
nitratos. Por otro lado, se observé altas remociones del N-NH*; con poca formacion de
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nitratos durante esta fase experimental. Las altas remociones de nitrdgeno amoniacal
pudieron estar asociadas a un proceso nitrificacion-desnitrificaciéon que fueron llevados
a cabo posiblemente a la formacion de micronichos anodxicos producto de una mala
distribucién del aire en los reactores dando como resultado altas remociones del N-NH",
y/o a un error analitico. Durante esta etapa, el E2 fue el compuesto que presentd
remociones promedios del 96%, las cuales fueron mayores en comparacion con el E1 y
EE2 con remociones de 88 y 92% respectivamente. Cabe sefalar que durante toda la
experimentacion, los reactores se mantuvieron con una concentracion de oxigeno
disuelto entre 6 y 7 mg.L™. El pH se mantuvo entre 6.5 y 7.3 unidades.

Durante las siguientes fases experimentales, la formacién de nitratos en todos los
reactores se incrementd6 de 3 hasta 15 mg.L™" obteniéndose remociones hasta del
100% de E1, E2 y EE2 con TRC de 60 d. El aumento de los nitratos en los efluentes de
los reactores estuvé relacionada con la oxidacion biolégica del NH*, generada por los
altos TRC operados en los reactores (TRC > 35 d). Este hecho gener6 un aumento
progresivo de los nitratos en los efluentes de los reactores y una disminucién del N-
NH*4, indicando un proceso de nitrificacion en los sistemas, por lo tanto, bajo estas
condiciones, las tasas de formacion de nitratos se incrementaron de 2.1 hasta 7.7 mg.g
SSsvt.d®. A partir del dia 50 de operacién, todas las biomasas de los reactores entraron
en una fase de alta actividad nitrificante con concentraciones de N-NH'; en los
efluentes de los reactores por debajo de 1 mg.L™. Asimismo, la constante alimentacion
de N-NH"; dentro de los BRM posiblemente permitié el desarrollo de microorganismos
nitrificantes. A pesar de que no se realizaron la identificacibn de microorganismos
nitrificantes, el parametrd de respuesta que indicé que la biomasa presenté una alta
actividad nitrificante fue la formacion de nitratos. Ademas, el establecimiento de
especies microbianas nitrificantes estuvo relacionado con una disminucién en la
concentracion de los SSV las cuales se generaron durante los primeros 50 dias de
operacion. Clouzt et al. (2010) indican que las consecuencias de la nitrificacion en un
proceso biolégico es la acumulacion de nitratos en el efluente de un reactor.

De esta manera se confirma que los reactores en todas las fases experimentales
(excepto la primera fase experimental) estuvieron operando con una alta actividad
nitrificante.
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Figura 4.36. Evolucién del proceso de nitrificacion en la remocion de los estrogenos: a)
BRM 1; b) BRM 2 y ¢) BRM 3
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De Gusseme et al. (2009), observaron que la remocion de EE2 es mayor con un lodo
activado aclimatado al EE2 y con alta actividad de nitrificacibn comparado con un lodo
activado con baja actividad de nitrificacion. Con el lodo con una alta y baja actividad
nitrificante, las remociones de EE2 fueron del 99 y 87% respectivamente. Este
comportamiento fue observado en este trabajo obteniéndose remociones de los
estrdgenos con una biomasa no aclimatada y con baja actividad de nitrificacion entre un
88 y 97%, mientras que para una biomasa aclimatada y con alta actividad de
nitrificacion la elimacion de los compuestos fueron hasta el 100%.

En la Figura 4.37, se muestra el porcentaje de nitrificacion con diferentes TRC. Se
observa que durante el periodo de aclimatacion de la biomasa, el proceso de
nitrificacion fue 3 veces mas bajo con respecto a los diferentes TRC lo cual estuvo
asociado con las bajas remociones obtenidas en los BRM durante esta fase
experimental. Este comportamiento mostré claramente la influencia del proceso de
nitrificacion sobre la remocién de los estrogenos. En general, los reactores generaron
una conversion del N-NH"; a N-NO'3 mayor al 50%. Pholchan et al. (2008) sugieren que
el rol y la abundancia de bacterias nitrificantes (especialmente la enzima
monooxigenasa) esta en relacién con la formacion de nitritos y nitratos en un reactor
biolégico deberan presentar una mayor remocion de los estrégenos en el agua residual.
Los resultados obtenidos en este trabajo corroboran esta hipétesis.
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Figura 4.37. Porcentaje de nitrificacion con diferentes TRC.
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En la Figura 4.38, se muestra la relacién entre las tasas de formacién de nitratos y las
tasas especificas de remocion de los estrogenos. Los resultados obtenidos mostraron
una relacion completamente lineal entre la nitrificacion y la remocion de E1, E2 y EE2.
Se observa que para bajas tasas de nitrificacion aproximadamente de 2.1 mg N-NO's.g
SSvt.d?, se generaron tasas de remocién de los compuestos entre 24 y 32 ng.g SSV°
. d!. Cuando las tasas de nitrificacién aumentaron de 2.1 a 4.7 mg N-NO’5.g SSV*.d?,
las tasas especificas de remocion incrementaron de 24 a 88 ng.g SSV™'.d* para el E1,
de 26 a 72 ng.g SSV'.d! para el E2 y para el EE2 de 32 a 73 ng.g SSV*'.d™. De
acuerdo a esto, el proceso de nitrificacion esta directamente influenciado en la remocién
de E1, E2 y EE2. Este mismo comportamiento fue observado por Ren et al. (2007), Yiy
Harper (2007), Shi et al. (2004) y Vader et al. (2000).
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Figura 4.38. Relacién entre la nitrificacién y la remocién de E1, E2 y EE2

Ademas, el desarrollo de microorganismos autétrofos fue validado por el seguimiento de
las tasas de nitrificacion y las tasas de formacién de nitratos para diferentes condiciones
de operacion (Tabla 4.16). Para una biomasa con baja actividad nitrificante
(aclimatacion de la biomasa), las tasas de nitrificacién se encontraron entre 1.7 y 2.4 mg
N-NO’5.g SSV*.d* generandose bajas tasas especificas de remocion de los estrégenos
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menores a 30 ng.g SSV*.d*. En las fases subsecuentes en todos los reactores, las
tasas fueron mayores a 3.2 mg N-NO%;.g SSV'.d*! indicando un aumento en las
actividades nitrificantes de las biomasas de los reactores operados con diferentes
condiciones de operacion. Se observa que las tasas para cada condicicén de operacion
se incrementaron entre un 30 hasta un 400% respecto a las tasas de remocion en la
fase de aclimatacion de la biomasa.

Tabla 4.16. Efecto de la nitrificaciéon en la remocion del E1, E2 y EE2 con diferentes
condiciones de operacion en los BRM

Tasa especifica Remocion Tasa de formacién
Fase de remocién .
BRM . 1o (%) de nitratos
experimental (ng.g SSV".dM) (mg N-NO'5.g SSV™.d%)
EL | E2 | EE2 | E1 | E2 | EE2 9 9 '
Aclimatacion 30 | 32 25 88.3 | 95.3 | 92.8 2.4
TRH 12 h
. TRC 75 d 52 | 46 45 98.6 | 100 98 3.5
TRH 12 h
TRC 35 d 127 | 101 | 102 98 | 985 | 97 5.4
TRH 7 h
TRC 35 d 58 | 41 54 95 97 | 94.7 7.5
Aclimatacion 24 25 30 92 | 97.3 | 90.3 1.7
TRH 12 h
, TRC 45 d 44 | 55 45 99.5 | 100 99 3.9
TRH 12 h
TRC 60 d 100 | 80 80 100 | 100 | 100 3.8
TRH 7 h
TRC 60 d 51 | 35 46 98 100 97 7.7
Aclimatacion 21 | 22 27 89 975 | 92 2.2
TRH 12 h
3 TRC 95 d 54 | 45 44 975 | 99 96 3.2
TRH 7h
TRC 95 d 37 | 35 37 96.5 | 98.3 | 94 4.9

You et al. (2010) observaron la influencia del TRC en el proceso nitrificacion y las
caracteristicas de los microorganismos nitrificantes en un BRM. Estos autores indicaron
que con TRC de 30 d son obtenidas mejores tasas de oxidaciéon del amonio
(0.22 kg N-NH'skg SSV'd?') y tasas especificas de formacion de nitratos
(0.13 kg N-NO5.kg SSV*.d™*) comparados con TRC de 90 y 230 d. Asimismo, con TRC
de 30 d mostraron una mayor acumulacion de microorganismos nitrificantes en el
reactor. No obtante, se mostraron que con TRC de 90 y hasta 230 d existe una
actividad relativamente alta de nitrificacion. Un comportamiento muy similar fue obtenido
en este trabajo. En la Figura 4.39, se muestran las tasas de formacion de nitratos con
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diferentes tiempos de retencion celular. Con TRC de 35 d se obtuvieron las mejores
tasas de formacion de nitratos (7 mg N-NO's.g SSV*.d?), las cuales disminuyeron
conforme se incrementaba el TRC. Sin embargo, las tasas bajas de nitrificacion
observadas con el aumento del TRC fueron altas en relacién con las tasas obtenidas en
la aclimatacion de la biomasa por lo cual, las tasas de formacién de nitratos se
consideran altas para TRC de 45, 60, 75 y 95 d resultando una alta actividad nitrificante
para las biomasas para estas condiciones de operacion.

Tasa de formacion de N-NO-,
(mg.g SSV-1.d?)

0 T T T T T T 1
30 40 50 60 70 80 90 100

TRC (d)

Figura 4.39. Relacion del TRC en las tasas de formacion de nitratos

El mecanismo de remocion de los estrogenos y la nitrificacion mediante accién
cometabdlica se presenta en la Figura 4.40. Las enzimas monoaminooxigenasas
convierten el N-NH"; a hidroxilamina (NH>OH) en presencia del oxigeno. Este paso
requiere una baja energia que es regenerado como NH,OH y es oxidada a N-NO’, por
la enzima hidroxilamina oxidoreductasa. Entonces, los electrones entran a un ciclo
catabdlico involucrando un cobre binuclear (Cu?*-Cu®*) localizado en el sitio activo de la
amino monooxigenasa. La reaccién con el oxigeno oxida el Cu'* a Cu?*, sin embargo,
los enlances del oxigeno permanecen como un radial electrofilico. Esta forma
oxigenada de la enzima reacciona con los compuestos organicos mediante reacciones
de hidroxilacién para generar un cobre oxidado (Cu®").
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Figura 4.40. Transformacion cometabolica de los estrogenos mediante
microorganismos nitrificantes

4.2222.1. Balance de nitrégenos

En la Tabla 4.17, se presenta el balance del nitrdgeno para cada reactor en cada
condicion. Las remociones del N-NH*; siempre fueron por arriba del 95% y con
formacioén de nitratos en los efluentes de los reactores hasta 12 mg.L™. Se considera
que el nitrégeno total en el influente es igual al N-NH*; en el influente. La diferencia
entre el nitrogeno total en el efluente e influente (AN) es atribuida al consumo de la
biomasa aerobia principalmente para sus requerimientos de crecimiento. Sin embargo,
esto no aplica para la primera fase experimental en todos los reactores ya que
posiblemente cierta cantidad de N-NH'; se pierde por las posibles formaciones de
zonas anoxicas, producto de una mala transferencia de oxigeno en los sistemas 0 a un
error en la técnica analitica en la determinacion del N-NH",. La acumulaciéon de N-NO™,
en los sistemas no genero inhibicion de los sistemas.
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Tabla 4.17. Balance de nitrdgeno durante la operacién de los tres BRM con diferentes
condiciones de operacién

Fase Influente | Efluente | Efluente | Efluente Nt AN
BRM experimental N-NH+14 N-NH+14 N-NO'12 N-NO'f Equente+N-NOl'2+N-NO'3 (mg NT.L"Y)
(mg.L™) | (mg.L™) | (mg.L™) | (mg.L™) (mg.L™) )
Aclimatacién
de la 21 2 4 3 9 -12
biomasa
TRH 12 h
1 TRC 75 d 16 0.5 3 8 115 45
TRH 12 h
TRC 35 d 17 0.2 3 10 13.2 -3.8
TRH 7 h
TRC 35 d 15 2 1 10 13 -2
Aclimatacién
de la 20 2 4 3 9 -12
biomasa
TRH 12 h
) TRC 45 d 17 0.1 2 10 12.1 -4.9
TRH 12 h
TRC 60 d 19 0.4 5 10 15.4 -3.6
TRH 7 h
TRC 60 d 22 0 7 12 19 -3
Aclimatacién
dela 20 2 3 4 9 -11
biomasa
3 TRH 12 h
TRC 95 d 17 0.3 3 10 13.3 -3.7
TRH 7h
TRC 95 d 19 0 7 9 16 -3
4.2.2.2.3. Deteccion de estrogenos en la biomasa inactivada
42.2.23.1. Determinacién del coeficiente de adsorcion Kp

Un factor a considerarse en estudios sobre la remocion de compuestos disruptores
endocrinos en las aguas residuales es el valor del coeficiente de particion o coeficiente
de adsorciéon (Kp), el cual indica la hidrofobicidad de un compuesto. Compuestos con
valores de Kp < 0.1 L.g* se consideran débilmente adsorbidos en un medio sélido
(hidrofilico). Cuando Kp > 0.2 L.g™ la adsorcién sobre sélidos es fuerte (hidrofébico)
(Joss et al., 2006).

Para la obtencion del coeficiente de adsorcién se utilizé el modelo lineal de la ecuacion
3.6 graficandose S. vs x/m. Se Utilizé el modelo lineal debido a que recientemente se
ha reportado que un ajuste lineal descibre una mejor correlacion en comparaciéon con el
modelo de Freunlich para microcontaminates no polares (por ejemplo estrégenos y
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nonilfenoles polietoxilatados (Barret et al., 2010; Di Giogia et al., 2009). Para realizar
las isotermas de adsorcion se tomo biomasa de uno de los BRM la cual fue desactivada
con Azida de Sodio (NaN3). Recientemente, la inactivacion de microorganismos
provenientes de procesos bioldgicos para el tratamiento de aguas residuales ha sido
realizada mediante la adicion de NaN3 (Clouzot et al., 2010) y, ha sido comprobada por
los mismos autores mediante mediciones respirométricas. Una de las funciones de la
Azida de Sodio, es la de inhibir al citocromo c¢ oxidasa, el cual evita que las células
consuman oxigeno y mueran.

En la Figura 4.41 se muestran las isotermas de adsorcion obtenidas. La pendiente de
las isotermas representa el coeficiente Kp en L.g*. De acuerdo al modelo lineal, los
coeficientes de adsorcion de E1, E2 y EE2 fueron de 0.323, 0.375 y 0.474 L.g*
respectivamente. Las concentraciones en el equilibrio se alcanzaron alas 3, 1 y 5 h
para el E2, E2 y EE2 respectivamente, indicando que la adsorcion de los estrégenos en
la biomasa desactivada fue rapida.

e —
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Figura 4.41. Isotermas de adsorcién determinadas con biomasa desactivada del BRM
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En la siguiente Tabla 4.18 se presentan valores determinados de Kp en diferentes tipos
de biomasas. Como se puede observar, los valores del coeficiente de adsorcion
determinados en este estudio se encuentran dentro del rango reportado en algunas
investigaciones.

Tabla 4.18. Coeficientes de adsorcion Kp de los estrogenos con diferentes tipos de
biomasa y con suelo

Compuesto | Kp(L.g™h) Biomasa Referencia
0.338-0.442 Lodo digerido Carballa et al. (2008)
£1 0.380-0.431 | Lodos activados | Andersen et al. (2005)
0.551 Suelo Linda et al. (2003)
0.323 BRM Este estudio
0.361-0.451 Lodo digerido Carballa et al. (2008)
E2 0.397-0.447 | Lodos activados | Andersen et al. (2005)
0.414-0.477 | Lodos activados Clara et al. (2004)
0.375 BRM Este estudio
0.318-0.454 Lodo digerido Carballa et al. (2008)
0.397-0.477 BRM Xu et al. (2008)
0.301-0.380 SBR Xu et al. (2008)
EE2 0.431-0.462 | Lodos activados | Andersen et al. (2005)
0.431-0.477 | Lodos activados Clara et al. (2004)
0.397 Lodos activado Ternes et al. (2004)
0.367 Suelo Linda et al. (2003)
0.474 BRM Este estudio
4.2.2.2.3.2. Adsorcion de los estrégenos en la biomasa

desactivada

Se simularon las condiciones del BRM escala laboratorio con biomasa desactivada. La
biomasa del BRM escala laboratorio fue inactivada con 500 mg.L-1 de Azida de Sodio.
Una vez desactivada la biomasa, se determinaron las concentraciones iniciales de los
estrégenos en la biomasa, las cuales fueron para el E1, E2 y EE2 de 3.1, 3y 5.7 ng.g*
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respectivamente. El reactor fue operado bajo un régimen continuo con una carga de
estrégenos de 1.7 ug.d™* de E1, 0.95 pg.d™ y para el EE2 de 0.7 pg.d™.

En la Figura 4.42 se observa que a pesar de no existir actividad microbiana, los
estrogenos son removidos por adsorcion de la fase liquida hacia la sélida, existiendo
una acumulaciébn e incremento en las concentraciones de los compuestos en la
biomasa desactivada producto de la alimentacién constante. Comparado con los
floculos de las biomasas del proceso de lodos activados, los fl6culos en los bio-
reactores con membranas son mas pequefios, generando una mayor area superficial y
favoreciéndose asi, un aumento de los estrégenos en la superficie e interior de los
floculos. También, la adsorcion puede realizarse en las estructuras lipidas de las
bacterias, adsorcién dentro de las cargas negativas de los polisacaridos que se
encuentra afuera de las células bacterianas influenciada todas por fuerzas
intermoleculares tales como las fuerza de Van der Waals. Sin embargo, otros factores
tales como los enlances por puentes de hidrogeno, intercambio idnico y por complejos
quimicos en la superficie de un sélido pueden intervenir en los procesos de adsorcion
(Tolls, 2001).

Durante las primeras 50 h de la corrida, el E1 fue adsorbido un 52%. Se observa que el
E1 se desorbi6 a partir de la hora 50 lo cual estuvo relacionado con el aumento de la
concentracion del compuesto en la fase liquida y con una disminucion de E1 en la
biomasa de 75 a 47.5 ng.g™, sin embargo, como se desocupan los espacios saturados
del sélido nuevamente se observa una adsorcion del compuesto hacia la fase soélida de
alrededor de un 30%. Este comportamiento indica un proceso ciclico de adsorcién-
desorcion. EI mismo comportamiento fue observado para el EE2. EI EE2 presentd un
méxima adsorcién del 89% de la concentraciéon inicial, con lo cual se redujo la
concentracion en la fase liquida de 55.2 hasta 7 ng.L ™. A patir de las 96 h, se mostro
una desorcion de EE2 hacia la fase liquida incrementdndose la concentracion de 7
hasta 27 ng.L™* con una reduccién en la concentracion de la biomasa de 49 a 29 ng.g™.
En el E2 no se obsevl una desorcidn de la fase sélida a la fase liquida presentandose
una maxima remocion por adsorcion del 35.4%.

Los resultados obtenidos indicaron que los estrogenos se adsorben facilmente en un
sélido sin presencia de actividad microbiana. De acuerdo a esto, el EE2 fue el
compuesto que se adsorbi6 mas facilmente sobre el sélido seguido del E1 y E2,
indicando que el EE2 tiene una mayor fuerza de atraccion en la fase sélida respecto a
los dos estrégenos estudiados. Asimismo, este comportamiento indica que el E2 es el
compuesto que puede estar mas propenso a una remocion por biodegradacion a través
de las bacterias 0 enzimas que se encuentran suspendidas en la fase liquida seguida
porel E1y EE2.
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Figura 4.42. Adsorcion de los estrogenos en la biomasa inactivada
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Xu et al. (2008) han propuesto que la adsorcion del EE2 en biomasas proveniente de un
proceso SBR y un BRM puede se espontanea y que la adsorcion involucra una sorcion
fisica en combinacion con niveles relativamente bajos de sorcion quimica, indicando
que los estrogenos tienden a desorberse de la fase soélida a la liquida. Igualmente, Ren
et al. (2007), realizaron estudios sobre la adsorcion del E1, E2, E3 y EE2 en un proceso
de lodos activados desde el punto de vista termodinamico. Los resultados revelaron que
los procesos de adsorcion de los estrégenos fueron exotérmicos y las entalpias
calculadas demostraron que los compuestos son adsorbidos fisicamente en la biomasa
y no quimicamente. Esto comportamiento fue debido a las bajas energias de enlace del
El, E2, E3 y EE2 determinadas, las cuales se encuentran en el rango de fuerzas de
Van der Waals. Ademas, determinaron que los coeficientes de particion octanol-agua no
influyen significativamente en la adsorcion fisica. Por lo tanto, es de esperarse que los
estrogenos adsorbidos en el lodo se desorban en el efluente de los procesos bioldgicos
de tratamiento de aguas residuales. En este trabajo fueron comprobadas estas
hipotesis pero en una biomasa sin actividad microbiana.

4.2.2.2.4. Destino de los estr6genos en los BRM

422.2.4.1. Contribucién de los procesos de biodegradacion y
adsorcion sobre la remocion de los estrogenos en los
BRM

Como se muestran en las Figura 4.43a, 4.44a y 4.45a todos los compuestos fueron
detectados en las biomasas de los 3 reactores, lo que indica que estos compuestos se
adsorben también en biomasas con actividad microbiana. Se observa que en los
primeros 120 dias de operacion, concentraciones altas de estrogenos fueron
encontradas en las biomasas debido a una alta acumulacién de los compuestos en
estas. Durante este periodo, el E1 fue el compuesto que presentd una mayor
concentracion en la biomasa de hasta 41 ng.g™ seguido por el E2 y EE2 con 37 ng.g™
cada uno. A partir del dia 120, se observd una disminucion en la concentracion de los
estrégenos en las biomasas de los reactores hasta el final de la experimentacion.
Concentraciones menores de 20 ng.g™ y hasta por debajo del limite de deteccién fueron
determinadas. Este hecho estuvo asociado posiblemente a la desorcién de los
compuestos de la fase solida a la liquida y/o a la biodegradacion dentro de los floculos
de la biomasa. Sin embargo, la disminucién de las concentraciones de los compuestos
en el lodo a través del tiempo esta relacionado con el incremento en las tasas de
biodegradacion como se ilustran en las mismas Figuras 4.43b, 4.44b y 4.45b, por lo
tanto, la desorcidon de los compuestos no puede estar relacionada con la disminucién de
las concentraciones en la biomasa. Las tasas de biodegradacion se calcularon de
acuerdo a la carga de estrégenos aplicadas a los BRM multiplicado por el porcentaje de
remocion debida solo a la biodegradacién y dividida entre la cantidad de SSV dentro de
los reactores. El porcentaje de biodegradacidon se obtuvieron de acuerdo a las
ecuaciones 3.15, 3.16, 3.17 y 3.21, las cuales corresponden al balance de masas con
las mediciones de las concentraciones de los compuestos en la fase liquida y en la fase
solida.
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Se observa que las tasas de biodegradacion de los compuestos durante los primero 120
dias de operacion de los BRM se encontraron entre 7 y 50 ng.g SSV*.d? y las tasas de
adsorcion entre 0.2 y 4 ng.g™*.d*, indicando que los procesos de biodegradacion fueron
mas altos que los procesos de adsorcion. A partir del dia 120 y hasta el final de la
experimentacion, las tasas de biodegradacion se incrementaron hasta valores maximos
para el E1 de 192 ng.g SSV'.d*, de 174 ng.g SSV*'.d* para el E2 y para el EE2 de
176 ng.g SSV*.d' y las tasas de adsorcién para todos los compuestos se redujeron
hasta valores por debajo de 0.2 ng.g™*.d™. El aumento de las tasas de biodegradacion
estuvieron también asociadas con el aumento en las concentraciones de los estrégenos
en los influentes de los reactores las cuales se presentaron entre los dias 150 y 210. Se
observa que para todos los compuestos en los tres reactores, las tasas de
biodegradacion se incrementaban o disminuian cuando las tasas de adsorcion se
reducian y se aumentaban. Esto demuestra que la remocion de los estrogenos en los
reactores se llevan a cabo por una combinacion de procesos de biodegradacion-
adsorcion simultanea, siendo el proceso de biodegradacion la principal via de remocién
del E1, E2 y EE2. Este mismo comportamiento fue observado por Johnson y Sumpter
(2001), indicando que el principal mecanismo de remocion de los estrogenos en el
proceso biolégico de lodos activados, es la adsorcibn y la biodegradacion
conjuntamente. De acuerdo con las tasas de biodegradacion y adsorcion de E1, E2 y
EE2 obtenidas indicaron que los compuestos fueron removidos principalmente por
biodegradacion desde el arranque de los sistemas y por una remociéon menor por
adsorcion (a pesar de que se detectaron concentraciones altas de los estrégenos en las
biomasas), debido a que siempre fueron mas altas las tasas de biodegradacion
respecto a las tasas de adsorcién. Esto indica que los procesos de biodegradacién
fueron mas rapidos a los procesos de adsorcion. El flujo masico obtenidos por un
balance de masas en todos los sistemas bajo las diferentes fases experimentales
también pueden verificar este hecho. Asi, un alto potencial de biodegradaciéon de los
estroégenos por las biomasas de los BRM fueron observadas permitieron que una menor
cantidad de compuestos solubles en la fase liquida estuvieran disponibles para la
adsorcion de los compuestos sobre el lodo.

Los TRC que se probaron en este trabajo también fueron un factor muy importante en la
remocidn de los estrégenos, ya que estos fueron relativamente altos pero en
condiciones operables. Este hecho implica que los microorganismos permanezca mas
tiempo en el reactor y por lo tanto los procesos de biodegradacion sean mas
importantes que los procesos de adsorcion.

Las membranas tienen una funciébn muy significativa en la remocion de E1, E2 y EE2
para la biodegradacion, ya que estas fungen como una barrera fisica para los soélidos
impidiendo que estos se escapen en los efluentes del proceso y queden completamente
retenidos dentro del reactor. De la misma forma, cuando los reactores estan en
operacion se forma una biopelicula y se depositan sélidos sobre la superficie de las
membranas fomentando una reduccién del tamafio del poro de las membranas. En
muchos de estos casos, el tamafio del poro se puede reducirse en la proporcion 1:10
del tamafo del poro original. Por lo tanto, después de 4 meses de operacion se puede
esperar una disminucion del tamafio del poro por lo que las membranas pudieron estar
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actuando como una barrera fisica para los compuestos adsorbidos dentro de los
floculos biolégicos permitiendo una completa retencion de estos compuestos en los
reactores y experimentandose mas los procesos de biodegradacion. A pesar de que
existe un incremento de los estrégenos en la biomasa desactivada, cuando se presenta
una actividad de los microorganismos, la concentracion de los compuestos en la
biomasa tiende a aumentar y disminuir debido a que se presenta un fenédmeno de
adsorcion y biodegradaciéon simultanea. Se concluye que en un lapso de 2 y 4 meses
de operacién se alcanzaron condiciones estacionarias y de aclimataciéon de la biomasa
para obtener remociones altas de estos estrogenos tanto en la fase liquida con el la
fase sdlida.
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Figura 4.43. a) Deteccion de E1, E2 y EE2 en la biomasa del BRM 1, b) Tasas de
biodegradacion y adsorcion
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La adsorcion de los estrégenos y otros CDE en biomasas provenientes de procesos
biolégicos de lodos activados convencionales y en BRM ha sido estudiada por varios
investigadores (Barret et al., 2010; Xu et al., 2008: Ren et al., 2007; Clara et al., 2005;
Johnson et al., 2005; Joss et al., 2004; Liss et al., 2002). Estos autores indicaron que
los compuestos son removidos principalmente por adsorcion seguida por un proceso
lento de degradacién por los microorganismos. Consecuentemente, existe una
discrepancia en los datos de la literatura sobre los datos obtenidos en el presente
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trabajo, ya que este estudio, de acuerdo a las tasas de biodegradacion y al balance de
masas, el principal mecanismo de remocion de los estrogenos fue la biodegradacion
seguida de un proceso lento de adsorcion. Esta descrepancia puede estar asociada a
varios factores tales como las condiciones de operacion de los procesos (TRC, TRH,
procesos de nitrificacion), pH, concentraciones de biomasa y carga de estrégenos
principalmente, por que lo se hace dificil comparar los trabajos realizados por otros
estudios. Sin embago, de acuerdo a estudios realizados en reactores batch por
Joss et al. (2006) sugieren que los estrogenos pueden ser removidos en procesos
biolégicos de tratamiento de aguas principalmente por biodegradacion. En este trabajo,
se corroborg esta sugerencia pero en reactores en continuo.

4222472, Balance de masas

Hasta la fecha se conoce que algunos sistemas de tratamiento de aguas residuales son
capaces de remover parcialmente algunos microcontaminantes incluyendo CDE vy
farmacéuticos. Los procesos de oxidacion avanzada, la nanofiltracion y osmosis inversa
son tratamiento potecialmente aptos para mejorar la eficiencias de remocion de estos
compuestos (Huber et al., 2003; Ternes et al., 2002). Sin embargo, la implementacion
de estos procesos pueden incrementar los costos del tratamiento del agua.
Alternativamente, conocer el transporte y distribucion de estos compuestos dentro de
nuevos sistemas de tratamiento (por ejemplo, la tecnologia de bio-reactores con
membranas) pueden incrementarse las remociones de los microcontaminates en los
procesos bioldgicos.

Para evaluar las eficiecias de los sistemas de tratamiento, varios estudios se han
basado en la diferencia entre las concentraciones medidas en la fase liquida (influente y
efluente) y no consideran el flujo méasico de estos compuestos en la purga lodos
generando resultados robustos, los cuales no indican la distribucion de estos
compuestos en los sistemas de tratamiento. Para entender el trasporte y distribucién de
los compuestos es muy importante obtener los datos en la fase liquida y sélida y de
esta manera generar informacién necesaria sobre la contribucion de los procesos de
adsorcion y biodegradacién dentro de un proceso biologico.en la remocién total del
compuesto.

Pocos estudios estiman separadamente las contribuciones por adsorcion y por
biodegradacion de los microcontaminates mediante un balance de masas incluyendo
mediciones en la fase liquida y soélida, mientras que otros investigadores, solo miden las
concentraciones de los compuestos en la fase liquida y calculan tedricamente la
cantidad adsorbida en el lodo mediante la incorporacion del coeficiente Kp
(Carballa et al., 2008; Kimura et al.,, 2007; Joss et al.,, 2006; Clara et al., 2005;
Kreuzinger et al., 2004). Este ultimo hecho puede ser explicado por la complejidad en el
andlisis de la muestra sélida y por los altos costos que implica la deteccion de los
microcontaminantes en esta fase. La aplicacion de esta método y su comparacion con
los resultados de las concentraciones tanto en la fase liquida y sélida mediante un
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balance de masas, puede ser una herramienta muy util para enteder rapidamente la
contribucion de los diferentes procesos de remocién de los microcontaminates en
sistemas bioldgicos sin la necesidad de realizar mediciones complejas en la fase soélida.

En la Tabla 4.19 se muestran los resultados del célculo del balance de masas
(método 1) utilizando las mediciones de las concentraciones de los compuestos
adsorbidos en las biomasas (fase sdlida) y en las fases disueltas (fase liquida) de los
reactores en todas sus fases experimentales. Con este balance de masas, se
obtuvieron los flujos masicos de los influentes, efluentes y purga de lodos de los
sistemas. El flujo masico de estrogenos aplicada a los reactores vario entre 576 y 5,142
ng.d?. Esta variacion fue asociada a los caudales operados en los sistemas para
obtener TRH de 7 y 12 h y a las variaciones de las concentraciones de los estrégenos
en los influentes de los reactores. Se observa que el flujo masico de estrégenos en los
efluentes de los BRM en todas las fases experimentales fueron menores a 140 ng.d™,
indicando que las remociones de E1, E2 y EE2 fueron mayores al 88%. En la fase de
aclimatacion de la biomasa fue donde se obtuvieron menores remociones de los
estrogenos. Asimismo, durante esta fase, los flujos masicos de estrogenos en la purga
de lodos fueron mas altos respecto a las diferentes condiciones de operacion de los
reactores, los cuales se encontraron en el rango de 2 y 10.5 ng.d™. En las siguientes
fases experimentales, los flujos en la purga fueron menores a 2 ng.d™. Esta diferencia
en el flujo masico de la purga de lodos se relacioné con las altas concentraciones de los
compuestos encontradas en las biomasas, en los efluentes y al caudal de purga de
lodos, las cuales fueron mayores en la fase de aclimatacion respecto a las otras fases
de operacion de los BRM. Los TRC que se manejaron en los reactores implicaron una
menor purga de lodos en los sistemas, disminuyéndose de esta manera, los flujos
masicos de los estrogenos en el lodo y la cual estuvo relacionada también a las altas
remociones de los compuestos determinadas bajo diferentes condiciones de operacion.

Para determinar la remocién de E1, E2 y EE2 por biodegradacion, se realiz6 una
diferencia entre el flujo masico del influente, efluente y purga de lodos. Mientras que la
remocién por adsorciéon fue determinada de acuerdo al flujo masico en la purga de lodos
respecto al flujo masico del influente. De acuerdo a los resultados de ambas
remociones, la remocion de los compuestos por biodegradacion fue el proceso que
predominé en todas las fases experimentales las cuales fueron mayores al 98%,
incluyendo la fase de aclimatacion de la biomasa. Estos resultados coincidieron con los
datos obtenidos en las tasas de biodegradaciéon y adsorcion, las cuales fueron mas
altas para la biodegradacion que para la adsorcién. Se observa que en las fases de
aclimataciéon de los BRM, las remociones de los estrogenos via adsorcién fueron entre
0.3y 1.3%. Mientras que con diferentes TRC y TRH, la remocion de E1, E2 y EE2 por el
proceso de adsorcidn se encontraron hasta un 0%.
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Tabla 4.19. Flujos masicos de estrégenos a través de los BRM y remociones mediante
procesos de biodegradacién y adsorcion en diferentes fases experimentales utilizando
las concentraciones de E1, E2 y EE2 en la fase liquida y soélida

Flujo méasico (ng.d™) R L. Remocion Remocién
emocion
total . por - por
Influente Efluente Purga de lodos (%) biodegradacion adsorcion
%) (%)
Fase (
experimental El | E2 [ EE2 El1 [ E2 | EE2 El1 | E2 [ EE2 El | E2 | EE2 El | E2 [ EE2 El [ E2 | EE2
BRM 1
Aclimatacion 864 820 928 101 | 38 67 7.5 9.4 2.0 883 | 953 | 928 | 874 | 943 | 925 | 09 | 1.0 0.3
de la biomasa
TRH 12 h
TRC 75 d 5142 | 4,786 | 4,404 50 0 26 0.3 0 0.7 98.6 100 98 99 100 | 978 | 04 | 00 0.2
gg%gz 590 632 1007 | 12 9 27 | 0008 | 0007 | 008 | 98 | 985 | 97 | 979 | 985 | 968 | 01 | 00 | 02
TRH 7 h
TRC 35 1,756 | 1,196 | 1,626 86 35 86 1.7 0.2 0.4 95 97 947 | 949 97 946 | 01 | 00 0.1
BRM 2
Aclimatacion
o Ia biomasa 768 975 995 60 26 96 8.1 71 10.5 92 973 | 903 | 909 | 96 | 891 | 1.1 | 07 1.2
TRH 12 h
TRC 45 d 4,060 | 4,974 | 4,000 30 0 a1 1.3 0 2.0 99.5 100 99 99 100 | 988 | 05 | 00 0.2
TRH12 h
TRC 80 d 576 617 983 0 0 0 0.2 0 0.5 100 100 100 | 99.9 100 | 999 | 01 | 00 0.1
TRH 7 h
TRC 60 d 936 638 867 18 0 24 0.3 0.1 0.7 98 100 97 97.9 | 99.9 97 01 | o1 0.0
BRM 3
Aclimatacion
o Ia biomasn 794 1,008 | 1,028 90 25 80 7.8 5.0 6.2 89 97.5 92 87.7 | 965 91 13 | 1.0 1.0
ﬁgégz 4834 | 3146 | 3539 | 120 | 30 140 0.4 0.06 0.3 97.5 99 9 97.4 99 96 01 | 00 0.0
TRH 7h
TRC 95 d 959 654 889 33 11 54 0.1 0.04 0.2 9.5 | 983 94 9.4 | 983 | 938 | 01 | 0.0 0.2
4.2.2.2.4.2.1.Comparacion de los balances de masas obtenidos
mediante el Método 1y Método 2
El balance de masas mediante el método 1 se basa en las mediciones de las

concentraciones en la fase liquida y sélida a través de los BRM. El método 2 relaciona
solo la concentracion de los compuestos en la fase disuelta y el coeficente de adsorcidon
Ko. En la Figura 4.46 se muestra los resultados del balance de masas obtenidos
mediante el método 1 y 2 con diferentes condiciones de operacion para la obtencion del
flujo méasico de estrégenos en la purga de lodos. Se observa que aplicando ambos
meétodos para la determinacion del flujo méasico de estrégenos en la purga de los
reactores, no existen diferencias significativas entre los resultados del balance de
masas obtenidos con ambos métodos. El flujo masico calculado con el método 1 (sin la
introduccion de Kp) para el E1, E2 y EE2 fueron de 8, 7 y 10.5 ng.d™* respectivamente
en el la fase de aclimatacion de la biomasa, mientras que con el método 2 (con la
introduccién de Kp) los flujos fueron de 7.3, 6.8 y 9.4 ng.d” para el E1, E2 y EE2
respectivamente, obteniéndose una desviacion estandar entre los dos métodos menor
al 3%. Este mismo comportamiento fue observado para las diferentes condiciones de
operacion de los reactores, por ejemplo, para un TRC y TRH de 60 d y 12 h
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respectivamente, los flujos masicos fueron de 0.2 ng.d™* para el E1, de 0 ng.d™ para el
E2y de 0.5 ng.d™ para el EE2 utilizando el método 1. Empleando el método 2, los flujos
masicos de los estrégenos en la purga de lodos fueron de 0 ng.d™ presentandose una
desviacion estandar de 0.2% entre los dos métodos. Asimismo, el gréafico de superficies
(Figura 4.46b) muestra que no existen diferencias entre el método 1 y 2. El grafico de
los flujos masicos de los estrogenos en los influentes no se muestra, ya que, al no
existir la presencia de SST en el influente (SST; = 0 mg.L™) debido a que es un agua
residual sintética, el calculo del flujo masico en el influente con ambos métodos es el
resultado de la multiplicacion del caudal y la concentracién de los estrégenos en la
entrada de los reactores, dando como resultado, flujos iguales entre un método y otro.
Para el método 1, Fi = Q; (Si + Xi*SST,) y para el método 2 F; = Q;Si(1 + Kp*SST;), donde
X es la concentracion de estrégenos adsorbidos en los sélidos en ng.mg™.

Asimismo, los flujos masicos en los efluentes son iguales con el método 1y 2, ya que,
estos son el resultado de la multiplicacién del caudal de efluente y la concentracién de
estrogenos en el efluente. Para el método 1, Fe = Qe (Se + X*SSTe), para el método 2,
Fe = QeSe(1 + Kp*SST,). Este hecho esta relacionado debido a que la concentracion de
SST en los efluentes de los bio-reactores se considera como cero (SSTe= 0 mg.L™). Por
lo tanto, la Unica diferencia que se pudiera encontrar en la comparacion de ambos
métodos trabajando con agua residual sintética, es en el flujo de estrégenos en la purga
de lodos de los reactores. De acuerdo a los resultados del balance de masas en la
cantidad masica de estrégenos en la purga de lodos aplicando los dos métodos, se
concluye que no existen diferencias significativas entre el método 1y 2.
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Figura 4.46. Flujo de estrogenos en la purga de lodos obtenidos mediante el método 1
y2

De esta misma manera, se calcularon las remociones de los estrogenos por
biodegradacion y adsorcion con la utilizacion de ambos métodos (Figura 4.47 y 4.48).
De acuerdo con los resultados obtenidos, la remocion por biodegradacion de los
estrogenos utilizando el método 1 fueron mayores al 98%, es decir, mayores al 87%
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respecto a la remocién global de los estrogenos. Aplicando el método 2, se presentaron
resultados similares comparados con el método 1 para todas las fases de
experimentacion en los BRM y para cada compuesto, obteniendo desviaciones
estandares menores a 2%. Igualmente con la utilizacion de método 2, la remocion de
estrogenos por adsorcion fue semejante respecto al método 1. Estas similitudes
presentadas con el método 1y 2 fue debido a que, al ser iguales los flujos de entrada y
sélida y al no existir diferencias significativas entre los flujos de los compuestos en la
purga de lodos con los dos métodos aplicados, es de espararse de que no existan
diferencias en las remociones de los estrégenos debidas a la biodegradaciéon y
adsorcion. El célculo de la remocion por biodegradacion de estrogenos, se obtiene a
partir de la diferencia entre el flujo de entrada, salida y purga de lodos de los BRM
(Biodegradacion = F; — Fe — Fp), por lo tanto, la remocion por adsorcion es el resultado
de dividir el flujo de estrégenos en la purga de lodos y el flujo masico de estrogenos en
el influente. Los porcentajes de biodegradacion y adsorciébn corresponden a las
diferencias entre las remociones totales de estrogenos obtenidas en los reactores. Para
calcular el porcentaje neto correspondiente a la remocion por biodegracion y/o por
adsorcion, hay que considerar como un 100% la remocion total del compuesto. De esta
manera se obtiene el porcentaje neto debido ya sea, por biodegradacion y/o por
adsorcion.
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Figura 4.47. Remociones de E1, E2 y EE2 por adsorcion obtenidos mediante el método
ly?2
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Figura 4.48. Remociones de E1, E2 y EE2 por biodegradacion obtenidos mediante el
método 1y 2

Por lo tanto, la aplicacién de un balance de masas introduciendo el coeficiente de
adsorcion Kp puede ser una herrramienta muy Gtil para una determinacion rapida de los
mecanismos de remociéon de los compuestos, generando informacién sobre el
transporte y la distribucion de los estrégenos en un BRM, evitando de esta manera los
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analisis laboriosos en la fase soélida, el cual implica costos elevados en la determinacién
analitica de estos compuestos.

Los resultados de los balances de masas mostraron que los estrégenos fueron
removidos por biodegradacion y no por adsorcién, quedando demostrado de esta
manera que el principal mecanismo de remocion de los estrégenos naturales y el
sintético es la biodegradacién. De acuerdo con esto, el transporte y distribucién de los
estrégenos en un bio-reactor con membranas es el siguiente:

1. Biodegradacion dentro de los fléculos biologicos y en la fase liquida.
2. Transporte y difusion de los estrégenos a través de floculos
3. Retencion de los compuestos en las membranas

4.2.2.2.5. Cinéticas de remocidén

4.2.2.25.1. Contribucién de los procesos de biodegradacion,
adsorcion y volatilizacién sobre la remocién de los
estrégenos en experimentos en batch

En la Figura 4.49 se muestran las cinéticas de remocion de los estrogenos. La
concentracion inicial de E1, E2 y EE2 en la fase acuosa fue de 170, 126 y 129 ng.L™
respectivamente. Mientras que las concentraciones iniciales de los estrogenos en la
biomasa fueron de 4.3 ng.g™ para el E1, de 2.3 ng.g™* para el E2 y para el EE2 de 6.5
ng.g’. Se observa que durante los primeros 60-180 minutos de reaccién, los 3
estrogenos fueron removidos rapidamente mediante procesos de biodegradacion y
adsorcién y no por volatilizacion. El aumento en la concentracion de los compuestos en
la biomasa esta relacionada a la adsorcion de los compuestos sobre la biomasa, sin
embargo, en todos los casos, la concentracion de E1, E2 y EE2 en la fase sdlida fue
disminuyendo a consecuencia de procesos Unicamente de biodegradacion, los cuales
posiblemente fueron llevados a cabo dentro de los floculos biolégicos. Este hecho
puede estar fundamentado ya que a partir de los 180 minutos (para el E1 y E2) y 360
minutos (para el EE2), las concentraciones en la fase liquida son bajas, las cuales
permitieron que una menor cantidad de compuestos solubles en la fase liquida
estuvieran disponibles para la adsorcibn de los compuestos sobre la biomasa,
permitiendo que el material adsorbido en la biomasa fuera biodegradado. La
disminucién de los estrogenos en la biomasa no se debi6 a fenomenos de desorcién, ya
que, de acuerdo con los datos obtenidos, no observaron aumentos en las
concentraciones de los compuestos en la fase liquida durante toda la experiencia.

Para el E1, se observa que los primeros 360 minutos de reaccion, existe una
disminucién de E1 en la fase liquida pasando de 170 a 4.2 ng.L™ con una remoci6n del
97.5%. La concentracién del compuesto en la fase sélida aumento de 4.3 hasta 23
ng.gl. De acuerdo a esto, el porcentaje removido por adsorcién durante estos minutos
fue del 11%. El 86.5% fue removido por biodegradacion. Despues de este tiempo, la
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concentracion del estrégeno en la biomasa disminuy6é hasta 5 ng.g™ (muy similar a la
concentracion inicial) como consecuencia de la biodegradacion del E1 dentro de la
biomasa. La remocion final del compuesto en la fase liquida fue del 98.7%. Por lo tanto,
el porcentaje removido por biodegradacién y adsorciéon fue del 87.7 y 11%
respectivamente. La velocidad de adsorcién fue de 0.04 ng.g*.min™ y la velocidad de
biodegradacién fue de 0.280 ng.L™*.min™,

Asimismo, el E2 fue removido hasta el 100% de la fase liquida, el cual solo el 4.6% fue
removido por adsorcion, mientras que un 95.4% fue removido por biodegradacion. Las
velocidades de adsorcion y biodegradacion para este compuesto fueron de 0.027
ng.gt.min? y 0.374 ng.L .min™ respectivamente. Se observa que la concentracién de
E2 en la biomasa fue disminuyendo a partir del minuto 180, indicando que el compuesto
fue removido de la biomasa por procesos de biodegradacion, esto debido a que no se
presentd una desorcion de E2 de la fase solida hacia la fase liquida.

Por otro lado, la velocidad de adsorcién para el EE2 fue de 0.081 ng.g™*.min™, mientras
que la tasa de remocion por biodegradacion fue de 0.2 ng.L™.min™, el cual corresponde
a una remocion por adsorcion del 28% y de 62% de remocién por biodegradacion. Por
lo tanto, el EE2 fue removido de la fase liquida hasta un 90%.

Los resultados mostraron que los compuestos presentaron remociones mayores al 90%
en un periodo de 24 h, siendo el proceso de biodegradacion el principal mecanismo de
remocion de los estrégenos. Esta biodegradacion de los compuestos, indicé que la
biomasa utilizada para el experimento estaba completamente aclimatada y estabilizada
presentandose una actividad alta de los microorganismos presentes en el licor
mezclado. Asimismo, la biodegradacion de los compuestos en los BRM fue el principal
mecanismo de remocién. Por lo tanto, se confirma de esta manera que la
biodegradacion juega un papel muy importante en la remocién de los compuestos a
través de un reactor biolégico con membranas.

La remociones de los estrogenos en los BRM operados en continuo fueron mayores
que en las pruebas en batch, indicando que las membranas y las condiciones de
operacion tales como el TRC y TRH estan intrisicamente relacionados en la eliminacion
de E1, E2 y EE2.
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Figura 4.49. Remocién de E1, E2 y EE2 en pruebas batch.
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En la Tabla 4.20 se presenta un resumen de las tasas de adsorcion y biodegradacion
de los estrogenos obtenidas durante las pruebas en batch. De acuerdo a estos
resultados, el E2 fue el compuesto mas biodegradable, seguido del E1. El EE2 fue méas
dificil de remover. Resultados semejantes fueron determinados en los BRM.

Tabla 4.20. Tasas de biodegradacion y adsorcion de estrégenos obtenidas en los
reactores batch

Remocién Remocién
Tasa de or Tasa de or
Compuesto biodegradacién biod P dacia adsorcion d por .
(ng.Ltmin"Y) iodegradacion (ng.g-min™ adsorcioén
(%) (%)
E2 0.374 95.4 0.027 4.6
E1l 0.280 87.7 0.040 11
EE2 0.200 62 0.081 28

4.2.2.2.5.2. Modelos cinéticos

La velocidad a la cual el sustrato es consumido esta generalmente relacionada con la
velocidad de crecimiento microbiano. La ecuacibn que mejor describe este
comportamiento es el modelo cinético tipo Monod, la cual representa la relacion entre la
velocidad de crecimiento de microorganismos y la concentracion del sustrato que
ocupan para su crecimiento. Con mas alimento o sustrato, el crecimiento es mas rapido
hasta llegar a una tasa de crecimiento maximo (Clara et al., 2005).

La degradacion de contaminantes organicos puede proporcionar un aumento en la
biomasa. Sin embargo, cuando un compuesto esta presente solo en niveles trazas, por
ejemplo en ng.L?, la remocién de estas sustancias no da como resultado en un
crecimiento de microorganismos (Clara et al., 2005). Tales compuestos son usualmente
removidos por cometabolismo y/o por variacidn en su concentracion. Por lo tanto, hay
que considerar otros modelos para describir la velocidad de remocion de estos
compuestos.

Se utilizaron los modelos cinéticos de orden cero, de primer orden, pseudo primer
orden, pseudo primer orden considerando el coeficiente de adsorcion Kp y el modelo de
Monod para determinar la constante de reaccion o velocidad de remocion k de cada
estrégeno.

El término de orden cero indica que la velocidad de reaccion es independiente de la
concentracion del contaminante, mientras que el de primer orden se refiere a que la
velocidad de reaccién es directamente proporcional a la concentraciéon del compuesto.
El término pseudo se refiere a que la concentracion del sustrato es proporcional a la
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concentracion de la biomasa Xsst, €l cual se asume que es constante para cinéticas de
corto tiempo (Joss et al., 2006). El modelo de Monod tiene una forma hiperbdlica en la
que la tasa de eliminacion tiende a un valor de saturacidén y representa la transicion
entre una reaccion de orden cero y una reaccién de primer orden.

Para aplicar el modelo de orden cero se graficaron los datos experimentales de
S vs ty para el modelo de primer orden los datos de In (S/Sp) vs t. Para el modelo
pseudo primer orden se graficaron los mismos datos que el modelo de primer orden. En
las Figuras 4.50 y 4.51 se muestran las cinéticas de biodegradacion de E1, E2 y EE2
con estos modelos cinéticos. La Figura 4.50 se muestra el gréafico correspondiente al
modelo de orden cero obteniéndose valores de R? entre 0.466 y 0.611. Los modelos
cinéticos de primer y pseudo primer orden se muestran en la Figura 4.51,
presentandose valores de R? entre 0.816 y 0.875. Para estos tres modelos, la pendiente
de cada modelo para cada compuesto fue igual a la velocidad de remocion k de E1, E2
y EE2. Sin embargo, para calcular la velocidad de remocion k para cada compuesto en
el modelo pseudo primer orden, la pendiente fue dividida entre la concentracion de SST.

180

160 y=-0.627x+96.18  y=-1729x+87.96 y=-0.204x +77.23
Re=0.466 (E1) R?=0.611 (E2) R2 = 0.509 (EE2)
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Figura 4.50. Cinética de reaccion de E1, E2 y EE2 aplicando el modelo de orden cero
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Figura 4.51. Cinética de reaccion de E1, E2 y EE2 aplicando el modelo de primer y
pseudo primer orden

Con relacion a los modelos pseudo primer orden considerando el coeficiente de
adsorcion Kp y el modelo de Monod se graficaron los datos de 1/(-dS/dt) vs 1/S. Para
obtener la constante de reaccion k, el valor del coeficiente de adsorcion Kp fue dividido
entre la pendiente. La linearizacién del modelo de Monod se hizo mediante el grafico de
Lineweaver-Burk (ecuacion 4.4). El calculo de —dS/dt se realiz6 en cada tiempo de
reaccion con la ecuacion —dS/dt= (So-S)/t.

S 1 Ks 1 1
H = Hmax = = P (44)
KS + S _ dj :umax S :umax
dt

En la Figura 4.52 se presentan las cinéticas de reaccion aplicando estos dos modelos,
obteniéndose valores de R? entre un rango de 0.954 a 0.990.
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Figura 4.52. Cinética de reaccion de E1, E2 y EE2 aplicando el modelo pseudo primer
orden con Kp y al modelo de Monod

Los resultados al aplicar diferentes modelos cinéticos mostraron que las cinéticas de
remocion de E1, E2 y EE2 se ajustaron al modelo pseudo primer orden (Kp) y al modelo
de Monod. En la Tabla 4.21 se muestran los valores de las velocidades de remocién de
los estrogenos obtenidos mediante diferentes modelos cinéticos.

Como se observa, introduciendo la variable Kp en el modelo pseudo primer orden, las
velocidades de remocion de E1 y E2 se incrementan en comparacion con las cinéticas
de primer y pseudo primer orden ya que como se menciond antes, la adsorcién de los
estrogenos se llevé a acabo rapidamente en los primeros 360 minutos en el orden de
4.6-28% permitiendo que el material adsorbido en la biomasa fuera biodegradado.

De acuerdo a Joss et al. (2006) y del proyecto nombrado como Poseidon (2005),
dependiendo del valor de k se han propuesto las siguientes condiciones para la
degradacion de microcontaminantes en aguas residuales mediante procesos biologicos:

® k< 0.1 L.gsst.d™. La remocién via biodegradacién no es significativa y es menor de
20%;

e 0.1< k <10. La remocion es parcialmente debida a la biodegradacion (entre 20% y
90%);

e k >10. Mas del 90% de remocion es llevada a cabo por degradacion bioldgica; la
remocioén especifica depende de la configuracién del reactor.
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De acuerdo con estos autores y comparando con los resultados obtenidos el E1, E2 y
EE2 presentaron mas del 90% de remocion por biodegradacién. El resultado del modelo
pseudo primer orden (Kp) mostraron los mismos resultados que fueron obtenidos en el
balance de materia en las pruebas en batch y en los BRM (remociones por
biodegradacion > 90%), indicando nuevamente que la remocion de E1, E2 y EE2 es
mediante procesos de biodegradacion.

Los resultados indicaron que el E2 es el compuesto mas biodegradable ya que este
presentd una k de 206.975 L.gsst*.d™* seguido por el E1 y el EE2 con valores de 78.527
y 12.412 L.gsst*.d™ respectivamente, por lo tanto, el E2 > E1 > EE2. Los valores de k
para el E1 y E2 fueron mas bajos que lo reportado por Gaulke et al. (2009) y Joss et al.
(2004), sin embargo, el valor de k para el EE2 en este trabajo fue mucho mas altos que
lo reportado por estos autores. Estas diferencias en las velocidades de remocion de los
estrogenos pueden estar relacionadas por varios factores tales como la concentracion
inicial de los estrogenos, la edad del lodo, la concentracion de la biomasa y a los
procesos de nitrificacion.

Por otro lado, los parametros cinéticos Pmax Y Ks del modelo de Monod indican que esta
biodegradacion de los 3 estrogenos es llevada principalmente por cometabolismo. Se
observa que el compuesto que presentd una mayor afinidad con la biomasa fue el E2
con valores de pmax Y Ks de 45.454 d™ y 118.590 ng.L™ seguido por el E1 y EE2, lo que
indica nuevamente que el E2 fue el compuesto mas facil de remover y el EE2 resulté
ser mas recalcitrante.

Tabla 4.21. Velocidades de remocién obtenidas por diferentes modelos cinéticos

Orden cero | Primer orden _Pseudo Pseudo primer
Compuesto (ng L d—l) (d-l) primer olrd?n orden gKD Monod
- (L.gssT".d™) (L.gssT".d™)
|J~m_ellx KS 1
d”) (ng.L™)
902.88 57.60 +4.444 | 38.40 +3.601 | 78.527 +5.475 26315 | e 68
=l 520305 R'=0.816 R'=0.816 R’=0.990 J§3'643 +5.052
(R =0.466) (R =0.816) (R =0.816) (R =0.990) (R=0.990) |
2489.76 47.040 45.454
o o6 924 70.?6 +4.753 43,924 206.?7515.570 45 630 1168}352970
2 = 2 = 2 +0.
R=0611) | (R=0875) (R =0.875) (R =0.982) (R =0.982)
293.76 | 10,08 5145 | 6.72+4.101 | 12.412+2.030 2.421 133.147
EE2 E R'=0.748 R'=0.748 R’=0.954 5070 +8.215
(R =0509) | (R=0.748) (R =0.748) (R =0.954) (R=0954) |
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4.2.2.2.5.3. Identificacibn de los subproductos de Ila
biodegradacion de E1, E2y EE2

El estudio de la identificacion de los subproductos de la biodegradacion fueron
realizados en experimentos en batch siguiendo la misma metodologia descrita para
realizacion de la cinéticas de remocién. Sin embargo, la Unica diferencia en estas
cinéticas fue que los compuestos fueron estudiados por separado. Los resultados
mostraron que el E1 fue generado durante la biodegradacién del E2, los cuales fueron
removidos casi completamente a través del tiempo (Figura 4.53). Para el E1 y EE2, no
se encontraron metabolitos intermediarios en la biodegradacion de estos compuestos.
Esto sugiere dos hechos: 1) que otros microorganismos que existen en la biomasa, los
cuales pueden degradar a los estrogenos no generan subproductos de biodegradacion,
y 2) que si se forman metabolitos intermediarios en la biodegradacion de E1 y EE2
mediante reacciones de hidroxilacion, sin embargo, estos compuestos posiblemente se
generen dentro de un corto periodo de tiempo (entre 0 y 15 minutos), como se mostré
en la formacion de E1 a partir de E2, el cual se formo durante los primeros 15 minutos
de reaccion. En este experimento, las muestras fueron tomadas en intevalos de tiempo
de 0, 15, 30, 60, 180, 360, 720, 980 y 1,440 minutos. Por lo tanto, se recomienda que
para la idenficacion de metabolitos intermediarios generados por la biodegradacion de
El y EE2 sean identificados en un corto periodo de tiempo con intervalos de tiempo
pequenos.
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Figura 4.53. Biotransformacion de E2 a E1

Tratamiento de aguas residuales municipales con presencia de compuestos
disruptores endocrinos mediante un bioproceso aerobio con membranas 165



4.2.2.25.4. Remocion de materia organica y nitrégeno
amoniacal en pruebas batch

Durante la realizacion de las pruebas para la determinacion de las cinéticas de
remocion de los estrégenos, conjuntamente se tomaron muestras de DQO y N-NH"4. En
la Figura 4.54 se muestra que la DQO fue removida hasta un 100%, indicando una alta
actividad de los microorganismos para remover material carbonoso facilmente
biodegradable, en este caso metanol. Asimismo, en la Figura 4.55 se observa que el
N-NH*4 fue disminuyendo a través del tiempo con la generacion de N-NO, y N-NO,
(producto de la oxidacion del N-NH*;), presentandose una actividad nitrificante de la
biomasa. Este comportamiento indicé la posible presencia de microorganismos
heterétrofos y autotrofos en la biomasa, lo cual indica que el E1, E2 y EE2 pueden ser
biodegrados con la presencia de estos microorganismos. Se ha reportado que los
estrogenos pueden ser biodegradados por microorganismos heterétrofos o por
degradacion cometabdlica con bacterias nitrificantes (Pauwels et al., 2008; Ren et al.,
2007; Yiy Harper, 2007; Shi et al., 2004).
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Figura 4.54. Remocion de la materia organica en experimentos en batch
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Figura 4.55. Remocion de N-NH,4" a través del tiempo con experimentos en batch

4.2.2.2.6. Desempefio de los reactores en la remocién de materia
organicay otros parametros

Para evaluar el desempefio de los reactores se siguio la evolucién de materia organica
mediada como DQOr, turbiedad en el permeado, colmatacion de las membranas, SST y
SSV.

4.2.2.2.6.1. Materia organica

En la Tabla 4.22, se presenta un resumen de los resultados de remocion de materia
organica medida como DQO (DQOs) en los BRM operados con diferentes condiciones
de operacion. En la primera fase experimental, las remociones en todos los reactores
durante este periodo fueron menores al 92% con una DQOs en los efluentes hasta 61
mg.L™. Estas bajas remociones fueron el producto de una biomasa no aclimatada. A
partir de las siguiente fases experimentales, las remociones de DQOs permanecieron
por arriba del 95% con concentraciones en el efluente menores a 28 mg O,.L™, tipico
de un BRM (Metcalf y Eddy, 2003; Stephenson, 2000), indicando una buena actividad
de los microorganismos para degradar al metanol. Se observa que cuando hay mas
disponibilidad de material carbono para los microorganismos, las remociones de DQOs
aumentan, lo que indica que al incrementarse la carga organica existe mayor remocion
de materia organica. Los reactores trataron cargas de 1-3.4 con remociones de DQOs
de 95-99% (Figura 4.56). Los valores de cargas organicas tipicas aplicadas a los BRM
se encuentran en el rango de 1.2-3.2 kg DQO.m3d™ con concentraciones de DQOs en
los efluentes menores a 30 mg.L™* (Metcalf y Eddy, 2003), por lo tanto, en este trabajo
las cargas aplicadas a los reactores y las concentraciones de DQO en el efluente
estuvieron en el rango reportados por otros autores, indicando un alto desempeiio de
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los sistemas.

En este trabajo,

la méaxima

remocion de DQO fue del

99%

correspondiente a una carga organica aplicada de 3.4 kg DQO.m™>d™ para un TRH de 7

hy un TRC de 95 d.

Tabla 4.22. Resumen de operacién de los reactores en la remocion de la materia

organica
Fase . DQO DQO .
BRM experimental op?(learﬁcdign Influente | Efluente Rer?(;)():lon
(mg.L") | (mg.L™h
Aclimatacion
de la 1-49 588 +143 61 +28 89.5+5
biomasa
TRH 12 h
1 TRC 75 d 50-199 500 +83 20 +47 96 +8
TRH 12 h
TRC 35 d 200-277 | 841 +183 25 +6 97 +0.8
TRH 7 h
TRC 35 d 278-284 982 +57 20 +8 98 +0.7
Aclimatacion
de la 1-56 589 +135 47 +47 92 +9
biomasa
TRH 12 h
5 TRC 45 d 57-149 518 +63 17 16 96.7 +3
TRH 12 h
TRC 60 d 150-277 | 684 +257 16 +21 97.6 0.4
TRH 7 h
TRC 60 d 278-284 983 +57 14 +2 98.5 +0.5
Aclimatacion
de la 1-56 589 +135 46 +26 92.2 +5
biomasa
3 TRH 12 h
TRC 95 d 57-270 586 +184 28 +15 95.2 +0.3
TRH 7h
TRC 95 d 271-284 | 1028 +89 8 +3 99.2 +0.6
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Figura 4.56. Tasas organicas aplicada y removidas en la operaciéon de los BRM

Para seleccionar las mejores condiciones de operacion de los BRM no solo hay que
tomar en cuenta la remocion de microcontaminantes, sino tambien la remocion de
materia organica y nutrientes con el objeto de tener una excelente calidad de agua
tratada. En las secciones pasadas, las mejores condiciones para la remocion de
N-NH4+ se obtuvieron en general para un TRC de 60 d y un TRH de 7y 12 h los cuales
estuvieron relacionados con las mejores remociones de E1, E2 y EE2. En la Figura 4.57
se muestra las remociones de los estrogenos y DQO con diferentes condiciones de
operacion. Se observa que a pesar de tener ligeramente mejores remociones de DQO
para un TRC de 95 dy TRH 7, la remocion de estrogenos es baja comparado con un
TRC de 60 d y un TRH de 12 h, en las cuales se obtuvieron el 100% de remocion de los
estrogenos. Con respecto a la DQO para esta ultimas condiciones de operacion se
presentaron remociones de DQO del 97.5% con concentraciones en el el efluente de 16
mg.L?, lo cual indica una remocién alta de materia organica. Por lo tanto, puede
considerarse que con un TRC de 60 d y un TRH de 12 h se puede tener una agua
tratada de excelente calidad.
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Figura 4.57. Remocion de materia organica y estrégenos bajo diferentes TRHy TRC

42.2.26.2. Determinacién de coeficientes cinéticos

Los valores de los coeficientes cinéticos fueron determinados a partir de los datos
obtenidos de los tres BRM en condiciones estacionarias mediante la siguiente expresion
(ecuacion 4.5) utilizando como sustrato el metanol (DQO).

_k*SSV*S S-S L
Ks+S  TRH (*.5)

Donde:

1 = Tasa de crecimiento especifico de los micoorganismos (d™)

k = Tasa maxima de utilizacién del sustrato (mg DQO. mg SSV .d%)
Ks = Constante de saturacién (mg.L™)

SSV = Concentracién de SSV (mg.L™)

S = Concentracion final del sustrato (mg.L™)

S, = Concentracion inical del sustrato (mg.L™)

TRH = Tiempo de residencia hidraulica (d)
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Dividiendo la ecuacién 4.5 por la concentracion de SSV se obtiene la siguiente ecuacion
4.6.

k*SSV*S S-S
Kc+S  TRH*SSV

(4.6)

Linealizando la ecuacioén 4.6.

TRH*SSV_KS*l_I_l

S,-S kS k (47

Los valores de k y Ks se determinaron representando graficamente el término
(SSV*TRH/(S,-S) vs 1/S (Figura 4.58), donde k es el inverso de la ordenada al origen y
Ks es la pendiente multiplicada por k.

6,
@ > 34.42x + 6.178
o i y =-34.42X + 0.
g 4 R? = 0.963
T |
T 3
o
(99}
A 1
0 ‘ ‘ ‘
0 0.05 0.1 0.15

1/S

Figura 4.58. Determinacion de los coeficientes cinéticos k y Ks

Los valores del coeficiente de produccion celular Y y el coeficiente de decaimiento
endogeno kg se determinaron con la siguiente ecuacion 4.8, representando 1/TRC vs
(So-S)/(SSV*TRH). La pendiente de la linea recta es Y y la ordenada al origen es kqg
(Figura 4.59).
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Figura 4.59. Determinacién de los coeficientes cinéticos Y y kq

El coeficiente de la tasa maxima de crecimiento especifico de los microorganismos  max
se obtuvo de la siguiente ecuacion 4.9.

Lmax = KY (4.9)

En la Tabla 4.23 se presentan los coeficientes cinéticos determinados.
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Tabla 4.23. Coeficientes cinéticos en los BRM a nivel laboratorio

Coeficiente cinético Valor

k (mg DQO.mg SSV'.d%) 0.161
Ks (mg DQO.L™) 5571

kq (d7) 0.002

Y (mg SSV.mg DQO™) 0.073
Umax (A7) 0.011

Los valores de k y Ks fueron relativamente bajos respectivamente, indicando una alta
afinidad del sustrato (sustrato altamente biodegradable) para los microorganismos. Los
valores de Ks para el proceso convencional de lodos activados son de
aproximadamente de 20 mg.L", 4 veces mas de lo obtenido en este trabajo
(Metcalf y Eddy, 2003).

El coeficiente de rendimiento celular Y se determiné en 0.073 mg SSV.mg DQO™ y fue
considerablemente bajo respecto a los coeficientes de rendimiento observados en el
proceso convencional de lodos activados, los cuales son de 0.4 mg SSV.mg DQO™
(Metcalf y Eddy, 2003). Esta diferencia del coeficiente Y, fue el producto de los altos
TRC operados en los sistemas, permitiendo un lento crecimiento de los
microorganismos y por lo tanto menos generacion de lodo residual, sugiriéndose de
esta manera, que todo el sustrato consumido por los microorganismos fue solo para sus
requerimientos de energia y no para su sintesis celular. Asimismo, el valor bajo del
coeficiente Y hiz6 que disminuyera también la tasa maxima especifica de crecimiento
de los microorganismos pmax Y €l coeficiente de respiracion enddégena ky. El valor de
Mmax, INdicO una severa limitacion de sustrato para los microorganismos generandose
menos produccion de biomasa. El pmax €n el proceso de lodos activados tiene valores
de 6 d*! generandose mayores lodos residuales comparado con los BRM
(Metcalf y Eddy, 2003; Stephenson, 2000). El coeficiente kq obtenido en este trabajo
fue muy bajo comparado con los valores de los procesos convencionales de lodos
activados, los cuales se encuentran en 0.12 d™ (Metcalf y Eddy, 2003). Este valor muy
pequefio de kg nos puede indicar que la predacion vy lisis celular en los BRM fueron
bajas. Asimismo valores altos de ky indica un mayor consumo de biomasa en el
sistema. Por lo tanto, en este trabajo no se observaron disminuciones en las
concentraciones de los SSV.

Los coeficiente cinéticos determinados en este trabajo (Y, kq ¥ Umax) S€ encontraron
dentro de los valores tipicos de los BRM (Stephenson, 2000), los cuales estan en el
rango de 0.01-0.34 mg SSV.mg DQO™ para Y, de 0.0025-0.08 d* para kq y para pmax de
0.75d™.
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La Figura 4.60 se muestra que la relacion de SSV/SST permanece constante en cada
fase experimental con valores entre 0.6 y 0.8 mg.mg™, lo cual implica que no hay una
mineralizacion severa de la biomasa y/o acumulacién de componentes inorganicos,
indicando de esta manera una respiracion enddégena baja para los microorganismos,
excepto para los primeros 20 dias de operacién (aclimatacion de la biomasa), los cuales
fueron menores a 0.6 mg.mg™ indicando una acumulacién de material inerte en los
reactores. Los valores de la relacién de SSV/SST mayores a 0.6 mg.mg™ corresponden
a los encontrados en el proceso de lodos activados y BRM (Sun et al., 2007; Orantes et
al., 2006; Pitter y Chudoba, 1990).
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Figura 4.60. Relacion SSV/SST en los BRM

4.2.2.2.6.3. Solidos suspendidos volatiles

En la Figura 4.61 se muestran las concentraciones de las biomasas dentro de los
reactores. Se observa que durante la aclimatacion de la biomasa hay una disminucion
de estas durante los primeros 20 dias producto de una aclimatacion de la biomasa al
agua residual sintética. Sin embargo, a partir del dia 21, las concentraciones de las
biomasas comenzaron a incrementarse producto a una aclimatacién de la biomasa
hacia el sustrato. Este comportamiento fue debido a que la cantidad de sustrato
necesario para garantizar el mantenimiento celular de la suspension biolégica aumenta
con el tiempo y tiene prioridad sobre el proceso de sintesis celular. Por lo tanto, las
concentraciones de SSV se incrementaron de 4,000 a 5,400 mg.L™ en el BRM 1, de
5,000 a 5,800 mg.L™* en el BRM 2 y para el BRM 3 de 6,000 a 7,200 mg.L™. A medida
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que avanzaron los dias de operacion de los reactores (hasta alcanzar las condiciones
estacionarias para cada TRC) y el respectivo aumento en la concentraciones de las
biomasas, gener6 que la disponibilidad de sustrato para los microorganismos
disminuyera y la sintesis celular bajara hasta alcanzar niveles aparentemente nulos,
consecuentemente, la concentracion de biomasa permanecié constante. A partir de ese
momento, el sustrato fue consumido Unicamente para asegurar los requerimientos de
mantenimiento y energia de las células presentes, dando como resultado un coeficiente
de respiracion enddgena bajo. Durante las fases en las cuales se incrementaron los
TRC puede existir lisis celular, el cual puede inducir una acumulacion de material en
suspension y de liberacion de compuestos solubles producto de esta lisis y a su vez
pueden ser utilizados como un pseudosustrato por las bacterias presentes en los
sistemas, asegurandose de esta manera, una estabilizacion de la biomasa. Los
resultados obtenidos de la relacion SSV/SST indic6 que posiblemente no existe
acumulacion de compuestos solubles.
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Figura 4.61. Evolucién de la biomasa en los BRM. a) BRM 1, b) BRM 2 c) BRM 3
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4.2.2.2.6.4. Seguimiento de la colmatacion de las membranas

Con el objeto de observar el comportamiento de los BRM en cuanto a la colmatacion de
las membranas con diferentes condiciones de operacion, los sistemas fueron evaluados
en términos del flux, presion transmembrana (PTM), permeabilidad (K) y resistencia
hidraulica total (R). En las Figuras 4.62 y 4.63 se muestra la evolucion del flux, PTM, K,
SST y Ry a través los reactores. Se observa que aun cuando la filtracion se llevé a cabo
bajo condiciones sub-criticas y con retrolavados, se observd un incremento continuo de
la PTM resultado de la saturacién progresiva de las membranas. De acuerdo a
Field et al. (1995), la superficie de filtracion puede ser reducida debido a un bloqueo
progresivo de los poros de la membrana. Consecuentemente hay un incremento en la
cantidad de flujo en cada uno de los poros que permanecen abiertos, asi, se pueden
llegar a alcanzar condiciones de flujo critico y se empieza a presentar un depdsito en la
superficie externa de la membrana, el cual induce un abrupto incremento en la PTM.
Generalmente, se observa este comportamiento de saturacion en los BRM operando
con un flujo constante y operando durante largos periodos experimentales (Ognier et al.,
2002).

Durante la aclimatacion de la biomasa (fase 1), se observé que el flux fue reducido
alrededor del 23% en todos los reactores con un aumento en la PTM, esto debido por
una cantidad de material inerte presente en los reactores y por un aumento
subsecuente en la concentracion de la biomasa, el cual posiblemente se acumul6 en la
superficie de las membranas presentandose la reduccion del flux y el aumento de la
PTM. El material inerte formado en esta fase puede corresponder a un aumento en los
SST y disminucion de los SSV durante los primeros 20 dias de operacion producto de la
aclimatacién de la biomasa generandose de esta manera, una acumulacion de material
inerte en los sistemas. Este comportamiento se vio reflejado con las relaciones
SSV/SST, las cuales fueron menores a 0.6 mg.mg™. Aunado con este material inerte y
el posterior incremento en la concentracion de la biomasa, di6 como resultado la
disminucion del flux y la permeabilidad y un aumento de la PTM y Rr.

Las altas PTM vy resistencias mostradas en la fase 2, 3 y 4 en los reactores, fueron
consecuencia del crecimiento de la biomasa, indicando que una cierta cantidad de los
poros de las membranas se encontraban obstruidos por la acumulacién constante de
sélidos sobre la superficie externa de las membranas, el cual se vio reflejada en un
decremento de las permeabilidades. Sin embargo, a pesar de las variaciones de estos
parametros, se observd que el flux en todos los reactores con diferentes fases
experimentales no fue reducido considerablemente y permanecieron casi constantes en
todas las fases. Este comportamiento indicé posiblemente una colmatacion reversible.
El resultado del flux pudo estar relacionado con los retrolavados continuos aplicados a
las membranas, los cuales permitieron una constante apertura de los poros.
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Figura 4.62. Evolucién de la colmatacién de las membranas en los reactores. a) BRM 1,
B) BRM 2y c) BRM 3
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Figura 4.63. Evolucion de las resistencias en los reactores

Se ha reportado que con altos TRC, la PTM aumenta, pero el flux permance constante
generandose bajas tasas de colmatacion debido solamente a un deposicién de sélidos
sobre la superficie de las membranas generados por altas concentraciones de biomasa
y no por la adsorcién de productos microbianos solubles (PMSs) sobre las membranas
(colmatacion irreversible) (Judd, 2008). Cabe mencionar que cuando se incrementa el
TRH, tanto el flux como la PTM y la Rt disminuyen y la permeabilidad aumenta y
visceversa.

Para mostrar este hecho, en la Figura 4.64 se muestra la relacion del TRC y el TRH
sobre las tasas de colmatacion de las membranas dPTM/dt obtenidas en este trabajo.
Se observa que para un TRH de 7 h con diferentes TRC las tasas de colmatacion son
altas con valores entre 0.330 y 1.833 kPa.d™ en relacién con TRH de 12 h las cuales se
encontraron por debajo de 0.180 kPa.d™. Se observa que para un TRH de 7 h, al
incrementarse el TRC de 35 a 95 d, las tasas tienden a disminuir pasando de 1.833 a
0.330 kPa.d™. Asimismo, para un TRH de 12 h, cuando se aumentan los TRC la tasa de
colmatacién disminuye de 0.180 a 0.11 kPa.d™® para un TRC de 60 d. La tasa de
colmatacion para un TRC de 75y 95 d fueron similares respecto un TRC de 60 d.
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Figura 4.64. Evolucién de la tasa de colmatacion de las membranas con diferentes
condiciones de operacién

El comportamiento de las tasas de colmatacion con diferentes condiciones de operacion
indicaron que el TRC y TRH si influyen sobre el taponamiento de las membranas.
Cuando se incrementaron los TRC y los TRH se redujeron las velocidades de
ensuciamiento de las membranas, viendosé mas afectadas para TRH de 7 h con TRC
menores a 60 d.

Se ha reportado que TRH bajos (TRH < 10 h) influye mas sobre la colmatacion de las
membranas, debido a una mayor presencia de sustancias poliméricas extracelulares
(SPEs) en el sistema y a una rapida deposicion de lodos sobre la superficie de las
membranas producto de un crecimiento de la biomasa (Meng et al.,, 2009; Chae
et al., 2006; Cho et al., 2005a). La formacion de SPEs estan relacionadas con un
aumento en el crecimiento de los microorganismos y son producidos en proporcion con
la utilizacion del sustrato (Laspidou y Rittmann, 2002). De esta manera, con cortos TRH
se incrementan las cargas organicas y las relaciones F/M, la cual puede inducir la
generacion de SPEs. Se sabe que los procesos biologicos operados con cortos TRH
existe una mayor disponibilidad de sustrato y nutrientes permitiendo que los
microorganismos disponga de esta fuente de carbono y nutrientes incrementandose de
esta manera la concentracion de la biomasa. Se ha visto, que al aumentar el TRH en un
BRM se disminuyen estos fenomenos (Jiang et al., 2008; Judd, 2008). Se ha reportado
que la colmatacion de las membranas se puede reducir con TRH altos (TRH > 12 h)
(Jiang et al., 2008). Desde el punto de vista sobre el control de la colmatacion de las
membranas y los aspectos ecomoénicos, el TRH no debe ser muy alto. Se ha
considerado que operando con TRH de 12 h, puede ser un valor adecuado para la
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operacion de los BRM (Tay et al., 2003). En este trabajo, las mejores condiciones de
operacion en la remocion de los estrogenos fue para un TRH de 12 h, por lo que se
comprueba esta hipotesis.

Por otro lado, varios autores reportan que la colmatacién de las membranas es atribuido
también por las variaciones en los tiempos de retencion celular. Cuando se
incrementan los TRC en un BRM se incrementan los productos microbianos solubles
(PMSs) o SPEs solubles producidos por la lisis celular principalmente, generando una
posible colmatacion de las membranas. Sin embargo, estos PMSs tienden a ser
altamente activos y por lo tanto son tomados como sustrato por los microorganismos
con la finalidad de mantener una poblacién de microorganismos constante después de
que el material organico (DQO) disponible dentro del reactores se ha agotado,
disminuyéndose de esta manera la cantidad de PMS en el reactor. Se ha reportado que
los PMS disminuyen cuando se incrementan los TRC (Masse et al., 2006; Zhang et al.,
2006; Lee et al., 2003) y aumentan cuando los TRC son disminuidos (Judd, 2008;
Drews et al., 2007; Trussell et al., 2007; Cho et al., 2005b). Asimismo, los PMSs son
removidos con la presencia de nitratos en los reactores (Drews et al., 2007). Cuando los
BRM son operados con cortos TRC (< 20 d) existe un incremento y acumulacién de
los PMS (Liang et al., 2007; Rosenberger et al. 2006). Los PMSs han sido
recientemente reconocidos como uno de los principales agentes que provocan la
colmatacion en las membranas en los BRM (Meng et al., 2009). Asi, se ha reportado
que la colmatacién de las membranas se reducen cuando los reactores son operados
con altos TRC (Ahmed et al., 2007). De acuerdo a Meng et al. (2009), los mejores TRC
en donde se pueden generar una menor colmatacion de las membranas se encuentran
con TRC entre 20 y 60 d. En el presente estudio, las condiciones en donde se
determinaron las maximas remociones de E1, E2 y EE2 fue para un TRC de 60 d.

También, cuando se incrementa el TRC existe un aumento en la concentracion de los
SSV. Por lo tanto, se ha concluido que la colmatacion de las membranas operados con
altos TRC en los BRM no puede ser atribuidos a ninguno de los componentes que se
encuentran en la biomasa (PMSs o SPEs solubles principalmente), sino que la intesidad
de la colmatacion de las membranas se ve influenciado mas por una acumulacion
sucesiva de material colmatante sobre la superficie de las membranas y viscosidad del
lodo generandos por las concentraciones altas de biomasa (Judd, 2008; Drews et al.,
2007; Han et al., 2005;.Lee et al., 2003).

Los resultados obtenidos en esta trabajo sugieron que las colmataciones de las
biomasa fueron influenciados principalmente por las concentraciones de las biomasa y
no por la acumulaciéon y/o formacion de PMSs o SPEs solubles excepto para la
aclimatacion de las biomasa (Fase 1).

Cuando se extrajeron los médulos de membranas para realizar las limpiezas quimicas
de las membranas se observéO una acumulacién y deposicion de solidos en las
superficies de las membranas (Figura 4.65). Debido a esta formacion de sélidos se
incrementd la resistencia de la membrana y disminuyo la permeabilidad, por lo tanto,
existio una ligera disminucion del flux y un incremento de la PTM en todas las fases
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experimentales. Los parametros tales como el flux y la PTM no influyeron en ningun
momento sobre la remocion del E1, E2 y EE2. Resultados similares son reportados por
Chang et al. (2006).

Figura 4.65. a) Acumulacion de sdlidos en la superficie de las membranas de
ultrafiltracién; b) membranas después del bafio quimico

4.2.2.2.6.5. Turbiedad en los permeados de los BRM

Los SST y la turbiedad en el permeado de los reactores son parametros que nos
pueden informar de forma indirecta sobre el funcionamiento del modulo de las
membranas ya que indican si existe una fuga o dafio en las membranas. Los resultados
mostraron que los modulos de ultrafiltracién trabajaron con un alto desempefio ya que,
como se pueden observar en la Figura 4.66, la turbiedad en los permeados permanecio
entre 0y 1lunidades NTU. La concentracion de los SST en los efluentes fue por debajo
de 3 mg.L™.
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Figura 4.66. Comportamiento de la turbiedad en los permeados de los BRM
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4.2.3. Bio-reactor con membranas a nivel piloto para el tratamiento de un
agua residual municipal real

4.2.3.1. Arranque y operacion del bio-reactor con membranas

Para el arranque del sistema, se realiz6 una prueba preliminar para la determinacién de
las condiciones sub-criticas, la cual se detalla en el capitulo 3. Se determin6 que con un
flux menor a 46 L.m?2.h™, la velocidad de taponamiento es lenta con PTM por debajo de
30 kPa. De acuerdo a estos valores, se seleccionaron los parametros de operacion del
proceso aplicando cuatro tiempos de residencia hidraulica de 7, 9, 10 y 12 h con TRC
de 34, 46, 60y 88 d. El reactor operé en modo continuo durante 476 dias.

4.2.3.2. Aguaresidual municipal

El agua residual que se utilizé6 para la alimentacién del bio-reactor fue de la Zona
Metropolitana de la Cuidad de México, en dos puntos de muestreo: Emisor Central y
Gran Canal del Desaglie. Se seleccion6 esta zona ya que alli se descarga la gran parte
de las aguas residuales generadas en la Ciudad de México.

El Valle de México tiene una poblacion cercana a los 20 millones de habitantes, con una
cobertura de 1,450 km? Todas las aguas residuales domésticas, municipales,
industriales y de escurrimientos pluviales de esta area se mezclan y son conectadas a
tres salidas artificiales del Valle: los tuneles del Gran Canal del Desagtie, Interceptor del
Poniente y el Emisor Central, las cuales desalojan las aguas que capta el sistema de
Drenaje Profundo de 165 km de longitud. Actualmente, la red de drenaje de la Zona
Metropolitana de la Ciudad de México recibe un promedio de 43 md/s de aguas
residuales (CONAGUA, 2006). En la Figura 4.67 se muestran los puntos de muestreos
seleccionados.

Por mencionar, el Valle de Mezquital, dentro de la Cuenca del Rio Tula, es un valle con
suelos salitrosos que hacian muy dificil su desarrollo agricola. Este valle actualmente
recibe las aguas residuales de los tres tuneles de captacion mencionados
anteriormente. El riego con las aguas residuales de la Ciudad de México propicio la
formacién de suelos aptos para la agricultura, siendo posible observar hoy estratos de
suelo fértil.

La superficie actualmente bajo cultivo es de mas de 100,000 ha, de las cuales 84,500
ha se riegan con aguas residuales y dan empleo y sustento a mas de 66 mil familias de
mexicanos, incluyendo zonas con alta presencia de poblacién indigena.

Las aguas residuales que se emplean en riego agricola no reciben ningan tipo de
tratamiento, lo que representa un riesgo sanitario y un riesgo potencial de
contaminacion ambiental.
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Figura 4.67. Localizacion de puntos de muestreo del agua residual municipal

4.2.3.2.1. Muestreo y caracterizacion del agua residual municipal

Primeramente se selecciond el punto de muestreo del Emisor Central (salida), de donde
se tomaron aproximadamente 10 m*® de agua residual cada 20 dias. El reactor fue
alimentado con esta agua durante 109 dias. Entre los meses de Noviembre y Febrero el
reactor fue alimentado con agua residual proveniente del Gran Canal. La
caracterizacion fisicoquimica del agua residual y la deteccion de los estrégenos se
realiz6 en muestras simples (por triplicado) de los muestreos realizados entre los meses
de Julio y Octubre con un total de muestreos de 10. En todos los muestreos, las
muestras de agua residual fueron almacenadas en frascos de vidrio de ambar de 1 L,
las cuales fueron acondicionadas con metanol (2% v/v) a pH de 3 con acido sulftrico
(98%). Las muestras fueron almacenadas a 4°C. Posteriormente, las muestras fueron
transportadas hacia el laboratorio para su analisis al siguiente dia. Los parametros
fisicoquimicos y la deteccién de los estrogenos se presentan en las Tablas 4.24, 4.25 y
Figura 4.68. La variacion del agua residual entre un muestro y otro fue diferente
presentandose una carga baja de materia organica y nitrdgeno amoniacal en el Emisor
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Central debido a la temporada de lluvias (Julio-Octubre) cuando se presentaba una
dilucion del agua residual. En el agua residual del Emisor Central, los compuestos E1y
E2 fueron detectados con concentraciones entre 14 y 54 ng.L™" y entre 12 y 27 ng.L™
respectivamente. El EE2 fue detectado con concentraciones menores a 8 ng.L-1 y hasta
por debajo del limite de deteccién. En el agua residual del Gran Canal el E1, E2 y EE2
fueron encontrados con concentraciones entre 4 y 93 ng.L™. Se puede notar que las
concentraciones de los estrégenos en el agua residual del Gran Canal fueron mas altas
que las determinadas en el Emisor Central.

Tabla 4.24. Caracteristicas fisicoquimicas del agua residual Emisor Central

Parametro 21-jul-08 | 13-ago-08 | 3-sep-08 | 9-oct-08 | 30-oct-08
DQO+ (mg.L™) 144 123 193 132 390
N-NH*; (mg.L™") 20 15 21 25 36

N-NO>, (mg.L™?) - - - - -
N-NO’; (mg.L™h -

Fosforo total (mg.L™) 15 21,9 14,7 18 21
SST (mg.L™) - - - - -
SSV (mg.L™Y) - - - - -

pH 7.5 7.3 7.7 7.4 7.5
Color (Pt-Co) 326 985 845 287 2,940
Turbiedad (NTU) 28 42 70 19 286
Conductividad

eléctrica (mS.cm™)

Tabla 4.25. Caracteristicas fisicoquimicas del agua residual del Gran Canal

Parametro 27-Nov-08 23-Dic-08 09-Ene-09 05-Feb-09 19-Feb-09
DQO; (mg.L™) 410 450 314 520 550
N-NH*, (mg.L™?) 64 57 60 50 41
NTK (mg.L™) - - 46 49 55
N-NO’, (mg.L™h - 0 0.05 0.1 0.5
N-NO’; (mg.L™h - 1 0.4 0.8 0.2
Fosforo total (mg.L™) 49 12 32 - -

SST (mg.L?) 27 176 72 230 250
SSV (mg.L™Y) 16 124 64 189 170
pH 7.2 7.8 7.5 7.3 7.6

Color (Pt-Co) 1,790 1,170 1,105 3,570 2,390
Turbiedad (NTU) 132 118 143 560 152

Conductividad 1,521 1,500 1,456 1.471 1,478

eléctrica (mS.cm™)
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Figura 4.68. Deteccion de estrégenos encontrados en el agua residual provenientes
del Emisor Central y Gran Canal

En la Tabla 4.26, se muestran concentraciones de estrogenos encontrados en aguas
residuales crudas en algunos paises. Se observa que las concentraciones de los
estrogenos encontradas en las aguas residuales de la Cd. de México estan dentro del
rango reportado para otros paises e incluso México. Las variaciones de las
concentraciones de los estrégenos entre uno y otros paises pueden radicar en muchos
factores tales como el tipo de muestreo realizado (muestra simple o compuesta), factor
de dilucion, densidad de poblacion, método analitico por mencionar otros.
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Tabla 4.26. Concentraciones de E1, E2 y EE2 en aguas residuales crudas

Co(rr?;ul_?lito Pais Referencia
El E2 EE2
30 22 - Singapore Hu et al. (2007)

- 19 - 26 - Taiwan Chia-Yang et al. (2007)
5-66 - 1- 24 Japon Hashimoto et al. (2007)
73 20 <LDD México Gibson et al. (2007)

29 - 670 35-125 3-70 Austria Clara et al. (2005)
7-75 5-11 0.7-5 Suecia Joss et al. (2004)
55- 76.6 12 - 20 6-10 Alemania Andersen et al. (2003)

40 21 7 Brasil Ternes et al. (1999)
9-34 10- 93 <LDD - 82 México Este estudio

4.2.3.3. Evaluaciéon del BRM piloto sobre la remocién de E1, E2 y EE2
presentes en el agua residual municipal

Se observo que las concentraciones de los compuestos en el influente al reactor no
fueron iguales a las concentraciones detectadas en los muestreos realizados
(Tabla 4.27). Las concentraciones de E2 determinados en el influente del reactor en
toda la fase experimental fueron menores a las concentraciones detectadas en los
muestreos de las aguas residuales, obteniéndose remociones de este compuesto entre
el 11 y 24%. Sin embargo, para el E1 y EE2 no se observé este mismo efecto, ya que
las concentraciones determinadas en el influente del reactor fueron mayores a las
cuantificadas en los muestreos. Esta conducta puede ser debido a varias razones: error
en la determinacion analitica de los compuestos, biodegradacion y/o desconjugacion de
los compuestos inactivos. Las dos Ultimas razones pueden estar relacionadas a que
durante el periodo de almacenamiento del agua residual (tanque de alimentacion)
existen procesos de degradacion anaerobia, lo que puede dar originen a posibles
biodegradaciones de los compuestos, obteniéndose ciertas variaciones en sus
concentraciones. Hay que recordar que estos compuestos son liberados mayormente
en una forma biolégica inactiva como conjugaciones de sulfatos y glucuronidas. Una
cantidad de estas conjugaciones son biotransformadas o desconjugadas a su forma
activa mediante la accion de microorganismos que se encuentran de manera natural en
el agua residual durante su transporte en el sistema de alcantarillado, sin embargo,
ciertas cantidades de estos compuestos en su forma inactivas quedan latentes a su
posterior biodegradacién. Joss et al. (2004) han reportado que el E2 puede ser
removido en condiciones anaerobias y el E1 y EE2 resultan ser recalcitrante bajo estas
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condiciones. De acuerdo a esto, la dismincibn del E2 pudo ser debida a una
biodegradacion y el aumento del E1 y EE2 pudo estar mas relacionado a la
biotransformacion de sus formas conjugadas.

Tabla 4.27. Variacidon de las concentraciones de estrogenos en los muestreos y en el
influente de BRM piloto

Emisor Central Gran Canal
E1 E2 EE2 E1 E2 EE2
'\’é‘r’]gsﬁﬁe)o 25+19 | 1946 443 24413 | 34434 | 24433
'”f"grflgti?)RM 20421 | 17 +4 9 9 31429 | 26424 | 27431
Remocion (%) | -16+11 | 11#33 | -125+ 200 | 29+ 123 | 2429 | -13+6

Las concentraciones de E1 en el influente del reactor en toda la fase experimental
variaron entre 1y 70 ng.L™, para el E2 entre 2 y 50 ng.L™" y para el EE2 menores al
limite de deteccién y 60 ng.L™.

4.2.3.3.1. Influencia del TRC y TRH sobre la remocion de los
estrogenos

En la Figura 4.69 se muestran las remociones de E1, E2 y EE2 con los 4 TRC
estudiados. Las mayores remociones de E1, E2 y EE2 obtenidas para estas
condiciones fueron con TRC entre 46 y 60 d con remociones de los tres compuestos por
arriba del 95%. Con un TRC 88 dias las remociones de los tres estrogenos fueron
disminuidas pasando del 100% hasta porcentajes del 87%. El mismo comportamiento
fue observado para un TRC de 35 d, en donde se obtuvieron hasta un 67% de remocién
para el E1. Se muestra que el compuesto que no presento6 variaciones considerables en
su remocion bajo diferentes TRC fue el E2, mismas que fueron observadas en los BRM
experimentales a nivel laboratorio. Este hecho, indica que el compuesto mas facil de
remover en un bio-reactor con membranas es el estradiol. Como se menciond en las
conclusiones de los resultados presentados en los BRM a nivel laboratorio que cuando
estos son operados con TRC por arriba de 70 d y por debajo de 45 d se reduce la
remocidon de los estrégenos, resultados similares fueron obtenidos en el BRM piloto
alimentado con un agua residual real.

Tratamiento de aguas residuales municipales con presencia de compuestos
disruptores endocrinos mediante un bioproceso aerobio con membranas 189




—O—El1 —8®—E2 —/A—EE2

100 +

Remocidon (%)
(] (o]
o o
L L

\‘
o
I

2]
o

40 50 60 70 80 90
TRC (d)

w
o

Figura 4.69. Remocion de estrogenos operados con diferentes TRC en el BRM piloto

Por otro lado, en la Figura 4.70 se presentan las remociones de los estrégenos
obtenidas con TRH de 7, 9, 10 y 12 h manteniédose un TRC de 60 d constante. Se
observa que para un TRH de 7 h, las remociones de E1, E2 y EE2 fueron entre un 87 y
98%. Para TRH mayores de 7 h, las remociones de los tres estrogenos tienden a
incrementarse por arriba del 96% alcanzado valores hasta un 100%. La variacion del
TRH si afect6 la eliminacion de los compuestos especialmente para el E1. Para el E2, el
aumento del TRH no afecto su eliminacién, determinadose remociones por arriba del
98% bajo estas condiciones. Asimismo, en la Figura 4.71 se presentan las
concentraciones de los compuestos en el efluente del reactor con estas mismas
condiciones de operacion. Para un TRH de 7 h, las concentraciones de E1 y EE2 en el
efluente del reactor piloto fueron de 3 y 2.3 ng.L? respectivamente. Estas
concentraciones se consideran altas, las cuales posiblemente puedan causar disrupcion
endocrina en los organismos vivos (Palace et al., 2006; Thorpe et al., 2003; Larsson et
al., 1999; Ternes et al., 1999b; Stumpf et al., 1996). Mientras que para el E2 se observo
que la concentracién se mantuvo por debajo de 0.5 ng.L™. Este comportamiento en las
concentraciones de los estroégenos en el efluente del reactor esta correlacionado con las
remociones obtenidas para un TRH de 7 h. Con el aumento del TRH, las
concentraciones de los tres estrégenos fueron menores a 1 ng.L™, indicando también
de esta manera que con TRH superiores a 7 h se pueden obtener eliminaciones
considerablemente altas con un concentracion baja de E1, E2 y EE2 en el efluente del
reactor piloto. Similares resultados fueron obtenidos en los BRM a nivel laboratorio.
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Figura 4.71. Concentraciones de lo estrogenos con diferentes TRH en el efluente del
BRM piloto

De los resultados obtenidos en los BRM a nivel laboratorio y del BRM piloto operados
con diferentes condiciones de operacion, se pueden recomendar que trabajando con
TRC entre 45y 60 d y con TRH entre 9 y 12 h en bio-reactores con membranas
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sumergidas se pueden alcanzar muy altas remociones de los estrégenos que estan
presentes en los influentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales
asegurandose concentraciones de E1, E2 y EE2 en los efluentes menores a 1 ng.L™,
disminuyendose posiblemente el efecto disruptivo que presentan estos compuestos
sobre los organismos vivos que viven en los cuerpos receptores que reciben estas
descargas.

Se ha reportado que mediante la tecnologia de bio-reactores con membranas que
utilizan principalmente modulos de membranas de microfiltracién y ultrafiltracion no es
posible remover remover contaminantes disueltos con pesos moleculares menores a
1,000 g.mol™.

Sin embargo, parece ser que particulas, tales como coloides, material particulado y
materia organica natural que se encuentran de forma natural en las aguas residuales,
tienen la capacidad para adsorber contaminantes, las cuales pueden significativamente
incrementar el potencial de la MF y UF para remover contaminantes trazas tales como
el E2 (Shafer et al.,, 2002; Cho et al., 2000). Junto con esto y la concentracion de
biomasa dentro del BRM generan un obstruccion de los poros de las membranas
reduciendo su tamafio, haciendo que las membranas funjan como una barrera fisica
para los estroégenos, impidiendo el paso de estos a través de las membranas. En los
sistemas biolégicos convencionales, tales como los lodos activados en sus diferentes
modificaciones y/o otros procesos biolégicos para el tratamiento de aguas residuales,
estas particulas se escapan y estan presentes en sus efluentes. Los compuestos
adsorbidos en estas particulas pueden desorberse hacia la fase liquida, generando la
presencia de compuestos disruptores endocrinos en los efluentes de los procesos
biolbgicos.

Holbrook (2003), investigd la influencia que presenta el material coloidal y particulado
en la eliminacion y transporte del compuestos disruptores endocrinos durante el
tratamiento de aguas residuales. Los resultados de este estudio revelaron que existe
una fuerte interaccion entre el E2 y EE2 con el material disuelto presente en las aguas
residuales sugiriendo que el transporte coloidal puede ser una ruta de eliminacion de los
estrogenos.

4.2.3.3.2. El proceso de nitrificacion en laremocion de los estrégenos

Como en los reactores a nivel laboratorio, se evalud el proceso de nitrificacion con
relacion a la remocioén del E1, E2 y EE2 en la operacién del reactor piloto.

En la Figura 4.72 se muestra la evolucion del nitrgeno amoniacal en el influente y
efluente del bio-reactor. La concentracion promedio del N-NH; en el influente del
bio-reactor fue 24 +5 mg.L™ cuando el agua provenia del Emisor Central (dia 1-109). A
partir del dia 110, el reactor fue alimentado con agua residual proveniente del Gran
Canal con concentraciones promedios de N-NH*; de 42 +3 mg.L™. El reactor fue capaz
de remover el N-NH", por arriba del 97 +3% con una concentracién promedio el efluente
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de 0.9 +0.6 mg.L" durante toda la experimentacién. Se observa que durante los
primeros 10 dias la formacion de N-NO~ y N-NO'; fue baja (< 4 mg.L™) y la remocién de
N-NH", fue menor al 90%. A partir del dia 15 se incremento la remocion del amoniaco y
se aumento la formacion de N-NO3 lo cual indicé que mejoré el proceso de nitrificacion.
De esto se puede deducir que con el tiempo en el licor mezclado se desarrollaron
bacterias nitrificantes. Durante esta etapa, la concentracion de oxigeno se mantuvo
ligeramente por arriba de los 3 mg.L™ y el pH dentro del reactor oscilo entre 7.2y 7.8. A
pesar de que se generd una nitrificacién en el reactor, no se presentd una acidificacién
del proceso, esto debid a que posiblemente las caracteristicas del agua amortigué el pH
en el proceso de nitrificacion.
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Figura 4.72. Evolucion del N-NH"; y formacion de N-NO™, y N-NO; en el BRM.

Cuando se aumento la concentracion de N-NH"; a partir del dia 110 generado por las
caracteristicas del agua residual del Gran Canal, la concentracion del oxigeno disuelto
bajo, pasando de 3 a 0.9 mg.L™. Esto se debe a que cuando aumenta la concentracion
de N-NH; el consumo de oxigeno es mayor. De acuerdo con la estequiometria del
proceso de nitrificacion indica que por cada gramo de N-NH*; oxidado es requerido
4.57 g O, (Metcalf y Eddy, 2003). La remocién del nitrdogeno amoniacal se incremento
por arriba del 98% con el aumento en la concentracién del N-NH",4 en el influente del
reactor.

En la Tabla 4.28 se presenta el balance del nitrdgeno en el reactor piloto. En los
primeros 109 dias de operacién, la diferencia entre el nitrégeno total en el efluente e
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influente (AN) no fue grande y gran parte del N-NH*; fue consumida por la biomasa
aerobia autétrofa para sus requerimientos de crecimiento. En el balance se observa que
la remocion del nitrégeno total en los tres primeros 110 dias fue de 7-20%, indicando
solo un proceso de nitrificacion. Sin embargo, se observé que a partir del dia 110 hasta
el dia 234, una diferencia grande de AN generandose una disminucion del nitrégeno
total en el efluente producto del consumo de N-NO’3 y N-NO7; dentro del BRM piloto.
Para comprobar estas pérdidas del nitrdgeno, se tomoé la decision de determinar el
nitrégeno total (N1) en la entrada y salida del reactor a partir del nitrégeno total Kjendahl
(NTK). Mediante un balance de masas producto del andlisis del nitrégeno total Kjendahl,
N-NH"4 y N-NO, mas N-NO’; fue determinado el Nt. Los andlisis de NTK se realizaron
a partir del dia 184 hasta el final de la experimentacion. La concentracion promedio de
NT en el influente y efluente del bio-reactor fue 46.8 #23 y 2.7 +1.9 mg.L™
respectivamente. De acuerdo a estos valores durante los ultimos 125 dias de operacion,
se presentaron condiciones de nitrificacion-desnitrificacion, producto de la alta carga de
nitrdogeno amoniacal, dando como resultado un abatimiento del oxigeno disuelto en el
reactor, generando condiciones anoOxicas y por lo tanto una disminucion en la
concentracion de N-NO, + N-NO'; en el efluente del reactor. De esta manera, la
remocion del NT aument6 hasta un 95%.

Tabla 4.28. Balance de nitrégeno en la operacién del BRM piloto

Dias Influerlte Efluen+te NTK NTK Inf_Iuente ) Ef_Iuente ) N Nt AN
de N-NH"4 N-NH"4 | Influente | Efluente | N-NO'>+ N-NO'3 | N-NO’>+ N-NO7; | Influente | Efluente 1
operacion | (mg.L™) | (mg.L™) | (mg.L™® | (mg.L™ (mg.L™ (mg.L™ (mg.L™ | (mg.L™ (mg NT.L™)
1-44 21 3 - - 0.2 9.3 21.2 12.3 -8.9
45-86 22 1 - - 0.1 17 22.1 18 -4.1
87-109 30.3 0.3 - - 0.1 28 304 28.3 -2.1
110-141 43 0.5 - - 0.4 18 43.4 18.5 -24.9
142-183 43 1 - - 0 9 43 10 -33
184-234 39.8 1 60.7 2.3 0.5 0.6 61.2 2.9 -58.3

Para el calculo del Nt en los primeros 110 dias de operacién fue en base a la
concentracion del N-NH*; y N-NO, mas N-NO; en el influente y efluente del reactor.

Por otro lado, en la Figura 4.73 se muestra la correlacion entre las cargas de N-NH",
aplicadas y las tasas de remocién en el BRM. La maxima carga N-NH"4 aplicada fue de
0.13 kg N-NH',.m3.d™. El sistema mostr6 un excelente desempefio ya que las
eficiencias de remocion promedios del N-NH", fueron del 97 +3%.
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Figura 4.73. Cargas de N-NH"; aplicada y removida en el tratamiento del agua residual

En la Figura 4.74 se muestra el comportamiento de las remociones de los compuestos
El, E2 y EE2, asi como la concentracibn de N-NO’; durante todo el periodo
experimental Se observa que durante los primeros 44 dias, las remociones de los
estrogenos oscilaron entre un 15y 90% con concentraciones en los efluentes entre 0.1
y 13 ng.L™!. Este comportamiento estuvo asociado con una baja remocién de materia
organica y una baja produccion de N-NO’; con una tasa de formacién de nitratos de
7 mg N-NO'5.g SSV™'.d™. Durante esta etapa, la remocién promedio del E1 fue de 70
+ 27.4% y las de E2 y EE2 fueron 89.2 +14.4% y 83.1 £37.7%. Conforme se
incrementaba la formacion de nitratos, la remocion de E1, E2 y EE2 aumenta. A partir
del dia 45 hasta el 109, la formaciéon de nitratos aument6 y las concentraciones de
N-NH*; en el efluente del reactor fueron debajo de 1 mg.L™. Las remociones de los
estrogenos se incrementaron por arriba del 86%. Este comportamiento fue producto de
un incremento en la actividad de nitrificacién y posiblemente a la formacion de bacterias
nitrificantes. La formacion de nitratos fue disminuyendo a partir del dia 120 y hasta el
final de la experimentacion debido a un proceso de nitrificacion-desnitrificacion como se
demostré anteriormente. La remociéon de los estrégenos no se vié afectada por este
proceso, determinandose remociones para el E1 y EE2 de 99% y 100%
respectivamente. Para el E2, las remociones obtenidas fueron por arriba del 99%. El
aumento en la remocién de los estrégenos puede estar asociado también al aumento
en los TRH y los TRC. En esta grafica solo se muestran resultados de 234 dias de
operacion, sin embargo, el experimento siguié continuando hasta alcanzar los estados
estacionarios para cada TRC probados en el reactor. Por lo que solamente fueron
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tamadas las muestras para la determinacion de los tres estrégenos cuando los TRC
alcanzaron su estado estacionario (2 veces el TRC).
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Figura 4.74. Evolucion del proceso de nitrificacion en la remocion de los estrégenos

En la Tabla 4.29 se resumen las tasas de formacion de nitratos en diferentes dias de
operacion. Se observa que los primeros 44 dias de operacion, las tasas fueron bajas de
7 mg N-NO'3.g SSV*.d*, sin embargo, la actividad de nitrificacién aumenté a partir del
dia 45 con tasas mayores a 13.5 mg N-NO'5.g SSV™.d*. Se muestra que a partir del dia
110 las tasas de nitrificacién disminuyeron hasta 0.42 mg N-NO's.g SSV*.d™*, debido a
un proceso de nitrificacién-desnitrificacion.

Tabla 4.29. Tasa de nitrificacion especifica

Dias
de Carga aplicada
operacion | (kg N-NH*,;.m3.d™

Tasa de Tasa de nitrificacién
remocion especifica
(kg N-NH*,.m3.d?%) | (mg N-NO3.g SSvid?)

1-44 0.072 0.065 7
45-86 0.074 0.07 135
87-109 0.1 0.1 18

110-141 0.08 0.08 5.5
142-183 0.12 0.11 3.3
184-234 0.13 0.12 0.42

e —
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En la Figura 4.75 se muestra la relacion entre las tasas de formacion de nitratos y las
tasas especificas de remocion de los estrogenos. Los resultados obtenidos mostraron
una relacion completamente lineal entre la nitrificacion y la remocion de E1, E2 y EE2.
Se observa que para una tasa baja de nitrificacion de 7 mg N-NO3.g SSV*'.d? se
generaron tasas de remocién de los compuestos entre 2.5 y 8 ng.g SSV*.d. Cuando
las tasas de nitrificacién aumentaron de 7 hasta 18 mg N-NO3.g SSV'.d?, las tasas
especificas de remocion de los estdgenos se incrementaron por arriba de 9.6
ng.g SSV*'.d*. Como se demostré en los sistemas a nivel laboratorio, el proceso de
nitrificacion esta directamente influenciado en la remocion de E1, E2 y EE2. Las tasas
de formacion de nitratos obtenidas en el BRM piloto fueron 3 veces mas altas que las
determinadas en los reactores a nivel laboratorio. Este comportamiento fue debido a
que la carga del N-NH"4 en el influente del reactor piloto fue mas alta. Sin embargo, las
tasas especificas de remocion de los compuestos fueron mas altas en los BRM a nivel
laboratorio, esto debido a que la concentraciones de los estrégenos en el influente de
los reactores fueron mas altas que en el BRM piloto.
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Figura 4.75. Relacién entre la nitrificacién y la remocién de E1, E2 y EE2

4.2.3.3.3. Concentracion de estrégenos en la biomasa del BRM piloto

Durante los 234 dias de operacion del BRM piloto se determinaron concentraciones de
los estrogenos en la biomasa activa (Figura 4.76a). Como es de esperarse, los

Tratamiento de aguas residuales municipales con presencia de compuestos
disruptores endocrinos mediante un bioproceso aerobio con membranas 197



resultados mostraron que los estrogenos son adsorbidos en la biomasa. Se observa
que las maximas concentraciones de E1, E2 y EE2 fueron encontradas los primeros 94
dias de operacion, las cuales estuvieron entre los limites de deteccion (LDD) y hasta
valores de 70 ng.g™. Un menor efecto sobre la concentracién de los estrégenos en la
biomasa se vio reflejado en el BRM piloto comparado con los BRM a nivel laboratorio,
esto debido posiblemente a las variaciones en las concentraciones de los estrogenos
determinadas en las aguas residuales de la Cd. de México. A partir de este dia, existio
una disminucién de los compuestos en la biomasa, indicando una mayor actividad de
los microorganismos para degradar a los estrogenos dentro y fuera de los fléculos
biol6gicos. Las concentraciones de E1, E2 y EE2 en la biomasa se encontraron con
valores hasta por debajo del limite de deteccion.

Asimismo, en la Figura 4.76b se indican las tasas de biodegradacién y adsorcion de los
compuestos determinados en cada periodo de muestreo de la biomasa. Durante los
primeros 94 dias se obtuvieron tasas de biodegradacién entre 1 y 14 ng.g SSv*.d*
mientras que las tasas de adsorcién se encontraron por debajo de 3.5 ng.gt.d?,
indicando que los procesos de biodegradacion fueron mas altas que los procesos de
adsorcion. Este hecho, mostré que alrededor del 15% de los compuestos encontrados
en la fase liquida fueron removidos por adsorcion A partir del dia 94, las tasas de
biodegradacién se mantuvieron con valores entre 1y 12 ng.g SSV™'.d™* muy semejantes
a las determinadas durante los primeros dias de operacion, mientras que las tasas
fueron menores a 0.7 ng.g™*.d™, indicando que el proceso de biodegracién durante los
234 dias de operacion fue el que prevalecié en el reactor piloto. Asimismo, se observa
que las tasas de biodegradacion se incrementaban o disminuian cuando las tasas de
adsorcion se reducian y se aumentaban. Esto desmuestra que la remocion de los
estrogenos en el BRM piloto fueron llevados a cabo por una combinacion de procesos
de biodegradacion-adsorcion simultanea siendo la biodegradaciéon el principal
mecanismo de remocion de los estrégenos. Resultados semejantes fueron observados
en los BRM a nivel laboratorio indicando que el principal mecanismo de remocion de los
tres compuestos es la biodegradacion.
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biodegradacion y adsorcion

4.2.3.3.4. Balance de masas

En la Tabla 4.30 se muestran las concentraciones de estrégenos detectadas en los
sélidos presentes en el influente del reactor. Las concentraciones determinadas de E1,
E2 y EE2 en los SST fueron entre 3 y 10 ng.g™, indicando de esta manera, que estos
compuestos son adsorbibles en cualquier matriz sélida. En la Tabla 4.31 se muestran
los resultados del calculo del balance de masas utilizando las mediciones de las
concentraciones de los compuestos en la fase sélida, liquida, SST y caudales. Con este
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balance de masas, se obtuvo el flujo masico del influente, efluente y purga de lodos en
diferentes dias de operacion del BRM piloto. La cantidad méasica de estrégenos aplicada
al reactor fueron entre 2,000 y 30,000 ng.d*. Esta variacion fue asociada principalmente
a los caudales operados en el BRM para obtener TRH entre 7 y 12 h, concentraciones
de estrégenos en el influente y a las concentraciones de estrogenos presentes en los
sélidos (SST) que se encontraron en las aguas residuales crudas. La cantidad de SST
presentes en el influente del reactor fueron entre 30 y 120 mg.L™.

Tabla 4.30. Concentraciones de estrogenos detectadas en los SST presentes en el
influente del BRM piloto

Dias de operacién | E1 (ng.g™) | E2(ng.g™) | EE2 (ng.g™")
1-18 3
19-94
95-124
125-149
150-183
184-234

=
o|ha|5lolo
SIENENTIS
INIHMHGIENTS

Se observa que los flujos masicos de estrogenos en el efluente del reactor fueron
menores a 1,000 ng.d™, indicando que las remociones de E1, E2 y EE2 fueron mayores
al 88% a partir del dia 95. Para determinar la remociéon de E1, E2 y EE2 para el proceso
de biodegradacién y adsorcién, se realizé6 una diferencia entre el flujo masico del
influente, efluente y purga de lodos. De acuerdo a esta diferencia, la remocion de los
compuestos por biodegradacion fue el proceso que predominé durante los 234 dias de
operacion, las cuales fueron mayores al 84%. Estos resultados coincidieron con los
datos obtenidos en las tasas de biodegradacion y adsorcién, las cuales fueron mas
altas para la biodegradacion que para la adsorcion. EI compuesto que presentd menor
adsorcion sobre la biomasa fue el E2, indicando que este compuesto es mas suceptible
al ataque por los microorganismos.
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Tabla 4.31. Flujos masicos de estrégenos a través de los BRM y remociones mediante
procesos de biodegradacién y adsorcion en diferentes fases experimentales utilizando
las concentraciones de E1, E2 y EE2 en la fase liquida y soélida

Flujo masico (ng.d™) . Remocioén Remocién
. Remocién
Dias total . por por
de Influente Efluente (%) biodegradacion adsorcioén
operacion (%) (%)
El E2 EE2 E1l E2 |EE2 | E1 | E2 | EE2 | E1 | E2 | EE2 | E1 | E2 | EE2
1-18 7,303 | 12,348 | 2,478 | 2,606 | 831 | 66 | 64 | 93 97 54 | 92 96 10 | 1 1
19-94 28,769 | 7,668 | 2,730 | 2,952 | 381 | 343 | 90 | 95 | 87 | 87 | 90 80 3 5 7
95-124 8,401 | 11,222 | 11,341 | 1,030 | 294 | 695 | 88 | 97 | 94 | 87 | 96 92 1 1 2
125-149 3,872 | 3,270 | 2,259 73 0 145 1 98 | 100 | 94 | 83 | 99 90 | 15| 1 4
150-183 7,409 6,536 4,303 850 0 29 |89 | 100 | 99 83 | 96 93 6 4 6
184-234 29,517 | 24,788 | 27,908 | 448 | 269 0 98 | 99 | 100 | 98 | 97 99 0 1 0

El balance de masas presentado en la Tabla 4.31 esta basado en la determinacion de
los compuestos tanto en la fase liqguida como en la solida (método 1). El método 2
indicado en la metodologia experimental y en los resultados de los balances de masas
en los BRM a nivel laboratorio, relaciona solo la concentracién de los compuestos en la
fase liquida y el coeficente de adsorcion Kp sin la determinacion de estrégenos en la
biomasa. En la Figura 4.77 se muestran los resultados del balance de masas obtenidos
mediante el método 1y 2 para la obtencidn del flujo méasico de estrégenos en la entrada
del reactor. Se observa que aplicando ambos métodos, no existen diferencias
significativas entre los resultados del balance de masas obtenidos con ambos métodos.
El flujo masico calculado con el método 1 (sin la introduccion de Kp) para el E1, E2 y
EE2 fueron de 7,303, 12,348 y 2,478 ng.d* respectivamente durante los primeros 18
dias, mientras que con el método 2 (con la introduccion de Kp), los flujos fueron de
7,198, 12,614 y 2,304 ng.d™ para el E1, E2 y EE2 respectivamente, obteniéndose una
desviacién estandar entre los dos métodos menor al 2%. El mismo comportamiento fue
observado para los flujos obtenidos en los siguientes dias de operacion. El grafico de
superficies muestra que no existen diferencias entre el método 1y 2.

El gréafico de los flujos masicos en el efluente del reactor piloto no se ilustra ya que, al
no existir la presencia de SST en el efluente del BRM piloto (SSTe = 0 mg.L™), el célculo
del flujo masico en el efluente aplicando los dos métodos, es el resultado de la
multiplicacion del caudal y la concentracion de los estrogenos en la salida del reactor,
dando como resultado flujos iguales entre un método y otro. Para el método 1,
Fe = Qe (Se + Xe*SSTe) y para el método 2
Fe = QeSe(1 + Kp*SSTe).
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Figura 4.77. Flujo de estroégenos en la entrada de BRM piloto mediante el método 1y 2

En la Figura 4.78 se muestran los resultados del balance de masas obtenidos mediante
el método 1y 2 para la obtencién del flujo masico de estrégenos en la purga de lodos
del reactor. Se observa que aplicando ambos métodos, también no existen diferencias
significativas entre los resultados obtenidos con ambos métodos. El flujo masico
calculado con el método 1 para el E1, E2 y EE2 fueron de 718, 152 y 31 ng.d*
respectivamente durante los primeros 18 dias, mientras que con el método 2, los flujos
fueron de 700, 145y 38 ng.d™ para el E1, E2 y EE2 respectivamente, obteniéndose una
desviacion estandar entre los dos métodos menor al 5%. Este mismo comportamiento
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fue observado para los flujos obtenidos en los siguientes dias de operacién. El grafico
de superficies muestra que no existen diferencias entre el método 1y 2.
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Figura 4.78. Flujo de estrogenos en la purga de lodos obtenidos mediante el método 1
y2

En la Figura 4.79 y 4.80 muestran los resultados obtenidos en la determinacion de los
porcentajes de remocion debida a la biodegradacion y adsorcién. Los porcentajes de
biodegradacion y adsorcion corresponden a la diferencia entre la remocion total de
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estrogenos obtenida en el reactor. Para calcular el porcentaje neto correspondiente a la
remocion por biodegracion y/o por adsorcion, hay que considerar como un 100% la
remocion total del compuesto. De esta manera, se obtiene el porcentaje neto debido a
la biodegradacién y/o adsorcion.

Los célculos para determinar la remocion debida al proceso de biodegradacién
utilizando el método 1, indicaron que los compuestos fueron removidos por arriba del
84% por este proceso como se indicé anteriormente. Mientras que, con el método 2,
indicé que los compuestos son removidos por arriba del 89% por biodegradacién. Esta
diferencia entre un método y otro, corresponde a la diferencia mostrada en la
determinacion del flujo masico de los compuestos en la purga de lodos. En los BRM a
nivel laboratorio, se demostré que el proceso de biodegradacion fue el responsable de
la remocion de los estrégenos. Asimismo, se mostré que la aplicacion de ambas
metodologias en la determinacion del balance masas pueden ser aplicadas para
determinar el transporte de los compuestos en el proceso biolégico. Resultados
similares fueron obtendidos en el BRM a nivel laboratorio.
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Figura 4.79. Remociones de E1, E2 y EE2 por biodegradaciéon obtenidos mediante el
método 1y 2
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Figura 4.80. Remociones de E1, E2 y EE2 por adsorcion obtenidos mediante el método
ly?2

La aplicacion de un balance de masas es una herramienta ingenieril muy util e
importante en la rama ambiental (tratamiento de aguas residuales) ya que, indica el
comportamiento y desempefio de plantas de tratamientos de aguas residuales.

El balance de masas tomando solo en cuenta la cantidad del compuesto presente en la
fase soluble y el coeficiente de adsorcion Kp, mostré al igual que en los BRM a nivel
laboratorio, que es una herramienta facil y sencilla en la cual se puede determinar de
una forma répida los procesos que intervienen en la remocion de los estrégenos,
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arrojando datos confiables y proporcionando informacién sobre el transporte vy
distribucion de estos compuestos en un BRM, evitando de esta manera, factores
analiticos y ecomaonicos en la determinacion de los tres estrégenos en la fase sélida.

4.2.3.3.5. Desempeio del BRM en laremociéon de materia organica

El arranque del bio-reactor se efectu6 con un TRH de 7 h y una concentracién de
biomasa de 4,580 +440 mg SSV.L™. En la Figura 4.81 se muestra la remocion de la
materia organica en el BRM piloto en términos de la DQOt. Se observa que la
remociones de DQO fueron menores al 80% durante los primeros 75 dias de operacion,
las cuales bajas para un BRM. Metcalf y Eddy (2003) indican que las eficiencias de
eliminacién de materia organica en un BRM son mayores al 95%, por lo tanto las
remociones de DQO obtenidas durante estos dias no corresponde con lo reportado por
estos autores. Este comportamiento pudo ser debido a que posiblemente a la presencia
en el agua residual de compuestos toxicos y/o material organico de dificil degradacion
los cuales pudieron afectar el desempefio del BRM o a una aclimatacion de la biomasa
al agua residual. Este hecho, puede ser reflejado sobre la concentracién de los SSV, ya
que durante los primeros 75 dias no se observé un crecimiento de la biomasa.
Asimismo, los valores de la relacién SSV/SST fueron entre 0.4 y 0.7 mg.mg™, indicando
una acumulacion de material inerte producto de la muerte de los microorganismos
(Figura 4.82). Para confirmar esto, se determind la respiracion de la biomasa en el
reactor piloto durante estos dias. Los resultados de la tasa de consumo de oxigeno
indicaron que la actividad de la biomasa disminuyd de 3.2 a 2.3 mg O,.h™, indicando
que el agua residual del Emisor Central si fue dificil de degradar o que la biomasa se
encontraba en una etapa de aclimatacion. La remocion de DQO comenzé a
incrementarse a partir del dia 87, indicando una adaptacion de la biomasa al agua
residual. La concentracién de DQOt se aument6 por arriba de los 350 mg.L™ a partir
del dia 110, obteniendose una remocion global de DQO del 91%. Este efecto fue debido
al cambio de agua residual, ya que durante los primeros 109 dias el reactor era
alimentado con agua residual del Emisor Central y a partir de dia 110 hasta el final de la
experimentacion, el reactor fue alimentado con agua residual del Gran Canal, la cual
presentaba una mayor carga de materia organica. La concentraciéon de SSV comenzo6 a
aumentarse con el aumento de la DQO siendo mas activa la biomasa durante este
periodo, efectuandose una mayor remocion de DQO. Las concentracién de DQO en el
efluente del BRM piloto, fueron menores a 39 mg.L™. La tasa de consumo de oxigeno
en este periodo indicaron una buena actividad de la biomasa al agua residual del Gran
Canal.
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Figura 4.81. Desempeiio del BRM piloto en el tratamiento del agua residual real
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Figura 4.82. Evolucion de los sdlidos suspendidos en el BRM piloto

Por otro lado, la maxima carga aplicada al BRM piloto fue de 1.4 kg DQO.m™>.d™. Este
valor se encuentra dentro de los datos tipicos para los bio-reactores con membranas
para el tratamiento de aguas residuales municipales que van de 1.2 a 3.2 kg
DQO.m3.d . (Metcafl y Eddy, 2003; Gander et al., 2000; Stephenson et al., 2000).
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Las cargas aplicadas y las tasas de remocion obtenidas en el reactor en el tratamiento
del agua residual municipal se muestran en la Figura 4.83 observandose que la maxima
tasa de remocion alcanzada en el BRM fue de 1.3 kg DQO.m™>.d* la cual esta asociada
a las altas remociones de DQO (94%). En esta investigacion, el reactor tratd cargas
orgénicas de 0.43-1.4 kg DQO.m>.d* con remociones de DQO entre 68 y 94% con la
ventaja de tratar cargas mas altas.

Tasa de remocion (kg DQO.m-3d-1)

O 4 T T T T T T

0 02 04 06 08 1 12 14

Carga organica aplicada (kg DQO.m-=3.d-1)

Figura 4.83. Cargas organicas aplicadas al reactor en el tratamiento del agua residual
municipal

42.3.35.1. Evolucion de las tasas de remocién

En la Figura 4.84 se muestra la evolucion de las tasas de remocion en el tratamiento del
agua residual real. En término generales, las tasas de remocion fueron mayores a
medida que se incrementaba la concentracion de DQO. Los valores de las tasas de
remocién se incrementaron de 0.3 hasta 1.3 kg DQO.m™>.d™. Mientras que las tasas
especificas aumentaron de 0.06 a 0.14 kg DQO.kg SSV™*.d*, lo que muestra la buena
adaptacion de la biomasa en la degradacion del agua residual. Las bajas tasas de
remocion indicaron que la biomasa no se encontraba aclimatada.
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Figura 4.84. Evolucion de las tasas de remocion en el tratamiento del agua residual
municipal

4.2.3.3.6. Determinaciéon de los coeficientes cinéticos

De igual manera como en el caso los BRM a nivel laboratorio, en el BRM piloto se
determinaron los coeficientes cinéticos en condiciones de estado estacionario
(Tabla 4.32). El valor del coeficiente de la velocidad maxima de consumo de sustrato
por unidad de masa de microorganismos k obtenido en el BRM a nivel laboratorio es un
81% mayor que el obtenido con el BRM piloto. El valor de la concentracion del sustrato
que corresponde a un medio de la velocidad especifica maxima de crecimiento Ks fue
4.1 veces menor en el reactor a nivel laboratorio, lo cual indica una afinidad mucho
menor de los microorganismos del BRM piloto al sustrato utilizado, indicando que el
metanol (sustrato utilizado en los BRM a nivel laboratorio) es facilmente biodegradable
comparado con un agua residual real.

Sin embargo, los coeficientes cinéticos kg, Y Y HUmax €N ambos sustratos fueron bajos
comparados con el proceso de lodos activados, indicando un lento crecimiento de los
microorganismos debido posiblemente a la presencia de microorganismos nitrificantes
en los BRM a nivel laboratorio y piloto. Los coeficiente cinéticos determinados en el
BRM piloto se encontraron dentro de los valores tipicos de los BRM
(Stephenson, 2000), los cuales estan en el rango de 0.01-0.34 mg SSV.mg DQO™ para
Y de 0.0025-0.08 d™ para kq y para pmax de 0.75 d™.
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Tabla 4.32. Coeficientes cinéticos obtenidos en el BRM piloto

Coeficiente cinético Valor

k (mg DQO.mg SSV1.d? 0.033
Ks (mg DQO.L™) 22.72

Y (mg SSV.mg DQO™) 0.073
kq (d7) 0.017

Umax (d7) 0.0024

4.2.3.3.7. Turbiedad y color

Durante el tratamiento del agua residual se sigui6 el desempefio del reactor en cuanto a
la turbiedad y color. En la Figura 4.85 se muestra la evolucién de la turbiedad en el
influente y efluente del reactor. La turbiedad en el permeado del bio-reactor durante
toda la experimentacion fue menor de 0.5 unidades NTU con remociones promedios del
99.5 £0.3%. La turbiedad promedio en el influente del reactor alimentado con agua
residual del Emisor Central fue de 86 +72 unidades NTU y de 145 +95 unidades NTU
para el agua residual proveniente del Gran Canal.

El color en el influente fueron de 826 £551 y 1,524 +850 unidades de Pt-Co para el
agua residual del Emisor Central y Gran Canal respectivamente (Figura 4.86). En
general, la remocion promedio de color fue del 92 +2%. El agua tratada presento 84 +31
unidades Pt-Co. La concentracion de SST en el efluente del reactor permanecié por
debajo de 1 mg.L™. Los resultados mostraron que el médulo de membranas trabajé con
un alto desempefio durante toda la fase experimental.

Los resultados obtenidos de la turbiedad y color mejoraron notablemente los resultados
obtenidos por procesos convencionales.

e —
Tratamiento de aguas residuales municipales con presencia de compuestos
disruptores endocrinos mediante un bioproceso aerobio con membranas 211



—O—Influente —B— Efluente —&— Remocion

400 - 100

360 - -
= 320 Emisor Central Gran Canal 180
E 280 S
<= 240 - 60 <
8 200 2
@ 160 40 8
£ 120 ©
2 80 L0 &

40

0 - 0

0O 18 36 54 72 90 108 126 144 162 180 198 216 234
Tiempo (d)

Figura 4.85. Comportamiento de la turbiedad durante el tratamiento del agua residual
municipal en el BRM piloto
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Figura 4.86. Comportamiento de la turbiedad durante el tratamiento del agua residual
municipal en el BRM piloto

4.2.3.3.8. Seguimiento de la colmatacion de las membranas en el
tratamiento del agua residual municipal

El desempefio de la colmatacion de las membranas fue evaluado diariamente mediante
el seguimiento del flux, PTM y la permeabilidad (Figura 4.87). El flux y la PTM inical
fueron de 32 L.m-2h™ y 62 kPa respectivamente. Se observé que desde los primeros
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dias de operacion existi6 una disminucién del flux debido posiblemente una
acumulacion rapida de solidos sobre superficie de las membranas pasando de 32 a 26
L.m-2.h™. Sin embargo, a partir del dia 10 hasta el dia 45, el flux se estabilizé y
permanecié constante con valores de 25 L.m->.h™ obteniéndose PTM entre 60 y 65
kPa. La permeabilidad se mantuvo por encima de 100 L.m-%.h"*.bar™.

Despues de 45 dias de operacién del BRM piloto, se presentd una disminucion ligera
del flux, sin embargo, la PTM se incrementd hasta 69 kPa y la permeabilidad decayé
por debajo de 100 L.m-%.h™.bar? indicando un taponamiento irreversible. Este hecho se
fundamenta debido a que se presentd un acumulacion alta de material inerte en reactor
de acuerdo a la relacion SSV/SST. Por lo tanto, en el dia 81 se realiz6 una limpieza
quimica de las membranas. Después de este lavado quimico, la PTM disminuyé hasta
valores de 42 kPa incrementandose la permeabilidad hasta 160 L.m-2.h™.bar" con un
flux de 26 L.m-2h™. Sin embargo, ocho dias después del lavado quimico, la PTM
comenzo a incrementarse hasta 58 kPa. La rapida velocidad de taponamiento de las
membranas estuvo principalmente asociada a un alto flux, correspondiente a bajos TRH
(7 h). Este hecho, se puede corraborar con los resultados presentados en los BRM a
nivel laboratorio, en el cual se indic6 que las tasas de colmatacién tienden a
incrementarse con TRH bajos.

A partir del dia 120 cuando se aument6 el TRH a 12 h, el flux disminuy6 de 26 a 17
L.m->.h con PTM de 24 kPa. Se observa que el flux fue constante, sin embargo, la
PTM se fue incrementando a través del tiempo, indicando que la colmatacién de las
membranas es inevitable aliin con TRH altos.
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Figura 4.87. Evolucién de la colmatacion de la membrana en el tratamiento del agua
residual municipal

Tratamiento de aguas residuales municipales con presencia de compuestos
disruptores endocrinos mediante un bioproceso aerobio con membranas 213



5. CONCLUSIONES

De acuerdo con los objetivos planteados al inicio de la investigacion, con la
implementacion de bio-reactores con membranas con configuracidbn sumergida en
condiciones aerobias a nivel laboratorio y piloto fue posible obtener altas remociones de
2 estrogenos naturales (estrona (E1) y 17B-estradiol (E2)) y un estrégeno sintético
(17a-etinilestradiol (EE2) con concentraciones en el efluente de los reactores por debajo
de 1 ng.L™*. Asimismo, se determinaron los mecanismos principales de eliminacién de
los estrégenos asi como su destino en un bio-reactor con membranas. Ademas, se
establecieron cuales son los parametros y procesos principales que influyen sobre la
remocion de los tres estrogenos en un BRM. La hipétesis de trabajo fue comprobada,
ya que el principal mecanismo de remocion de los tres estrogenos aplicando la
tecnologia de bio-reactores con membranas es la biodegradacion.

Las principales conclusiones a las que se lleg6 son las siguientes:

Se desarrollaron y validaron 2 métodos analiticos para la deteccién y cuantificacion de
El, E2 y EE2 en aguas residuales y la biomasa mediante la aplicacion de cromatografia
de gases acoplado a espectrometria de masas/masas con trampa ionica. Se establecio
un procedimiento para el tratamiento de las muestras en la fase liquida y sélida, las
cuales fueron constituidas por los siguientes pasos: filtracion, extraccion en fase sdlida,
limpieza con silica gel y derivatizacion para el agua residual; extraccién sdlido-liquido,
filtracion, limpieza con silica gel, extraccion en fase sélida, limpieza con silica gel y
derivatizaciéon para la biomasa. El desarrollo de los métodos permitié obtener limites de
deteccion en el agua residual por debajo de 0.05 ng.L™ y en la biomasa por debajo de 2
ng.g’. Esta alta sensibilidad de deteccién de los compuestos en ambas fases fue
debido a las técnicas efectivas en el tratamiento de las muestras y a la correcta
seleccién de los parametros de operacion del cromatégrafo de gases y al espectrometro
de masas-masas.

Se encontro que los tres estrogenos presentaron retenciones entre el 46 y 96% en las
membranas de ultrafiltracién de polisulfona y PVDF, debida a mecanismos de adsorcion
por establecimiento de puentes de hidrégeno en el exterior y/o interior de las
membranas. Las membranas de ultrafiltracion de material polimérico (polisulfona y
PVDF) presentaron retenciones altas de E1, E2 y EE2. La adsorcion de los compuestos
en las membranas fue llevada a acabo mediante fuerzas intermoleculares entre los
grupos funcionales de los estrogenos y el material de construccion de las membranas
(formacion de puentes de hidrogeno) originadas en la superficie y en los poros de las
membranas.

Los resultados obtenidos en la determinacidon de los estrogenos en una biomasa
activa e inactiva, indicaron que los compuestos se adsorben mas facilmente en una
biomasa sin actividad microbiana.
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Se necesitaron de dos a tres meses para adaptar la biomasa a los estrégenos.
Entonces, diferentes condiciones de operacién fueron probados en los BRM con el
objeto de evaluar la remocion de los tres estrégenos bajo diferentes TRH y TRC.

Las variables que influyen sobre la remocion de los estrogenos fueron el TRC y TRH asi
como el proceso de nitrificacién. En términos generales, con TRH y TRC relativamente
altos en un rango operativo combinados con un proceso de nitrificacion presentaron
mejores remociones de E1, E2 y EE2.

El mejor desempefio de los BRM a nivel laboratorio para la remocion de los estrégenos
fue cuando se operé con un TRC 60 d y con un TRH de 12 h. Las eficiencias de
eliminacion para estas condiciones de operacion fueron del 100% con concentraciones
en el efluente menores a 0.1 ng.L™.

Las mayores remociones de E1, E2 y EE2 obtenidas en el BRM piloto fueron con TRC
entre 46 y 60 d con remociones de los tres compuestos por arriba del 95%. Con el
aumento del TRH, las concentraciones de los tres estrégenos fueron menores a 0.1
ng.L™, indicando de esta manera que con TRH superiores a 7 h se pueden obtener
eliminaciones considerablemente altas de estrogenos.

Los altos TRC que fueron operados en los BRM a nivel laboratorio y piloto, generaron
una actividad alta de nitrificacion de la biomasa sugiriendo la presencia de
microorganismos autétrofos (bacterias nitrificantes), las cuales, incrementaron las
remociones de los tres estrogenos. En los BRM a nivel laboratorio, para una biomasa
con baja actividad nitrificante, las tasas de formacién de nitratos se encontraron entre
1.7 y 2.4 mg N-NO'5.g SSV*.d?, obteniéndose bajas tasas especificas de remocién de
los estrogenos menores a 30 ng.g SSV'.d* correspondiente a remociones entre el 88 y
97%. Con una biomasa con alta actividad nitrificante, la remociéon de los compuestos
fueron determinadas hasta el 100% aumentadose las tasas hasta 88 ng.g SSV*.d™*. En
el BRM piloto en el periodo con baja actividad de nitrificacion las tasas de formacion de
nitratos fueron de 7 mg N-NOs.g SSV'.d' obteniéndose remociones de los tres
estrogenos menores al 89%. Con tasas mayores a 13.5 mg N-NOs.g SSV*'.d?, la
remocion de los estrogenos fueron incrementados por arriba del 89%. Los resultados
observados en todos los reactores experimentales demostraron que el proceso de
nitrificacion influye sobre la eliminacion de E1, E2 y EE2.

La introduccion de un balance de masas en los reactores considerando las fracciones
de estrégenos en la fase liquida y en la fase sélida (método 1), ayudé a dilucidar los
procesos que intervienen en la remocion de E1, E2 y EE2 y la distribucion de los
compuestos a través de un bio-proceso aerobio con membranas. De acuerdo al balance
de masas, la remocidn de los estrogenos fue llevada a cabo por procesos de
biodegradacion-adsorcion simultanea, siendo el proceso de biodegradacion la principal
via de remocion de E1, E2 y EE2. La remocidn de los compuestos por biodegradacion
fue el proceso que predomind en todas las fases experimentales, las cuales fueron
mayores al 98%, en los BRM a nivel laboratorio y mayores al 84% en el BRM piloto.
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Este hecho se comprobd mediante las tasas de biodegradacion y adsorcion, las cuales
siempre fueron mas altas las tasas de biodegradacion.

Se realizé un balance de masas en los BRM tomando solo en cuenta la concentracion
de estrogeno en la fase soluble y el coeficiente de adsorciéon Kp de cada estrogeno
(método 2), mostrando resultados similares con la aplicacion del método 1. Los
resultados arrojados por ambos métodos demostraron que existié una diferencia menor
al 5% entre un método y otro.

El balance de masas mediante el método 2, mostr6 que es una herramienta facil y
sencilla en la cual se puede determinar de una forma rapida los procesos que
intervienen en la remocién de los estrogenos, arrojando datos confiables vy
proporcionando informacion sobre la distribucion de estos compuestos en un BRM,
evitando de esta manera, factores analiticos y ecoménicos en la determinacién de los
tres estrogenos en la fase sélida.

Los resultados de los balances de masas mostraron que los estrogenos fueron
removidos por biodegradacién y no por adsorcion, quedando demostrado de esta
manera que el principal mecanismo de remocion de los estrégenos naturales y el
sintético es la biodegradacion. De acuerdo con esto, el destino de los estrogenos en un
bio-reactor con membranas es el siguiente:

1. Biodegradacion dentro de los fl6culos biolégicos y en la fase liquida.

-Debido a a la presencia de microorganismos nitrificantes capaces de
remover estrégenos, esto debido a que se observé una alta actividad de
nitrificacion en el proceso con altos TRC y TRH.

-Bajo estas condiciones de operacién, los microorganismos dentro del reactor
estuvieron sujetos a condiciones extremas de alimentacién previniendo el
proceso anabolico y permitiendo solo condiciones metabdlicas, forzando de
esta manera a los microorganismos a metabolizar a los tres estrogenos.

2. Adsorcion de los compuestos sobre la biomasa.
3. Retencién de los compuestos en las membranas.

-Cuando los reactores estuvieron en operacion, se formé una biopelicula y una
deposicion de soélidos sobre la superficie de las membranas, fomentando una
posible reduccién del tamafio del poro de las membranas del tamafio original. Por
lo tanto, después de aproximadamente 3 meses de operacion, se puede esperar
una disminucién del tamafio del poro, por lo que las membranas pudieron estar
actuando como una barrera fisica para los compuestos adsorbidos dentro de los
floculos biol6gicos, permitiendo una completa retencion de estos compuestos en
los reactores y experimentandose mas los procesos de biodegradacion.
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De acuerdo a las cinéticas de remocion de E1, E2 y EE2 tomando muestras
simultaneas en la fase liquida y solida, mostraron que los estrégenos son removidos por
biodegradacion. Los resultados de las cinéticas se ajustaron a un modelo pseudo primer
orden introduciendo el coeficiente de adsorcion Kp y al modelo tipo Monod,
sugiriéndose que los compuestos son biodegradados por vias co-metabolicas.

El compuesto mas facilmente de remover por procesos de biodegradacion en los BRM
fue el E2, seguido del E1 y EE2. Mientras que por procesos de adsorcion, el compuesto
gue presentd mayor afinidad con el lodo fue el EE2, seguido por el E1y E2.

Los reactores mostraron un buen funcionamiento en la remocion de materia organica
presentandose remociones de DQO mayores al 95%. El reactor a nivel piloto traté
cargas organicas volumétricas hasta de 1.4 kg DQO m=.d* con tasas de remocién entre
0.4 yll.?i kg DQO.m™3.d* y tasas especificas de remocion entre 0.06 y0.14 kg DQO.kg
SsSv-.d-.

Concentraciones de E1, E2 y EE2 fueron detectadas en dos tipos de aguas residuales
municipales provenientes de la Cd. de México en el rango de 9-34 ng E1.L7,
10-93 ng E2.L" y 0.14-82 ng EE2.L™.

El comportamiento de las tasas de colmatacién en los BRM con diferentes condiciones
de operacion indicaron que el TRC y TRH si influyeron sobre el taponamiento de las
membranas. Cuando se incrementaron los TRC y los TRH se redujeron las velocidades
de ensuciamiento de las membranas, viendosé mas afectadas para un TRH de 7 h con
TRC menores a 60 d.

De los resultados obtenidos en los BRM a nivel laboratorio y del BRM piloto operados
con diferentes condiciones de operacion, se pueden recomendar que trabajando con
TRC entre 45y 60 d y con TRH entre 9 y 12 h en bio-reactores con membranas
sumergidas se pueden generar condiciones de nitrificacion y se pueden alcanzar altas
remociones de los estrégenos que estan presentes en los influentes de las plantas de
tratamiento de aguas residuales, asegurandose concentraciones de E1, E2 y EE2 en
los efluentes menores a 1 ng.L™, disminuyéndose posiblemente el efecto disruptivo que
presentan estos compuestos sobre los organismos vivos que viven en los cuerpos
receptores que reciben estas descargas.

La tecnologia de bio-reactores con membranas puede ser potencialmente considerada
como una tecnologia prometedora para la remocion simultanea de compuestos
disruptores endocrinos, materia organica y nutrientes, generando un agua tratada de
excelente calidad para su reuso.
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