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Resumen

En los Gltimos afios, se ha incrementado notablemente la preocupacion medioambiental
en relacion con los microplasticos (MPs). Numerosos estudios cientificos alertan sobre
los potenciales riesgos de estas microparticulas, no sélo para el medio ambiente, sino
también para la salud humana. Ante esta situacion, cada vez mas gobiernos intentan

afrontar esta problematica con la implantacion de nuevas normas y/o directrices.

Una de las formas para prevenir esta contaminacion es actuar en los focos de emision de
MPs al medioambiente. En este contexto, las estaciones depuradoras de aguas residuales
(EDAR) son una importante fuente de la liberacion de MPs a los ecosistemas acuéticos.
Por tanto, resulta fundamental evaluar el comportamiento de los MPs en el contexto de
las diferentes etapas de tratamiento de las aguas residuales. En el presente TFG, se llevd
a cabo un estudio durante 6 meses sobre la interaccion entre las sustancias poliméricas
extracelulares (SPE) y los MPs en lodos de un MBR de una EDAR de Murcia. En primer
lugar, se cuantificaron las SPE (solubles y ligadas) en funcién de su contenido en
proteinas, acidos humicos y carbohidratos. En segundo lugar, se cuantificaron los MPs

presentes en el licor mezcla del MBR asi, como los MPs retenidos en el lodo.

Los resultados obtenidos mostraron que las concentraciones de proteinas, acidos himicos
y carbohidratos representan el 40 + 12%, 40 + 11% y 20 + 2% de las SPE,
respectivamente, siendo la concentracion total de SPE entre 1.955 y 4.297 mg/L.
Asimismo, en las muestras analizadas se han encontrado altas concentraciones de MPs,
comprendidas entre 2.482 y 4.597 MPs/L (con un valor medio de 3.414 £ 764 MPs/L) en
el licor mezcla, y entre 110 y 210 MPs/g so6lido seco (con un valor medio de 159 + 33
MPs/g solido seco) en el sélido centrifugado. Se observd que las particulas >250 um son
las que pasan a la fraccién s6lida en mayor proporcion y se detectaron hasta 18 polimeros
distintos en ambas fracciones. Por ultimo, se encontré que la concentracion de acidos
himicos enlazados y totales presenta una buena correlacién lineal con respecto al
porcentaje de MPs retenidos en el solido centrifugado. Esto implica que cuanto mayor
sea la concentracion de acidos humicos en el licor mezcla, mayor proporcion de MPs son
retenidos en el solido. Esta correlacion se debe principalmente a interacciones
hidrofobicas, aunque también puede estar originadas en menor medida por otro tipo de

interacciones, como los puentes de hidrogeno.

Carla Gonzéalez Menéndez



EP[LE
=
~’@ Pagina 5 de 111

Universidad de Oviedo

Abstract

In recent years, environmental concerns about microplastics (MPs) have considerably
increased. Numerous scientific studies warn about the potential risks of these
microparticles, not only for the environment, but also for human health. Against this
background, more and more governments are trying to tackle this problem by

implementing new regulations and/or guidelines.

One way to prevent this pollution is to act on the sources of MP emission into the
environment. In this context, wastewater treatment plants (WWTPs) are an important hot
spot of MPs release into aquatic ecosystems. Therefore, it is essential to evaluate the
behaviour of MPs through the different stages of wastewater treatment process. In the
present Bachelor’s Degree Final Project, a 6-month study on the interaction between
extracellular polymeric substances (SPE) and MPs in sludge coming from MBR of a
WWTP in Murcia has been carried out. Firstly, SPE (soluble and bound) were quantified
according to their protein, humic acid and carbohydrate content. Secondly, MPs present

in the mixed liquor of the MBR were gquantified, as well as the MPs retained in the sludge.

Results obtained showed that the concentrations of proteins, humic acids and
carbohydrates in SPE represent 40 = 12%, 40 = 11% and 20 + 2%, respectively, with the
total SPE concentration ranging from 1.955 to 4.297 mg/L. In addition, high MP
concentrations have been found in the analysed samples, ranging from 2.482 to 4.597
MPs/L (with an average value of 3.414 + 764 MPs/L) in the mixed liquor, and from 110
to 210 MPs/g dry solid (with an average value of 159 + 33 MPs/g dry solid) in the
centrifuged solid. Regarding MPs size, particles >250 pum were transferred in the highest
proportion into the solid fraction and 18 different polymers were detected in both
fractions. Finally, a good linear correlation between the concentration of bound and total
humic acids and the percentage of MPs retained in the centrifuged solid was found. This
implies that the higher the concentration of humic acids in the mixed liquor, the higher
the proportion of MPs in the solid are retained. This correlation is mainly due to
hydrophobic interactions, although other minor interactions, such as hydrogen bonds,
may also be considered.

Carla Gonzéalez Menéndez



Universidad de Oviedo

Lista de Abreviaturas

AnMBR: Biorreactor de membrana anaerobio
ARI: Aguas residuales industriales

ARU: Aguas residuales urbanas

BSA: Seroalbumina bovina

CAS: Sistema convencional de lodos activados
CE: Celulosa

DO: Oxigeno disuelto

EDAR: Estacion depuradora de aguas residuales
EDARU: Estacion depuradora de aguas residuales urbanas
ER: Resina epoxy

FTIR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
HDPE: Polietileno de alta densidad

MBR: Biorreactor de membrana

MPs: Micropléasticos

NBE: Norborneno

PA: Poliamida

PAA: Acido poliacrilico

PAHSs: Hidrocarburos aromaticos policiclicos
PB: Polibutadieno

PBDE: Eteres de difenilo polibromados

PC: Policarbonato

PCBs: Policlorobifenilos

PE/PP: Copolimero polietileno:polipropileno
PE: Polietileno

PELI: Polietilenimina

PES: Poliéster

PESU: Polietersulfona

Pagina 6 de 111

Carla Gonzéalez Menéndez



g
EPILE
S Pagina 7 de 111

Universidad de Oviedo

PET: Tereftalato de polietileno

PMS: Productos microbianos solubles

POM: Polioximetileno

PP: Polipropileno

PPCPs: Productos farmaceéuticos y de cuidado personal
PS: Poliestireno

PS/PAN/PMA: Poliestireno:acrilonitrilo:metilacrilato
PU: Poliuretano

PVC: Policloruro de vinilo

PVDF: Fluoruro de polivinilideno

RA: Rayén

RSF: Filtracion rapida en arena

SPE: Sustancias poliméricas extracelulares

SPEp.: SPE débilmente ligadas

SPEFL: SPE fuertemente ligadas

SPE.: Sustancias poliméricas extracelulares ligadas
SPEs: Sustancias poliméricas extracelulares solubles
SSF: Solidos suspendidos fijos

SSLM: Sélidos suspendidos en el licor mezcla

SST: Sélidos suspendidos totales

SSV: Solidos suspendidos volatiles

SSVLM: Solidos suspendidos volatiles en el licor mezcla
TRC: Tiempo de retencion celular

TRH: Tiempo de retencion hidraulica

TRS: Tiempo de retencion de solidos

UV: Ultravioleta

Carla Gonzéalez Menéndez



g
EPILE
)~ Pagina 8 de 111

Universidad de Oviedo

Lista de figuras

Figura 1. Diferentes rutas de emision y exposicion de MPs a los seres vivos. Extraido de
DU €L Al (2022). ...ttt ettt nee e 15

Figura 2. Ejemplos de distintas morfologias en MPs: a) fibras; b) espuma; c) pellet; d)

FIIM €) FragMENTO. ... et 18

Figura 3. Diagrama de flujo de una EDARU convencional. Extraido de Sanchez et al.
20720) J OO 19

Figura 4. Esquema de las distintas configuraciones en un MBR: a) Membrana sumergida;
b) Membrana externa. Extraido de RUizZ (2018). .......cccccceiieiieieiieie e 23

Figura 5. Configuraciones comerciales de membrana en MBR. Modificado de Rodriguez

0101 OO 24
Figura 6. Estructura SPE. Modificada de Fard y Wu (2023). ........cccevvveeiveieiieceenns 29
Figura 7. Esquema de la EDAR estudiada en este TFG. .........ccccovveveiieiievn e 36

Figura 8. Centrifugas utilizadas en este procedimiento; a) Extraccion y preparacion de la

muestra de MPS; b) Extraccion y preparacion de SPE ...........ccccocieviiiineinenceee 39

Figura 9. Espectrofotdbmetros empleados para la caracterizacién de la composicion de las

SPE; a) acidos humicos y proteinas; b) carbohidratos. ...........cccccoevveiiiieiieiecc e, 41

Figura 10. Rectas de calibrado para las proteinas utilizadas durante los meses de estudio;

febrero (linea azul); marzo y abril (linea naranja); mayo, junio y julio (linea gris). ...... 42

Figura 11. Rectas de calibrado para los acidos humicos utilizadas durante los meses de

estudio; febrero (linea azul); marzo y abril (linea naranja); mayo, junio y julio (linea gris).

Figura 12. Rectas de calibrado para los carbohidratos utilizadas durante los meses de

estudio; febrero (linea azul); marzo y abril (linea naranja); mayo, junio y julio (linea gris).

Carla Gonzéalez Menéndez


file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264974
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264974

g
EPILE
)~ Pagina 9 de 111

Universidad de Oviedo
Figura 13. Esquema del procedimiento experimental seguido para la determinacion de

SPE (contenido en proteinas, &cidos himicos y carbohidratos)...........ccccccvvveveiiieieennns 45

Figura 14. Material utilizado en el pretratamiento de la muestra. a) Tamices de distintos

tamarfios de poro: 500, 250, 100 y 20 um, b) Equipo de filtracion...........cccccccevevrvinenns 48
Figura 15. Estereomicroscopio Leica M205FA utilizado en este trabajo. ..........c..ccc..... 49

Figura 16. Preparacion de las muestras. a) Fragmento azul en el filtro, b) Fragmento

cogido con las pinzas, ¢) Fragmento en la placa Petri de vidrio. ..........cccccovvevviieninenne. 50

Figura 17. Espectrofotometro FTIR Spotlight 200i de Perkin Elmer utilizado en este TFG.

Figura 18. Evolucion de la concentracion (g/L) de SST, SSFy SSV a lo largo de los meses

de estudio. Todos los errores de SD son inferiores al 10%0. .......ovveeeeieeeeeoieeeeeeeeeeeeee, 53

Figura 19. Evolucién de la concentracion (mg/L) de SPE a lo largo de los meses de
estudio; a) &cidos humicos, b) proteinas, c) carbohidratos, d) SPE totales. Todos los

errores de SD SON INTEMOIES @l 100 ....veeeeeee e e e e 56

Figura 20. Variacion de la concentracién (mg/g SS) de acidos hdmicos, proteinas y
carbohidratos solubles y enlazados a lo largo de los meses de estudio; a) mg/g SST, b)
M@/ SSF, C) MG/G SSV ...t 57

Figura 21. Porcentaje medio de proteinas, carbohidratos y acidos humicos en SPE totales

entre los meses de febrero y Julio. ..o 58

Figura 22. Evolucion de la concentracién de MPs en el licor mezcla bruto (MPs/L) y en
el solido centrifugado (MPs/L sedimentado) y, el porcentaje de retencién de MPs en el

solido con respecto al licor mezcla, a lo largo de los meses en estudio. ............cc.c........ 61

Figura 23. Evolucion de la concentracion (MPs/g SST, SSV y SSF de licor mezcla) en
10S MESES B ESTUAIO. ..evvevieieeie ettt e st e e e sreeeeanee e 64

Figura 24. Contenido porcentual en funcion del tamafio de MPs durante los meses de

estudio; a) licor mezcla bruto, b) sélido obtenido por centrifugacion................c.......... 66

Carla Gonzéalez Menéndez


file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264979
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264979
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264980
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264980
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264982
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264982
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264984
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264984
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264985
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264985
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264985
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264986
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264986
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264986

@By
EPILE
S Péagina 10 de 111

Universidad de Oviedo

Figura 25. Contenido porcentual en funcion de la forma de MPs durante los meses de

estudio; a) licor mezcla bruto, b) sélido obtenido por centrifugacion..............c..ccce..... 68

Figura 26. Contenido porcentual en funcion del color de MPs durante los meses de

estudio; a) licor mezcla bruto, b) sélido obtenido por centrifugacion.................cco........ 69

Figura 27. Contenido porcentual en funcién de la composicion de los MPs durante los

meses de estudio; a) licor mezcla bruto, b) sélido obtenido por centrifugacion. ........... 72

Figura 28. Correlaciones entre el porcentaje de MPs retenidos en el sélido centrifugado y
las SPE; a) proteinas, b) carbohidratos, c) 4cidos humicos y d) SPE totales. ................ 75

Figura 29. a) Estructura de las SPE; b) Grupos funcionales de los acidos himicos e
interacciones hidrofobicas entre himicos-proteinas; ) Interacciones existentes entre los

acidos himicos-MPs y 1as glUCOPIOtEINGS. .....cveeiuiiieieiceree s 77

Figura 30. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se

corresponde con el polipropileno (PP). .......cvoiioiiie e 91

Figura 31. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un micropléstico que se
corresponde con el POIIESLEr (PES).........coiiiiieieiieieise e 91

Figura 32. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se

corresponde con el tereftalato de polietileno (PET). .....cccvoveiieie e 92

Figura 33. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un micropléstico que se
corresponde CoN el rayOn (RA). ..ot 92

Figura 34. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se

corresponde con el POLELHENO (PE).......ccoviiiiieie et 93

Figura 35. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se
corresponde con el copolimero polietileno:polipropileno (PE/PP). ... 93

Figura 36. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se

corresponde con el Norborneno (NBE). ..o 94

Figura 37. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se
corresponde con el acido poliacrilico (PAA). ....ooiiiieeee e 94

Carla Gonzéalez Menéndez


file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264994
file:///C:/Users/Carla/Desktop/TFG%20Carla%20Final%20ultima%20version.docx%23_Toc138264994

oy
EPILE
S Pagina 11 de 111

Universidad de Oviedo

Figura 38. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se

corresponde con la Celulosa (CE). ..o s 95

Figura 39. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un micropléstico que se

corresponde Con el algOdON. .........ccuviiiiieii s 95

Figura 40. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se

corresponde con polietileniming (PEI). .......ccccooiiiiiiiiiiieee e 96

Figura 41. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un micropléstico que se

corresponde con policloruro de Vinilo (PVC)......ccooeiieiiiiiieeeece e 96

Figura 42. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se

corresponde con POlUrEtan0 (PU). ......coooiiiiiiiiiiieiee e 97

Figura 43. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se

corresponde con resina ePOXi (ER)......cccvoiiiiiiicie e 97

Figura 44. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se

corresponde con polioximetileno (poliacetal, POM)..........ccooiiiiiiiiiiiicie e 98

Figura 45. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un micropléstico que se

corresponde con POLIESTITEN0 (PS). .....civiiiiieii et 98

Figura 46. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se

COITESPONAE CON TALEX. ...ttt ettt es 99

Figura 47. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un micropléstico que se

corresponde con poliestireno:acrilonitrilo:metilacrilato (PS/PAN/PMA)..........cccccue... 99

Carla Gonzéalez Menéndez



@By
EPILE
S Pagina 12 de 111

Universidad de Oviedo

Lista de tablas

Tabla 1. Estudios de eliminacion de MPs en MBR en distintas EDAR. ...........cocoeuu..... 28

Tabla 2. Estudios sobre la relacién entre MBR y SPE. ARI: Aguas residuales industriales,
ARU: Aguas residuales urbanas, SPEpL: SPE débilmente ligadas, SPEf.: SPE
fuertemente ligadas, SSLM: sdélidos suspendidos en licor mezcla, SSV: Solidos
suspendidos volatiles, TRH: Tiempo de retencion hidraulica, TRC: Tiempo de retencion

CRIUIAN . e 34

Tabla 3. Estudios sobre la relacion entre SPE y MPs. HDPE: Polietileno de alta densidad,
PE: Polietileno, PS: POIESHIIENO. ......coveiiiiiiiiesiicesieie s 35

Tabla 4. Datos de acidos humicos y proteinas para la elaboracién de las rectas de calibrado

durante 10S MESES AE ESTUTIO. ....coevveeeeeeeeeeee e 84

Tabla 5. Datos de carbohidratos para la elaboracion de las rectas de calibrado durante los

MNESES A ESTUIO. .. eeeeeeeeeee e e ettt ettt e e e e e e e et e e e e e e e ee e e eeeeaeaeeeaaans 84

Tabla 6. Evolucion de la concentracion (g/L) de SST, SSFy SSV a lo largo de los meses
[0 3= (1o [ TSROSO 85

Tabla 7. Evolucién de la concentracion (mg/L) de é&cidos hamicos, proteinas y

carbohidratos a lo largo de 10s meses de eStudio. ..........ccceevveiieiieiciiccecc e 85

Tabla 8. Variacion de la concentracion (mg/g SST) de acidos hamicos, proteinas y

carbohidratos solubles y enlazados a lo largo de los meses de estudio. ...........cccceevne.. 85

Tabla 9. Variacion de la concentracion (mg/g SSF) de acidos hdmicos, proteinas y

carbohidratos solubles y enlazados a lo largo de los meses de estudio. ........................ 86

Tabla 10. Variacion de la concentracion (mg/g SSV) de acidos humicos, proteinas y
carbohidratos solubles y enlazados a lo largo de los meses de estudio. ...........cccceeuene.. 86

Tabla 11. Evolucién de la concentracién de MPs en el licor mezcla bruto y en el sélido

centrifugado (MPs/L) y MPs/g so6lido seco a lo largo de los meses en estudio. ............ 87

Carla Gonzéalez Menéndez



iy
EPILE
S Pagina 13 de 111

Universidad de Oviedo

Tabla 12. Evolucidn de la concentracion (MPs/g SST, SSV y SSF de licor mezcla) en los
MESES A8 BSTUMIO. ...veeueeieieitie ittt ettt et e b e e esreesteeneesreesseennens 87

Tabla 13. Contenido porcentual en funcién del tamafio de MPs en el licor mezcla bruto y
en el solido obtenido por centrifugacion. Bruto, se considera al licor mezcla bruto; sélido,

SOlIAO CENEFITUQAUO. ...e.vveveeie et ns 87

Tabla 14. Contenido porcentual en funcion de la forma de MPs en el licor mezcla bruto y
en el solido centrifugado durante 10s meses de eStUdiO. .........ccvvvrveierieriereie e 88

Tabla 15. Contenido porcentual en funcion del color de MPs durante los meses de estudio

en el licor mezcla bruto y en el sélido obtenido por centrifugacion.............cccccoeeveeueenee. 89

Tabla 16. Concentracion de proteinas, carbohidratos y &acidos himicos (mg/L),
concentracion de MPs en el licor mezcla bruto y en el sélido centrifugado (N° MPs/L) y

porcentajes de MPs retenidos en el sélido centrifugado...........cccocevveiiiieiienecicceen, 90

Carla Gonzéalez Menéndez



EPILE
=
*&% Pagina 14 de 111

Universidad de Oviedo

1. Introduccidn y objetivos

Durante varias décadas, el plastico ha sido el material mas producido y utilizado a nivel
mundial en la vida diaria, y su uso continla incrementandose afio tras afio, generando
cada vez mas residuos que son dificiles de gestionar. Segin Plastics Europe (2022)%,
China es el mayor productor de plasticos, seguida por Europa y América del Norte. La
produccion global de plasticos se ha incrementado de 2 millones de toneladas en la década
de 1950 a 390 millones de toneladas en 2021, creciendo un 4% con respecto al afio
anterior, lo que supone también un aumento de los impactos ambientales asociados a la

produccion y gestion de este material?.

La fragmentacion y/o degradacion de los plasticos conduce a la generacién de particulas
mas pequefas, entre las que destacan los microplasticos (MPs). Una particularidad de
estas microparticulas es su ubicuidad, estan presente en medios terrestres, aéreos y
especialmente, en los acuéticos®. Se han encontrado MPs en océanos, estuarios, lagos,
rios, hielo artico, aguas residuales, aguas superficiales, sedimentos marinos, playas, etc.
El agua es el principal medio de transporte de MPs y las estaciones depuradoras de aguas
residuales (EDAR) reciben millones de MPs al dia a través de la red de saneamiento,
siendo uno de los principales focos de emisién de MPs al medio ambiente. El origen de
los MPs puede ser agricola, industrial o urbano, destacando el uso de las lavadoras y
lavavajillas, el desgaste de los neumaticos, el uso de mascarillas durante la COVID-19,

la deposicion atmosférica, etc>®.

La cantidad de plastico vertida al océano depende de la densidad de poblacion, las
emisiones de las cuencas hidrograficas y la actividad maritima. Se ha estimado que hay
5,25 billones de particulas de pléastico flotando en los océanos del mundo, de los cuales
el 11% son microplasticos. Si continla esta tendencia, se prevé que para 2050, la cantidad

de plastico en los océanos sera superior en masa a la cantidad de peces’.

A pesar de la alta eficacia de eliminacion de MPs que una EDAR puede alcanzar (>90%),
se siguen emitiendo una gran cantidad de MPs a los medios acuaticos, suponiendo una
amenaza para los organismos marinos®® puesto que se acumulan en el sistema
gastrointestinal de estos®. Se han encontrado MPs en pescados, langostas, mejillones,
ostras y vieiras, entre otros muchos, lo que puede conllevar su paso a la cadena trofica y

la ingesta de estas microparticulas por parte de los seres humanos. También se ha
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observado la presencia de MPs en alimentos de consumo diario, tales como la sal comdn,
el azlcar, la miel, la cerveza, el agua embotellada, el agua del grifo® e incluso la leche en
polvo para bebés'®. Estos MPs pueden ser absorbidos por el sistema sanguineo, alterando
el sistema inmunoldgico intestinal y dificultando la absorcion de nutrientes'**2, Se estima
que un ser humano puede ingerir entre 39.000 y 52.000 de MPs al afio, pudiendo aumentar
esta cantidad en 56.000 particulas anuales adicionales debido al consumo de agua del
grifo’.

Aunque la ingesta es la via mas importante de entrada de los MPs en los seres humanos,
existen otras formas de exposicion como la inhalacion, donde las particulas mas pequefias
y menos densas penetran en los pulmones (Figura 1), provocando inflamacion crénica®
y enfermedades pulmonares®*, o el contacto dérmico (la via menos relevante, aunque se
ha encontrado que los plasticos pueden provocar reacciones inflamatorias bajas y
respuestas a cuerpos extrafios)!®. Teniendo en cuenta todas las vias de exposicion, se
estima que un humano puede ingerir una cantidad de MPs en peso que puede oscilar entre
0,1y 5galasemana’®.
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Figura 1. Diferentes rutas de emision y exposicion de MPs a los seres vivos. Extraido de Du et al. (2022)*.

La potencial toxicidad de los MPs resulta evidente y su resistencia a la degradacion
dificulta su eliminacion de los érganos, provocando inflamacion cronica y aumentando el

riesgo de cancer®. Asimismo, se ha encontrado que los MPs pueden estar relacionados
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con diversas enfermedades inmunoldgicas, neurodegenerativas o inflamatorias®, como

la enfermedad de Crohn'®,

Por lo tanto, con el objetivo de evaluar los factores implicados en la liberacién de MPs a
los medios acuaticos en los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas residuales, en
el presente TFG se ha analizado durante 6 meses la eliminacion de estos
microcontaminantes en un biorreactor de membrana (MBR) de una EDAR localizada en
Murcia en relacion a la presencia de sustancias poliméricas extracelulares (SPE). Para

ello, se han planteado los siguientes objetivos especificos:

- Evaluar las caracteristicas y evolucion de microplasticos con el tiempo en muestras

de licor de mezcla procedentes del MBR.

- Evaluar las caracteristicas y evolucién de las sustancias poliméricas extracelulares
(SPE) presentes en el MBR, en concreto la concentracién de proteinas, acidos
hamicos y carbohidratos.

- Evaluar posibles interacciones existentes entre las SPE y los MPs, a fin de
determinar la existencia de posibles correlaciones que permitan ampliar el
conocimiento sobre la capacidad de retencion de MPs en sistemas de lodos

activados.
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2. Contexto actual

2.1 Clasificacion y origen de microplasticos: Concepto, origen y

clasificacion de los microplasticos.
El concepto de microplastico viene definido por su tamafo, refiriéndose a particulas
plasticas con diametros inferiores a los 5 mm?%2L, Por lo general, se suele considerar como

limite inferior el tamafio de 1 um, aunque no existe un convenio claro?,

Los microplésticos se clasifican segn su origen en dos grupos principales: primarios y
secundarios. Los MPs primarios se fabrican intencionadamente, en forma microscopica,
para ser afadidos a diversos productos, como cosméticos, productos de limpieza e
higiene, pinturas, detergentes, etc. También pertenecen a este grupo los subproductos
generados durante el lavado de materiales textiles o la produccién de materiales plasticos
a nivel industrial?>?*, Por otro lado, los MPs secundarios se originan por la degradacion
de plasticos de mayor tamafio mediante procesos fotoliticos, bioldgicos y/o mecanicos.
En concreto, los MPs que provienen de esta ultima via son los mas abundantes en medios

marinos y terrestres?*,

Los microplasticos se pueden clasificar también en funcion de su forma, color o
composicion. Segin su forma, se pueden dividir en fibras, fragmentos, films,
microesferas (pellets) y espumas?, tal y como se muestra en la Figura 2. En las aguas
residuales urbanas, la forma mas comdn son las fibras, que representan el 48,5% del total,
seguidas por los fragmentos (31%), los pellets (6,5%), los films (5,5%) y las espumas
(3,5%)%.

En cuanto al color de los MPs, se observa una amplia gama, siendo los mas comunes
beige, blanco, negro, azul y verde®. Hay que destacar que la clasificacion por color no
tiene una importancia fundamental a la hora de caracterizar los microplasticos, aunque si
que es cierto que suele ser mencionada por diversos autores como una caracteristica
principal que determina su ingesta por parte de muchos organismos acuaticos, que

ingieren una microparticula u otra en funcion de su color?’.
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Figura 2. Ejemplos de distintas morfologias en MPs: a) fibras; b) espuma; c) pellet; d) film e) fragmento.

Por altimo, segun su composicion quimica, los polimeros mas frecuentes encontrados en
aguas residuales urbanas son los siguientes, polipropileno (PP), polietileno (PE),

policloruro de vinilo (PVC), poliestireno (PS) y tereftalato de polietileno (PET)?.

2.2 Incidencia de microplasticos en EDAR

Las Estaciones Depuradoras de Aguas Residuales (EDARs) son instalaciones cuyo
objetivo es tratar las aguas residuales urbanas, industriales y domésticas para eliminar los
contaminantes y garantizar que no causen impactos negativos en la salud humana y los
ecosistemas?®. A pesar de que no cuentan con tecnologias especificas para la eliminacion
de estas microparticulas, estas instalaciones son capaces de llegar a eliminar mas del 90%
de los microplasticos de la linea de aguas®®. Sin embargo, debido a las grandes cantidades
de microplasticos que estas plantas de tratamiento reciben a través de la red de
saneamiento (entre 0,28 y 3,14-10* MPs/L®), son consideradas una de las principales
fuentes emisoras de estas particulas a los ecosistemas acuaticos?®*°. En la Figura 3 se
muestra como ejemplo el diagrama de flujo de una Estacion Depuradora de Aguas
Residuales Urbanas (EDARU) convencional, que consta de varias etapas: pretratamiento,

tratamiento primario, tratamiento secundario y tratamiento terciario.
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Figura 3. Diagrama de flujo de una EDARU convencional. Extraido de Sanchez et al. (2020)3.

2.2.1. Pretratamiento
El pretratamiento tiene como objetivo eliminar las materias gruesas que se encuentran en

el agua residual. La ausencia de esta etapa podria causar atascos y otros problemas de
funcionamiento de la planta. En una EDAR convencional el pretratamiento hace
referencia a las operaciones de desbaste, incluye habitualmente rejas y/o tamices, asi

como una etapa de desarenado/desengrasado.

El agua residual bruta pasa a través de diferentes sistemas de cribado, como rejas y
tamices, con un tamario de malla que suele estar entre 1 y 6 mm, permitiendo eliminar las
particulas méas grandes. A continuacién, el agua residual continta por la linea de aguas y
llega al desarenador/desengrasador, donde se elimina la arena por decantacion
(desarenado) y la grasa por laminacion (desengrasado). En esta etapa, se pueden eliminar
microplasticos con laarenay la grasa, logrando eficacias de eliminacion de hasta el 45%%2
o de més del 69 - 79% de los MPs si se tiene en cuenta el proceso de cribado (considerando
MPs entre 1y 5 mm)33,

2.2.2. Tratamiento primario
El tratamiento primario es un proceso fisico en el que se emplea un decantador para

eliminar los solidos en suspensién. El agua clarificada se separa por la parte superior,
mientras que las particulas con densidad mayor que la del agua sedimentan en el fondo
por accion de la gravedad. Por lo tanto, se generan dos corrientes, un efluente menos

turbio y una linea de lodos primarios.
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La eliminacion de solidos y microplasticos en esta etapa depende de factores como la
temperatura, el tiempo de retencion, la velocidad de flujo y las caracteristicas del
sedimentador y de las particulas. En este proceso se pueden eliminar hasta el 50% de los
MPs, incrementandose la eficacia al aumentar el tiempo de retencién o la temperatura de
operacion®*, y, conjuntamente con el pretratamiento, pueden alcanzar entre un 78 - 98%
de eliminacion con respecto al agua residual bruta®®. De acuerdo con Liu et al. (2021)%,
en esta etapa se eliminan preferentemente las fibras, mientras que, respecto al tamario,
aquellas particulas mayores de 500 um son las que quedan retenidas principalmente. Por
lo general, las microfibras son dificiles de eliminar debido a su elevada relacion longitud-
anchura®’, aunque hay determinadas condiciones operativas que reducen la concentracion
de estas microparticulas en el efluente del clarificado hasta un 58%%, ya que estas se

quedan atrapadas con mayor facilidad en los sélidos durante la decantacion®.

2.2.3. Tratamiento secundario
Este proceso consiste en un tratamiento bioldgico aerobio mediante un sistema de lodos

activado, de manera que los microorganismos degradan la materia organica en presencia
de oxigeno. En este sistema se diferencian dos etapas: una etapa de aireacion, donde se
produce la degradacién de la materia organica por parte de los microorganismos presentes
en el reactor, seguido de una la operacion de decantacién (sedimentador secundario),

donde se separa el agua tratada de los lodos bioldgicos (lodos secundarios).

En la etapa de aireacion, algunos microplasticos pueden ser emitidos a la atmosfera
debido a la emision de aerosoles®. En términos generales, algunos autores han estimado
que en la decantacion secundaria se pueden eliminar entre el 7% y el 20% de los MPs
presentes en el agua bruta®®3*, mientras que Hidayaturrahman y Lee (2019)% indicaron
eficiencias de eliminacion de microfibras del 60% en esta etapa. El tratamiento secundario
tiene un impacto destacable en la reduccion de fragmentos, aunque también se eliminan

fibras (preferentemente menores de 500 pm)®.
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2.2.4. Tratamiento terciario
Es la Gltima etapa del tratamiento de las aguas residuales y busca mejorar la calidad del

efluente con el fin de reutilizarlo o verterlo de manera segura al medio ambiente. Sus
objetivos son diversos segun el caso, como, por ejemplo, la reduccién de la contaminacion
microbioldgica o la eliminacion de nutrientes, por lo que se pueden emplean distintos
procesos, siendo los mas comunes: coagulacién—floculacion, sedimentacion, filtracion o

desinfeccion mediante cloracién o irradiacion UV3034,

La coagulacion—floculacion y la filtracion mejoran la eliminacion de solidos y reducen la
turbidez del agua tratada, mientras que el tratamiento UV permite la eliminacion de
organismos patdgenos hasta alcanzar un nivel determinado como seguro para la salud
humana. Algunos estudios, indican que la cloracion sélo reduce la concentracion de
microplasticos en un 7%, mientras que la filtracion rapida en arena (RSF) puede eliminar
entre un 45% y un 97% de los MPs presentes en el efluente procedente del tratamiento
secundario®. En esta etapa, se elimina menos cantidad de MPs que en los tratamientos
primario y secundario, debido a que la cantidad de sélidos suspendidos es muy baja,
siendo las microparticulas de tamafios muy pequefios y dificiles de eliminar®. Los
sistemas de membrana, como las membranas dinamicas (cuando acttan solas), poseen el
mejor rendimiento de eliminacion de MPs dentro de los tratamientos terciarios existentes
(>99%)>3*. Se estima que, con tratamientos terciarios avanzados, como la degradacion
catalitica, se puedan obtener rendimientos semejantes a los obtenidos a las membranas

dinamicas?34,

2.2.5. Lodos
Como se ha comentado anteriormente, los lodos procedentes del tratamiento primario y

del secundario se denominan lodos primarios y secundarios, respectivamente, y la mezcla
de ambos se conoce como lodos mixtos. Durante el tratamiento terciario, la cantidad de
lodos generados es despreciable en comparacion con el volumen de lodos primarios y
secundarios*®. Frecuentemente, la gestion de los lodos se basa en un proceso de
espesamiento para reducir su volumen, seguido de una estabilizacion para evitar
problemas de fermentacién y de una deshidratacion mecanica para reducir la humedad,
para que sean mas manejables y econémico su transporte. Los lodos deshidratados pueden
ser aprovechados como fertilizantes organicos en suelos agricolas, sin embargo, también

pueden ser depositados en vertederos o incinerados®.
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Se ha observado que la mayoria de los microplasticos eliminados en las aguas residuales
se acumulan en los lodos mixtos, en concreto, el 73% de los MPs queda retenido en los
lodos primarios, mientras que el 20% son atrapados en los lodos secundarios*?. Varios
estudios han sefialado que los lodos mixtos humedos pueden contener entre 400 y 7.000
MPs/kg, mientras que en lodos mixtos secos el rango encontrado es mucho mayor (1.500
-170.000 MPs/kg). Los microplasticos mas cominmente identificados en lodos son
pellets, seguidos de fragmentos, fibras y films*"*%. Como se ha comentado anteriormente,
el tratamiento primario y secundario actua preferentemente sobre los MPs de mayor

tamario, por lo tanto, en los lodos se encuentra una mayor abundancia de MPs > 500 pm?®®.

La acumulacion de microplasticos en lodos puede conllevar ciertos problemas, ya que su
empleo como fertilizantes en agricultura, conduce a la liberacién y/o retorno de estos
microcontaminantes al medio ambiente. Se estima que se vierten entre 44.000 - 300.000
y 63.000 - 430.000 toneladas de MPs a los suelos agricolas cada afio en Europa y

Norteamérica, respectivamente, lo que agrava aiin mas el problema de contaminacion***°,

Hasta ahora, no se han desarrollado tecnologias eficaces que permitan la separacion de
los micropléasticos de los lodos, por lo que es necesaria una investigacion mas detallada
en dicho campo, para asi evitar la posible liberacion de estos microcontaminantes al

medioambiente.

2.3 Tratamientos bioldgicos de aguas residuales urbanas: MBR

Los biorreactores de membranas (MBR) son una evolucion de los sistemas tradicionales
de fangos activados, ya que combinan la degradacién bioldgica con la separacion de
solidos y agua mediante membranas de filtracion. Esta tecnologia permite el tratamiento
de grandes caudales de aguas con altos contenidos de materia orgénica. Son
particularmente Utiles para aplicaciones especificas donde los procesos convencionales
de fangos activados no producen un efluente de 6ptima calidad y en areas con limitaciones
de espacio. Debido al reducido tamafio de poro de las membranas (aproximadamente 0,4
Km), se puede conseguir la retencidn de bacterias, ciertos virus y componentes organicos

e inorgéanicos del agua residual a tratar.
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2.3.1. Caracteristicas generales de los MBRs
Los MBR constan de dos partes principales: la unidad bioldgica, responsable de la

degradacion de compuestos orgéanicos en el agua residual y la unidad de filtracién (o
modulo de membranas), encargado de la separacion fisica del agua tratada mediante
filtracion. Segun la ubicacion de las membranas, se distinguen dos configuraciones
posibles: biorreactores con membranas integradas (0 sumergidas) y biorreactores con

membranas externas (o con recirculacién al biorreactor) (Figura 4).

Agua Residual (| 2 a Agua Residual Retenido
1 ¢ ‘ Permeado
Permeado ——
Reactor
Reactor Biologico 1
Biologico
a) b) Recirculacion

Figura 4. Esquema de las distintas configuraciones en un MBR: a) Membrana sumergida; b) Membrana
externa. Extraido de Ruiz (2018)*.

La tecnologia de membrana sumergida (Figura 4a) se basa en la inmersion de la unidad
de membrana en el tanque bioldgico. La fuerza impulsora se consigue mediante la
presurizacion del biorreactor o con la creacion de una presion negativa desde el lado del
permeado de la membrana. Se utiliza un difusor de aire para homogeneizar el contenido
del tanque, suministrar el aire necesario para el proceso biolégico y generar un flujo
cruzado que dificulte las deposiciones sobre la membrana. Esta tecnologia se aplica en
tanques aerobios, donde los difusores de aire se sitUan debajo de la membrana, lo que
ayuda a mantener las membranas limpias al crear un flujo de aire tangencial a la
membrana que favorece el desprendimiento y arrastre de la pelicula de biomasa que se
deposita sobre la superficie de la misma. Ademas, la limpieza de la membrana se realiza
mediante frecuentes retrolavados con agua permeada y aire y ocasionalmente con

soluciones quimicas, como sosa caustica o hipoclorito de sodio*’.

Por otro lado, la configuracion de membranas externas (Figura 4b) implica la
recirculacion del licor mezcla desde el tanque bioldgico hasta la unidad de membranas
que se encuentra en el exterior del biorreactor. La velocidad del agua en la membrana es
alta, lo que evita la acumulacion de solidos en la superficie y favorece la eliminacion y

arrastre de la pelicula de biomasa que se deposita sobre ella. Para crear la fuerza impulsora
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necesaria, se produce una sobrepresion en la zona de alimentacion mediante una unidad
de bombeo. Estos biorreactores tienen como ventaja fundamental la facilidad de
operacion al poder manipular los tanques independientemente del médulo de membranas,
lo que permite, por ejemplo, realizar limpiezas quimicas o mantenimiento sin influir en
el reactor, asi como vaciar el contenido del reactor sin dafiar las membranas. Sin embargo,
su gasto energético es superior en comparacion con los sistemas de membrana

sumergida®®4°,

En términos técnicos, las membranas se instalan en lo que se denomina un “maédulo de
membrana” que es la unidad principal de operacion. Al elegir un tipo de médulo, se deben
considerar factores como su tamafio, asi como la facilidad de montaje y ensamblaje del
sistema. Existen cuatro configuraciones comerciales de membranas: membrana de fibra

hueca, plana, tubular y en espiral (Figura 5)*5%1,

| ==
I
l l,Jl,ll,lL,JL
Membrana de Rienifammpins

fibra hueca

Membrana tubular Membrana en espiral

Figura 5. Configuraciones comerciales de membrana en MBR. Modificado de Rodriguez (2009)%°.

e Membrana de fibra hueca (Figura 5): estdn formadas por haces de fibras tubulares
huecas y de pequefio diametro, que pueden medir hasta 2 m de longitud. Las fibras
estan fabricadas de un material polimérico hidréfilo (PE, polietersulfona (PESU),
fluoruro de polivinilideno (PVDF), etc.)%? y tienen tamarios de poro entre 0,04 y 5 mm.
Los haces estan compuestos por manojos de fibras encapsulados en resina. La
alimentacion puede fluir a través de las fibras (configuracion de dentro hacia fuera) o
alrededor de las mismas (configuracion de fuera hacia dentro). Los modulos de
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membranas se unen para formar un casette, que es la unidad mas pequefia de accion

del sistema de filtracién, y varios casettes unidos forman lo que se conoce como tren

de filtracion, que es la unidad de proceso que se sumerge en el tanque de
membranas®-°0:°1,

e Membrana plana (Figura 5): consisten en placas rectangulares adyacentes separadas 2
mm de ancho y que se apilan mediante paquetes con la siguiente configuracion:
espaciador - membrana - placa - membrana. Esta estructura ofrece un flujo tangencial
mejorado a lo largo de la membrana y una relacion superficie/volumen baja. La
alimentacion se impulsa creando una depresion en el lado del permeado, lo que permite
que el flujo circule por los espacios placa - membrana. No suelen presentar problemas
importantes de ensuciamiento y son faciles de desmontar 495052,

e Membrana tubular (Figura 5): se utilizan en configuraciones de MBR con membranas
externas. Son modulos cilindricos de naturaleza ceramica con un didmetro entre 10 -
20 cm y un largo que puede llegar hasta los 3 m. A pesar de ser muy poco compactos,
son muy robustos y pueden soportar flujos a gran velocidad y tolerar aguas con altos
niveles de solidos. Necesitan ser lavadas a contracorriente?:°0:51,

e Membrana de espiral (Figura 5): son modulos de filtracion que consisten en dos capas
de membranas enrolladas en espiral alrededor de un colector de permeado en el centro,
formando un cilindro. Esta configuracion aumenta la densidad de empaquetamiento

de las membranas, lo que resulta en modulos muy compactos**°0:5L,

Entre las ventajas de un MBR respecto al sistema convencional de lodos activados (CAS)

se encuentran®99:51:

- Requiere menos espacio para la misma carga masica, y al ser modular tiene
capacidad de ampliacidn, ya que dependiendo del caudal a tratar se puede aumentar
o disminuir el numero de mddulos de membrana.

- Operacidn con altas concentraciones de biomasa, lo que permite una edad de fango
elevada y el desarrollo de bacterias nitrificantes.

- Baja produccién de lodos debida su edad elevada, por lo que los costes de
tratamiento del fango disminuyen.

- Mejora significativa de la calidad del agua tratada y posibilidad de su reutilizacién

directa.
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Por otro lado, algunos de los inconvenientes son#®-°%51:

- Costes altos. Se necesita una inversion inicial elevada y tiene un consumo
energético alto.

- Se necesita un mayor mantenimiento de las membranas para evitar su
ensuciamiento. Ademas, se pueden acumular compuestos inorganicos no filtrables,
como metales pesados, que pueden dafiar la poblacion bacteriana.

- Tratamiento de lodos méas complejo, ya que la mayoria de los s6lidos en suspension
se retienen en el reactor, lo que provoca que los lodos sean mas viscosos y dificiles

de deshidratar.

2.3.2 Eliminacion de MPs en MBRs
El andlisis y evolucion de los MPs en sistemas MBR también ha sido objeto de varios

trabajos, se muestra una recopilacion de las publicaciones mas importantes sobre este
tema en la Tabla 1. Como se puede observar, el 86% de los estudios se han llevado a cabo
en MBR aerobios, mientras que el 14% restante han sido desarrollados en MBR
anaerobios (AnMBR). De los siete estudios mencionados en la Tabla 1, seis utilizan MBR
con membrana sumergida, mientras que Park et al. (2020)°® no especifican que
configuracién se emplea. El rango de poro de membrana varia entre 0,08 - 0,4 um,
excepto en el caso de Lares et al. (2018)°* que utilizan un tamafio mayor (0,8 pum), por lo

que en todos los casos se emplea ultrafiltracion (< 4 um).

Por lo general, el estudio de MPs en MBR se ha llevado a cabo para comprobar la eficacia
de eliminacion de MPs que estas tecnologias pueden ofrecer. Como se puede observar, la
concentracion de MPs en el influente del MBR varia entre 0,28 - 133 MPs/L, mientras
que en el efluente se encuentra entre 0,05y 5,9 MPs/L, excepto en el caso de Leslie et al.
(2017)° donde la concentracion de MPs en el efluente es de 51 MPs/L. Las eficacias de
eliminacién son muy altas, entre 95,6 y 99,9%, aunque también se han indicado
porcentajes mas bajos del 79%°¢ y 25%>. Por lo general, se puede considerar que esta
tecnologia es muy prometedora para la eliminacion de microplasticos de la linea de aguas
de una EDAR, ya que la concentracién emitida de estos microcontaminantes (MPs/L) en

el efluente de la planta puede llegar a ser inferior a la unidad.

En relacion a la morfologia de los MPs, se ha observado que en el influente predominan

mayoritariamente las fibras (32 - 80%) y los fragmentos (7 - 68%), seguidos de pellets (1
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- 11%) y films (2%). Por otro lado, en el efluente se detecta mayor presencia de fibras (18
- 100%), seguidas de fragmentos (11 - 82%) y pellets (0 - 6%). Por tanto, es importante
destacar que los films y los pellets son las particulas mas faciles de eliminar, seguidos de
los fragmentos y finalmente las fibras. Por ejemplo, en el caso de Michielssen et al.
(2016)° los films, pellets y fragmentos se eliminan con mayor facilidad, mientras que la
proporcion de fibras aumenta de forma destacable en el efluente. Esta misma tendencia
es descrita por Lares et al. (2018)>* y Talvitie et al. (2017)°8, donde los fragmentos se
eliminan en el MBR con mayor facilidad. Sin embargo, Park et al. (2020)° observan lo
contrario, puesto que, en este caso, son las fibras las que se eliminan con mayor facilidad.
En términos generales, y como se ha indicado anteriormente, las fibras son las
microparticulas que se eliminan peor debido a su elevada relacion longitud - anchura, lo
que les permite atravesar la membrana longitudinalmente. Esto es corroborado por
Freeman et al. (2020)*° que indican que las altas tasas de eliminacion de MPs del agua
residual con un MBR implicaria la retencién de toda morfologia microplastica, excepto

las fibras que serian las Unicas particulas detectables en el efluente.

En definitiva, la tecnologia MBR es un enfoque cada vez mas aceptado y una solucion
importante para el tratamiento de aguas residuales en la industria, ya que reduce los costes
econdmicos, sociales y medioambientales del proceso y mejora la sostenibilidad
medioambiental de las EDARs®®. Ademas, es un sistema apropiado para la eliminacion
de microplasticos, ya que puede llegar a reducir la concentracion de estas particulas en el
efluente hasta <1 MPs/L, lo que se traduce en un efluente de calidad 6ptima en cuanto a

contaminacion micropléstica.
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Tabla 1. Estudios de eliminacion de MPs en MBR en distintas EDAR.

Pagina 28 de 111

Influente Efluente Eliminacion Composicion Composicion
Pais Tipo MBR MBR MBR de MPs (%) morfoldgica de morfolégicade | Referencia
(MPs/L) (MPs/L) 0 MPs en influente | MPs en efluente
Membrana sumergida . 0
China con tamafio poro 0,1 0,28 0,05 99,5 Fibras (50%) 60
um Fragmentos (50%)
i ) ) Fragmentos (68%) | Fragmentos (82%) 53
Corea del Sur 994999 Fibras (32%) Fibras (18%)
i - 0,
Fibras (55 - 62%) |ty e (61 - 89%)
. Fragmentos (23 -
MBR anaerobio con 2606) Fragmentos (11-
E.E.U.U. membrana sumergida y 133,0 59 95,6 : ° 33%) 57
~ Microesferas (11- .
tamario poro 0,2 um 16%) Microesferas (0-
0,
Otros (4%) 6%)
Fibras (61%)
~ . Films (31%) 61
Espafia Membrana sumergida 4,40 79 Fragmentos (7%)
Esferas (1%)
Membrana sumergida . i
. . ", Fibras (60%) Fibras (65%) 54
Finlandia con tamanﬁrge poro 0,8 57,6 1,0 99,4 Fragmentos (40%) | Fragmentos (35%)
I 0,
Membrana sumergida Fr??}:zzt(gg(/%/)
Finlandia con tamafio de poro 0,4 6,9 0,05 99,9 Igilms (29%) 0 Fibras (100%) >8
pum + ultrafiltracion Otros (10%)
Membrana con tamafio Fibras
Paises Bajos 68 51 25 Films >
poro 0,08 um
Esferas
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2.4 Sustancias poliméricas extracelulares (SPE) en sistemas de
depuracion bioldgica de aguas residuales

2.4.1. Composicion de las SPE.
Las sustancias poliméricas extracelulares (SPE), son compuestos secretados por los

microorganismos, incluyendo bacterias, hongos y algas, que forman una matriz
extracelular que los rodea. Estos compuestos de alto peso molecular estan formados
principalmente por carbohidratos, pero también incluyen proteinas, acidos nucleicos,
lipidos y en menor cantidad ADN y otras macromoléculas®?. Estas sustancias tienen una
funcién importante en la proteccion de las células contra agentes toxicos y la
deshidratacién, asi como en procesos de adhesion y agregacion de bacterias para formar
biopeliculas y floculos®®. Las SPE pueden hallarse alrededor de la pared celular o en
disolucién en el medio, de modo que las que estan unidas a los microorganismos se las
denomina SPE enlazadas o ligadas (SPEL), mientras que a las que estan en disolucion se
las conoce como SPE solubles (SPEs) o productos microbianos solubles (PMS) (Figura
6).

EPS estructurales

EPS fuertemente ligadas
'—'— EPS débilmente ligadas
Microorganismo

Carbohidratos

Proteinas

Figura 6. Estructura SPE. Modificada de Fard y Wu (2023)%.
Las SPEs son compuestos solubles que se liberan al medio durante la metabolizacion del
sustrato o la descomposicion de la biomasa, siendo esta liberacion mas rapida cuando los

microorganismos se encuentran en situacion de estrés ambiental originados, por ejemplo,
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por cambios de temperatura, modificaciones en el pH, falta de alimento o presencia de
sustancias toxicas. Comprenden un amplio rango de pesos moleculares, y su distribucion
es importante para definir la eficacia del tratamiento bioldgico, puesto que la cantidad de

compuestos con peso molecular alto se incrementa con la edad del lodo.

Por otro lado, las SPEL son una mezcla compleja de macromoléculas bioldgicas que se
encuentran en la superficie externa de la pared celular y en el interior de los agregados
microbianos. Estas macromoléculas de alto peso molecular se sintetizan mediante
diferentes procesos (secrecion activa, desprendimiento de material de la superficie
celular, etc.). Participan en diversas funciones celulares como la adherencia a superficies,
la formacion de una barrera protectora, la retencion de agua, la estabilizacion de la
estructura de la biopelicula y la acumulacion de enzimas. Las SPE_ estan formadas
principalmente por proteinas, carbohidratos y acidos humicos, y se distribuyen alrededor
de la pared celular en una estructura dindmica de doble capa, subdividida en SPE
fuertemente ligadas (capa interna, SPEr.) y en SPE débilmente ligadas (capa externa,
SPEpL). En ambas, las proteinas son més abundantes (40 - 56%), seguidas de los &cidos
humicos (28 - 50%) y de los carbohidratos (10 - 16%)%:58,

Se ha estimado que la cantidad de metabolitos presentes en SPEp. representa la quinta
parte de la cantidad total de SPE. Las proteinas se encuentran principalmente en SPEF_
(97%), mientras que los &cidos humicos estdn presentes en ambas fracciones y los

carbohidratos se distribuyen uniformemente tanto en SPEp. como SPER %768,

2.4.2. Comportamiento de las SPE en sistemas de lodos activados
Las SPE influyen en las propiedades de los agregados microbianos debido a sus

caracteristicas Unicas, tales como la capacidad de adsorcion, biodegradabilidad o
hidrofobicidad/hidrofilicidad. Estas caracteristicas dependen de los componentes que
forman las SPE, incluyendo carbohidratos, proteinas, acidos nucleicos y éacidos

hamicos®.

Debido a la diversidad de grupos funcionales presentes en las SPE, estas especies pueden
desempefiar un papel importante en el transporte y la transformacion de
microcontaminantes mediante el proceso de adsorcion. En presencia de toxicos como
compuestos farmaceuticos o pesticidas, se produce un aumento en la produccion de SPE
por parte de las células, formando una capa protectora contra el agente externo. También

es destacable la adsorcion tanto de metales como de materia organica debido a los grupos
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aromaticos, los alifaticos en las proteinas o las regiones hidrofobicas en los

carbohidratos®®°.

Por otra parte, las bacterias utilizan las SPE como fuente de carbono y energia debido a
que contienen proteinas y carbohidratos que pueden ser degradados por las enzimas
durante el tratamiento bioldgico. Sin embargo, una parte de las SPE producidas por
granulos aerobicos no puede ser biodegradada por los microorganismos y se encuentra en
las capas externas de los granulos, mientras que la fraccion biodegradable esté en la capa
interna. Las SPE no biodegradables mantienen la estructura granular, y las biodegradables

adoptan el papel de reservas para épocas de escasez de alimento®?,

Las SPE contienen tanto grupos hidrofilicos como hidrofébicos, lo que las hace anfoteras.
Aproximadamente el 7% de estas sustancias son hidrofobicas y principalmente
compuestas por proteinas, mientras que la fraccion hidrofilica est4d constituida
fundamentalmente por carbohidratos. Este caracter anfotero influye en la capacidad de
adhesion, floculacion, asentamiento y deshidratacion de las SPE vy, por tanto, de los
fléculos, y es un factor importante en la formacion de biofilms en los sistemas de
tratamiento de aguas residuales. En condiciones extremas de pH, temperatura, oxigeno
disuelto (DO), salinidad o toxicidad del agua a tratar se puede producir la defloculacién
del fango, es decir la ausencia de asociacion que ocurre cuando predominan las fuerzas

repulsivas entre particulas®”°.

2.4.3. Efectos de las SPE sobre los MBRs
Uno de los problemas que plantea el funcionamiento de los MBRs es el ensuciamiento de

las membranas. Esto se debe a la presencia de componentes de las aguas residuales como
coloides, particulas minerales, componentes idnicos, microorganismos y, principalmente,
SPE'!,

En la Tabla 2 se muestra una recopilacion de los principales estudios publicados hasta el
momento acerca del efecto de las SPE en MBR. De los cinco estudios mencionados,
cuatro se han llevado a cabo a escala de laboratorio, excepto Bin et al. (2008)"2 que

desarrollaron su trabajo en una EDAR real.

Chabalina et al. (2008)"® investigaron la relacion entre SPE totales y solidos suspendidos
volatiles (SSV), y observaron un incremento de SSV a medida que aumentaban las
concentraciones de SPE. Por otro lado, los estudios restantes se enfocaron en el analisis

de las proteinas y carbohidratos retenidos sobre la superficie del MBR, por ser los
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compuestos mayoritarios dentro de las SPE. Algunos autores™’>7¢ relacionaron el
ensuciamiento de la membrana debido a la presencia de SPE con una mayor resistencia a
la filtracion, especificamente con las SPEL, debido a la formacion de una capa coloidal,
segun lo indicado por Teng et al. (2020)"*. Por otro lado, estos mismos autores también
observaron que las SPEr. se adhieren mejor a la membrana que las SPEp., mientras que,
por el contrario, Wang et al. (2009)” indicaron mayor capacidad de adherencia de las
SPEpL. Por altimo, se ha establecido una relacion entre la temperatura del licor mezclay

la generacion de SPE (a menor temperatura, menor produccion)’.

Un estudio exhaustivo de la concentracion de SPE es esencial para mejorar y promover
el funcionamiento del MBR, puesto que el ensuciamiento de la membrana reduciria la
calidad del efluente, aumentando el consumo energético y la frecuencia de limpieza,

acortando la vida atil de la membrana y aumentando los costes de funcionamiento.

2.4.4. Efectos de la presencia de MPs sobre las SPE
Hasta el momento, no hay muchos estudios que analicen la influencia que la presencia de

MPs puedan tener sobre las SPE. Un resumen de los trabajos fundamentales en este

campo se muestra en la Tabla 3.

Respecto a los medios acuaticos naturales, algunos autores’”:’® han observado que cuando
Goniopora columna y un ecosistema de arrecife de coral son expuestos a MPs, en
concreto PE, y un alga verde (Chlamydomonas reinhardtii) es expuesto a polietileno de
alta densidad (HDPE)®, en todos los casos la presencia de MPs favorece la formacion de
SPE.

Respecto a los procesos de tratamiento de aguas residuales, en sistemas de tratamiento
con biomasa granular aerobia, Wang et al. (2022)8 encontraron que el uso de PS de gran
tamarfio inhibe la formacion de SPE, mostrandose el efecto contrario cuando se utilizan
PS de menor tamafio. En estos mismos sistemas, Jachimowicz et al. (2022)8! observaron
que la presencia de PE a bajas concentraciones (<50 mg/L) no afectaba a la eficiencia del
tratamiento bioldgico, pero estimulaba la produccion de SPE. Por otro lado, el uso de 50
mg/L de PE provocé la generacion de granulos de mayor tamafio empeorando el proceso
de sedimentacion®®. Finalmente, en la bibliografia también se encuentran algunos estudios
basados en los procesos de interaccion y adsorcion de SPE con MPs. En este caso, se
observo que el PP? y PE® desgastado conlleva una mayor afinidad e interaccion con los
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acidos humicos debido a modificaciones estructurales que inducen a la formacién de

nuevos grupos funcionales que generan nuevas interacciones.

Los resultados de los estudios comentados anteriormente ayudan a revelar los efectos
ecoldgicos de los MPs en las comunidades microbianas de diversos ecosistemas naturales.
Asimismo, los trabajos llevados a cabo en sistemas de tratamiento bioldgico de aguas
residuales permiten ampliar el conocimiento sobre la interaccion de los MPs y la biomasa

celular, lo que podria servir para mejorar dichos procesos de tratamiento.
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Tabla 2. Estudios sobre la relacion entre MBR y SPE. ARI: Aguas residuales industriales, ARU: Aguas residuales urbanas, SPEp.: SPE débilmente ligadas, SPEF.: SPE
fuertemente ligadas, SSLM: solidos suspendidos en licor mezcla, SSV: Sélidos suspendidos volatiles, TRH: Tiempo de retencion hidraulica, TRC: Tiempo de retencion celular.

Tipo de MBR Parametros Condiciones operativas Efectos de las SPE sobre MBR Referencia
analizados en las
SPE

Escala de laboratorio SPE totales Agua 90% ARU - 10% | - Incremento en la concentraciéon SPE (mg/L) y los SSV
ARI (g/L). .
TRH: 2,32 h
TRS: 65 dias

Escala de laboratorio, tamafio | Proteinas ARU sintética - Las SPEL presentaron una alta resistencia especifica a la

de poro 0,1 um Carbohidratos TRH:5h filtracion por la formacion de una capa coloidal.

TRS: 30 dias

- Las SPEFL presentaron una mayor capacidad de adhesion
a la membrana con respecto a las SPEp..

74

MBR con membrana
sumergida, tamafio de poro
0,22 pum

Proteinas
Carbohidratos

ARU
SSLM: 5.996 mg/L (SSV
349%)

- Ensuciamiento de la membrana principalmente con
sustancias organicas.

- SPE de alto peso molecular adheridos en la membrana.

- Proteinas y carbohidratos son componentes clave en
ensuciamiento.

72

Escala de laboratorio, MBR
con membrana sumergida,
tamario de poro 0,20 um

Proteinas
Carbohidratos

ARU
TRH:2,0-35h
TRS: 20 - 40 dias

-Mayor relacion de SPEpL en comparacion con las SPEFL
en el ensuciamiento de la membrana.

-A menor temperatura del licor mezcla, menor generacion
de SPE y viceversa.

75

Escala de planta piloto con
membrana sumergida

Carbohidratos
Proteinas

TRH:16-24h
TRS: 35 - 144 dias

- Menor concentracion de SPE provoca menor resistencia a
la filtracion.

- Mayor concentracion de proteinas y carbohidratos, mayor
resistencia a la filtracion.

76
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Tabla 3. Estudios sobre la relacién entre SPE y MPs. HDPE: Polietileno de alta densidad, PE: Polietileno, PS: Poliestireno.

uW/cm? y 15 dias)
Adsorcion (pH: 7 y Temperatura: 4°C)

estructurales en la adsorcion de los &cidos himicos sobre los
MPs.

Tipo de SPE Tipo MPs Condiciones operativas Efectos de MPs sobre SPE Referencia
SPE totales PE 40 - 48 um pH: 8,0 Altas concentraciones de PE (100-300 mg/L) estimularon la "
. (5-300 mg/L) Temperatura: 26°C formacion de SPE, aumentaron el tamafio de particula y
= Duracion: 7 dias disminuyeron la diversidad bacteriana presente en los
= Exposicion de Goniopora columna corales.
& SPE totales HDPE (0-0,4 Temperatura: 2,5 - 32,5°C La presencia de PE favorecio la produccion de SPE. &
é mg/L) Exposicion de Chlamydomonas
5 reinhardtii
‘3 SPE totales PE (40 - 48 um) pH: 8,0 La presencia de PE potenci6 la formacién de SPE. s
8 Temperatura; 26°C
Duracion: 14 dias
Exposicidn de arrecife de coral
Acidos PP 500 pm Céamara de ensayo de envejecimiento con Los acidos humicos aumentaron la rugosidad superficial del 82
hamicos lampara de Xenon PP.
(comerciales) Temperatura: 60°C Mayor afinidad con PP después del tratamiento tras la
Irradiacion: 1.000 W/m? formacion de nuevos grupos funcionales.
- SPE totales PE (1-50 mg/L) Biomasa granular aerobia PE a bajas concentraciones no empeor0 la eficiencia del 81
S tratamiento bioldgico y estimuld la produccion de SPE.
= La presencia de 50 mg/L de PE dificulté la sedimentacion
@ de los lodos por la generacidon de granulos de mayor tamafio.
5 SPE totales PS (05 - 150 Lodos granulares anaerobios PS de mayor tamafio (150 pm) inhibieron la formacién de 80
=3 pum, 75 mg/L) Temperatura: 4°C SPE.
< pH: 6,9 PS de menor tamafio (0,5 um) favorecieron la formacion de
SPE
Acidos htimicos | PE Irradiacion ultravioleta (Intensidad 4.350 Tras envejecimiento de PE, se produjeron cambios 83
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3. Metodologia

3.1 Descripcion de la planta estudiada

La estacion depuradora de aguas residuales urbanas estudiada en este TFG se encuentra
localizada en Murcia (Espafia) (EDAR Mar Menor). Esté disefiada para tratar un caudal
de 1.880 m®dia y dar servicio a una poblacion de 7.800 habitantes equivalentes. Como
es habitual en EDARU, consta de dos lineas de funcionamiento: linea de aguas y linea de
fangos. En la Figura 7 se muestra el esquema de la EDAR vy, a continuacion, se hace una
descripcién de las caracteristicas principales de cada etapa del proceso de tratamiento

Ilevado a cabo en la planta.

TRAT. TRAT.

PRETRATAMIENTO SECUNDARIO TERCIARIO
- 4 - —

Reactor Biolégico Desirfe _Cdfm
Desarenado/ Tanque de Tamizado de Membranas uv
desengrasado  homogeneizacion  de fibras (MER) m

Influente Efluente
- —* | | — —_—
scirculaciony

Desbaste

&

¥
¥

Lodos Lodos
Secundarios

L
—» Lodos
espesados

E spesador

Figura 7. Esquema de la EDAR estudiada en este TFG.

3.1.1 Linea de aguas

Pretratamiento:

El agua residual procedente de la urbanizacion llega a la planta mediante una conduccion
PEAD PN10 de 160 mm de didmetro y se recoge en una arqueta de rotura. A
continuacion, el desbaste se realiza en dos canales, cada uno de 0,40 m de anchura 'y 0,90
m de profundidad, con rejas de limpieza automética de 10 mm de paso y tamices
automaticos tipo Aquaguard de 1 mm de luz. Los solidos retirados son transportados por

un tornillo sin fin compactador a un contenedor de residuos.

Se dispone de dos lineas de desarenado - desengrasado de canal aireado, capaces de tratar
hasta 78 m®h cada una. La mezcla de agua y arena es impulsada por una bomba centrifuga

vertical a un canal central longitudinal que conduce la arena hasta el clasificador-lavador
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de arenas. Por otra parte, las grasas, una vez se encuentren en la zona lateral de
tranquilizacién del desarenador - desengrasador, es decir, en el canal desengrasador, son
arrastradas por la rasqueta superficial del puente hacia un canal transversal y desde éste

hasta un concentrador de grasas.

Con el fin de garantizar el funcionamiento en continuo de la planta, se incluye en la linea
de tratamiento un tanque regulador, ubicado tras el sistema de desarenado-desengrasado,
que sirve para homogeneizar caudales y evitar puntas de contaminacion. Tas el tanque
regulador, con objeto de mejorar el funcionamiento de las membranas del biorreactor y
minimizar su ensuciamiento, se dispone de un tamiz Huber de 0,5 mm de luz de paso,

colocado antes del MBR y especialmente disefiado para eliminacion de pelos y fibras.

Tratamiento bioldgico:

La planta consta de dos reactores bioldgicos de 825 m? de volumen total, incluyendo la
zona de membranas. Cada reactor biolégico presenta una zona andxica, una zona oxica y
una zona de membranas. La aireacion de la zona Oxica se realiza mediante parrillas de
difusores de membrana con 282 ud/linea. Las membranas instaladas son de la marca
KUBOTA, modelo EK400, con un tamafio de poro de 0,45 um y con una superficie
filtrante total de 3.200 m? (1.600 m?/reactor). La carcasa que contiene los mddulos de
microfiltracion esta fabricada en acero inoxidable. Cada médulo de membranas alberga
400 cartuchos de microfiltracion, distribuidos a su vez en dos pisos de 200 cartuchos cada
uno. El nimero total de mddulos del sistema es de 10 unidades, que se distribuyen en dos
lineas, como ya se apunté con anterioridad. Cada mddulo de membranas tiene una
capacidad de filtracion méaxima de 15 m®h, por lo que la capacidad de tratamiento del
sistema de microfiltracion supera las necesidades de tratamiento del sistema, al estar por

encima del caudal punta de disefio de la EDAR, y superando ligeramente el caudal medio.

Tratamiento terciario:

En el tratamiento terciario se dispone de un sistema de desinfeccion UV en tuberia marca
Berson, con lamparas de media presidn. Esta situado en el colector de agua de permeado.
Asimismo, se incluye en la instalacion un sistema para desinfeccidn con hipoclorito que
consta de un deposito de almacenamiento de hipoclorito de 500 L y una bomba
dosificadora. EIl hipoclorito no se emplea para tratar el agua, sino que Unicamente se

utiliza para la limpieza quimica de las membranas.
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3.1.2 Linea de fangos.

Se dispone de una capacidad de recirculacion de hasta el 310% del caudal medio de
entrada. La recirculacion se realiza desde la cdmara de bombeo situada después del tanque
de membranas, hasta la arqueta de entrada a la camara andxica. Esta linea esta dotada de
un medidor electromagnético de caudal, vinculado a un variador eléctrico en una de las
bombas de recirculacion, que permite regular el caudal de recirculacion en funcién de las
necesidades. Desde la misma tuberia y mediante una electrovalvula se purgan los fangos

€n exceso.

Los fangos bioldgicos en exceso se extraen mediante bombeo y se envian al espesador de
fangos que es de polipropileno con un diametro de 2,5 m y una altura de 3,0 m, con un
resguardo de 0,5 m, es decir, un volumen total de 15,0 m®. El depésito esta dotado de dos
modulos de membranas con un sistema independiente de limpieza con un soplante. El

agua de permeado se extrae por gravedad y se envia al tanque de agua tratada.

Asimismo, en la planta se dispone de una serie de elementos auxiliares, entre los que se
pueden citar: la instalacion de agua industrial, la red de drenajes y vaciados, el grupo
electrogeno de emergencia y un sistema de desodorizacion, compuesto por un ventilador

- extractor, una torre de humectacion y un lecho bioldgico filtrante.

3.2 Toma de muestra

La toma de muestra se lleva a cabo de forma directa en el MBR introduciendo una pértiga
con un recipiente que recoge la muestra (siempre con los soplantes en funcionamiento) y
se almacena en una botella de plastico (PE) para su posterior envio a la Universidad de
Oviedo. Una vez que la muestra (3 - 4 L de licor de mezcla) llega al laboratorio, se

mantiene en refrigeracién durante un tiempo maximo de un dia hasta su procesado.

Este TFG se desarroll6 en el contexto de un proyecto de investigacion del grupo TBR de
la Universidad de Oviedo con la empresa Cadagua que gestionaba la EDAR Mar Menor.
La toma de muestra se llevaba a cabo de forma mensual incluyéndose en este TFG un
total de seis muestras correspondientes a las siguientes fechas: 07/02/2022, 22/03/2022,
04/04/2022, 25/05/2022, 04/07/2022 y 18/07/2022.
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3.2 Determinacion de SPE
3.2.1. Extraccion de SPE
La extraccion de SPE se lleva a cabo de acuerdo al método descrito por Liu y Fang

(2002)4, tal y como se detalla a continuacion:
1. Dilucién de la muestra 1:2 con agua destilada (10 mL de agua + 10 mL de muestra).

2. Centrifugacion para obtener las SPE solubles. Se centrifuga la muestra diluida a 6.000
g durante 30 min en una centrifuga Multifuge X1 (Thermo Fisher Scientific) (Figura 8b).

Se recupera el sobrenadante que contiene las SPE solubles o “libres”.

3. El pellet obtenido se resuspende en 20 mL de agua destilada y se le afiaden 120 pL de

formaldehido al 37% (Merck), se agita bien y se deja reaccionar durante 1 h a 4°C.

5. Transcurrido ese tiempo, se afladen 8 mL de NaOH (Merck) 1M y se deja reaccionar a
4°C durante 3 h.

6. Centrifugacion para obtener las SPE ligadas. Tras las 3 h, se centrifuga (Figura 8a) la
muestra a 10.000 g durante 30 min y se recupera el sobrenadante que contiene las SPE
ligadas o “enlazadas”.

UROTA DN F\
e 0 @

Figura 8. Centrifugas utilizadas en este procedimiento; a) Extraccion y preparacién de la muestra de
MPS; b) Extraccion y preparacion de SPE

Una vez extraidos las SPE solubles y las ligadas se analizé su composicién siguiendo los
procedimientos indicados en los siguientes apartados.
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3.2.2. Medida de la concentracion de proteinas y acidos himicos
Las proteinas y los acidos humicos se determinan mediante el método de Lowry®,
siguiendo el procedimiento descrito por Frolund et al. (1995)% para evitar las

interferencias en el método de analisis.

El método consiste en la reduccion del reactivo de Folin-Ciocalteu que en presencia de
compuestos fendlicos cambia de color amarillo a azulado. Estos compuestos estan
presentes en los residuos de tirosina de las proteinas, que se despliegan cuando el Cu?* se
une al enlace peptidico, actuando el Cu?* en exceso como catalizador. Los &acidos htimicos
también cuentan con grupos fendlicos en su estructura, por lo que se realiza el mismo
ensayo, evitando afiadir Cu* para que las proteinas no se desplieguen y no participen en

la reaccion.

En las muestras de proteinas se mide la absorbancia total y en las de acidos humicos la
absorbancia ciega, ambas a 580 nm, aplicando las ecuaciones (1) y (2) para obtener los

valores de absorbancia de cada molécula y evitar los errores debido a las interferencias.

Abs (proteina) = 1,25 x (Abs total — Abs ciega) (Ecuacion 1)
Abs (ac. himico) = Abs (ciega) — 0,2 x Abs (proteina) (Ecuacion 2)

El espectrofotdbmetro empleado para cuantificar las proteinas y los acidos humicos es un
Genesys 1XX (Thermo Fisher Scientific) (Figura 9a).
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Figura 9. Espectrofotémetros empleados para la caracterizacion de la composicion de las SPE; a) acidos
hamicos y proteinas; b) carbohidratos.

3.2.2.1. Preparacién de reactivos

De acuerdo con el método de Lowry®, hay una serie de reactivos que hay que preparar

para realizar los analisis. A continuacion, se detalla la preparacién de dichos reactivos:

Reactivo A. NaOH 0,1 M y Na>COs al 2% (m/v). Se pesan 8 g y 40 g de NaOH y Na,COgs,

respectivamente y se enrasa con agua destilada en un matraz aforado de 2 L.

Reactivo B1. CuSO4-5H20 al 1% (m/v). Se pesa 1 g de CuSO4-5H,0 y se enrasa con

agua destilada en un matraz aforado de 100 mL.

Reactivo B2. Tartrato sodico potasico al 2% (m/v). Se pesan 2,68 g de CsHsKNaOg-4H20

y se enrasa en un matraz aforado de 100 mL con agua destilada.

Reactivo C1 (Proteinas). Se prepara en el momento de hacer el analisis mezclando A, B1

y B2 en proporcion volumétrica de 50:0,5:0,5.

Reactivo C2 (Acidos hiimicos). Se prepara en el momento de hacer el anélisis mezclando

A, agua destilada y B2 en proporcion volumétrica de 50:0,5:0,5.

Reactivo Folin-Ciocalteau: Es un reactivo comercial que se prepara en el momento y debe

utilizarse en el dia (se diluye 1:2 con agua destilada).
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Todos los compuestos necesarios para la preparacion de los reactivos fueron

suministrados por Merck.

3.2.2.2. Rectas de calibrado

La preparacion de la recta de calibrado para la determinacidn de proteinas se realizd

empleando como patrén seroalbimina bovina (BSA) (>98%, Sigma-Aldrich). Para ello
se prepara una disolucion madre de 0,5 g/L v, a partir de dicha disolucion, se preparan
patrones de 100, 200, 300, 400 y 500 ppm.

En tubos Falcon, se afiade 1 mL de cada disolucion patrény se les afiade 5 mL del reactivo
C1. La mezcla se deja reaccionando en la oscuridad durante 15 min. Una vez pasado este
tiempo, se afiaden 0,3 mL del reactivo de Folin y se deja nuevamente en oscuridad durante
30 min. De igual modo, es necesario preparar un blanco (1 mL de agua destilada, 5 mL
de C1 y 0,3 mL de Folin). Transcurrido ese tiempo, las muestras se miden en el
espectrofotdmetro a una absorbancia de 580 nm empleando una cubeta de cuarzo. Las
medidas se hacen por triplicado para minimizar los errores experimentales y el valor
empleado en los calibrados se toma como la media de las tres medidas. Las rectas de
calibrado y los datos para la determinacion de proteinas que se han obtenido durante la
elaboracion de este TFG se muestran en la Figura 10 y en la Tabla 4 (Anexos).

0,7 -
06 Y= 0.0014x|y =0,0012x |y = 0,0012x Iy
O T R2 = 0,9972 R2 = 0,9971 R2 = 0,9991 ‘
cE 0’5 | .....-"..
o
S04 - .
é 0’3 a ?'.'......
o]
< 0,2 .
0,1 - ’
0,0 . , , | |
0 100 200 300 400 500

Concentracion [ppm]

Figura 10. Rectas de calibrado para las proteinas utilizadas durante los meses de estudio; febrero (linea

azul); marzo y abril (linea naranja); mayo, junio y julio (linea gris).

La preparacion de la recta de calibrado para la determinacion de acidos humicos sigue un

procedimiento similar al descrito para la determinacion de las proteinas. Con un patrén
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comercial (Sigma-Aldrich), se prepara una disolucion madre de 0,5 g/L afiadiendo
algunas lentejas de NaOH (Merck) para favorecer la solubilizacion de los &cidos humicos
y, a partir de ella, los patrones de 100, 200, 300, 400 y 500 ppm. En este caso, se cambia
el reactivo C1 por el C2. En la Tabla 4 (Anexos) y la Figura 11 la se muestran los datos
y las correspondientes rectas de calibrado para la determinacién de acidos humicos

obtenidas durante la elaboracion de este TFG.

0,6 1

y =0,0011x |y =0,0009x ||y = 0,0009x ..
0,5 4{/R?=10,9988| R2=0,9993 | R2=0,9999
204
& .
2 0,3 1 )
2
0.2 - e
01 - e
0,0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Concentracion [ppm]

Figura 11. Rectas de calibrado para los &cidos himicos utilizadas durante los meses de estudio; febrero

(linea azul); marzo y abril (linea naranja); mayo, junio y julio (linea gris).

3.2.3. Medida de la concentracion de carbohidratos totales

Los carbohidratos se miden siguiendo el método del fenol — acido sulfarico de Dubois?’,
utilizando D-glucosa monohidratada (>99%, Sigma-Aldrich) como patron. En este
método, los azUcares reductores reaccionan con acido sulfurico concentrado formando
furfurales, los cuales, cuando estdn en medio &acido, se protonan dando lugar a un
carbocation que reacciona con el fenol. A su vez, se genera un compuesto resonante que

absorbe a 492 nm.

3.2.3.1. Preparacion de reactivos

Como reactivos en este procedimiento solo es necesario preparar una disolucion de 200
mL de fenol al 5%. Para ello, se afiaden 10 mL de fenol (Sigma-Aldrich) a un matraz

aforado de 200 mL y se enrasa con agua destilada.

3.2.3.2. Rectas de calibrado

Se prepara una disolucion madre de 0,1 g/L de glucosa y, a partir de esta disolucion, se

preparan patrones de valores entre 0 y 100 ppm en intervalos de 10 en 10 ppm.
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En un tubo de vidrio, se afiade 1 mL de muestra, se afiaden 0,5 mL de fenol e
inmediatamente después 2,5 mL de H2SO4 (96%) (Merck) y se agita. Se deja reposar 10
- 15 min y se mide la absorbancia en el espectrofotdémetro Hach DR/2500 (Figura 9b), a
492 nm. Al igual que en la determinacién de proteinas y acidos hamicos, también es
necesario preparar un blanco (1 mL de agua, 0,5 mL de fenol y 2,5 mL de H2SO4 (96%)).
Las medidas se hacen por triplicado para minimizar los errores experimentales y el valor
obtenido a partir de las tres medidas se toma como media para realizar la curva de

calibrado. Es importante utilizar tubos de vidrio, ya que la reaccion es exotérmica.

En la Tabla 5 (Anexos) y Figura 12 se muestran los datos y las correspondientes rectas
de calibrado obtenidas para la determinacién de carbohidratos totales durante la

elaboracion de este TFG.

2,0 1 .0
y =0,0199x |y =0,0182x | y =0,017x
R?=0,9999 | R?=0,9999 | R2=0,9998 o
= 1,5 - |
[38] .
21,0 A
o .
0,5 A
0,0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

Concentracion [ppm]

Figura 12. Rectas de calibrado para los carbohidratos utilizadas durante los meses de estudio; febrero

(linea azul); marzo y abril (linea naranja); mayo, junio y julio (linea gris).

3.2.4. Procedimiento para la determinacion de SPE

El procedimiento llevado a cabo para la determinacion de SPE (proteinas, &cidos himicos
y carbohidratos) es el mismo que se describe anteriormente para la preparacion de las
rectas de calibrado de proteinas, acidos humicos y carbohidratos, tal y como se resume
en la Figura 13.

En este caso, como hay dos muestras que analizar (SPE solubles y SPE enlazadas) (ver
apartado 3.2.1.) se afiade 1 mL de SPE solubles, mientras que las SPE enlazadas hay que
diluirlos 1:3 para que los valores de absorbancia obtenidos estén dentro de la recta de

calibrado.
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PROTEINAS AC. HUMICOS CARBOHIDRATOS
3 3 E] 3 3 3 3 3 3
3 3 3 3 3 3 3 3 3
EPS 3| E 3 \3 e e 3 3 3
LIGADAS 4 4 N4 4 4 y y 4 4
666 pL H:0 destilada 666 uL H20 destilada 666 L H:0 destilada
333 pL muestra 333 yl. muestra 333 uL muestra
Smb Cl—— 15min | ,oopigag Smb C2— Smin | o409 0.5 mL fenol 10 - 15 min (enfiiar)
0.3 mL Folin — 30 min 0.3 mL Folin — 30 min 2.5 mL H:SO0s
} 3 F 3 3 3 3 3 3 3
| 3 3 3 3 3 3 3 3 E
|3 e 3 3| 3 e = 3| =
SOLUBLES S 4 Y. 2 3 3 3 7 % 7
1 mL muestra 1 mlL muestra 1 mL muestra
5mL Cl —> 15min | oscuridad S5mL C2 —>15min | oscuridad 0.5 il fenol } 1015 s (eubian)
0.3 mL Folin —» 30 min 0.3 mL Folin —» 30 min 2.5 mL HaS0«
E | 3 3 ] 3 3 3 3
| 3 3 = e 3 2 3| 3
3 = 3 3| 3| = 3 3|
BLANCOS 3 3 3 y N 4 7 Y. § 4
1 mL H:o desh]ada 1 ﬁ 13220 desﬁlada 1< ) (1) lsanLH;‘O dlesﬁ]ada
S5mL Cl—— 15min | g ) 5 idad ’ e 10 - 15 min (enfriar
0.3 mL Folin > 30 min -— oscuridad 0.3 mL Folin — 30 min oseurt 2.5 mL H2SOs ( )

Figura 13. Esquema del procedimiento experimental seguido para la determinacién de SPE (contenido en proteinas, acidos himicos y carbohidratos)
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3.3 Determinacion de solidos

Habitualmente, cuando se indica el contenido de solidos de un lodo, se esta haciendo
referencia a los solidos suspendidos totales (SST). Los SST se dividen en sélidos fijos
(SSF) y solidos volétiles (SSV) en funcion de su volatilidad a 550°C. A esta temperatura,
la fraccion organica se oxida y desaparece en forma de gas, quedando la fraccion
inorganica en forma de cenizas. Los Solidos Suspendidos Volatiles en el Licor Mezcla
(SSVLM) del reactor, asi como su relacion con los SST, son pardmetros de gran
importancia en los procesos de lodos activos, ya que dan una idea aproximada de la

biomasa activa en el sistema®®8°,

En este TFG, se midieron por triplicado los SST, los SSF y los SSV en todas las muestras
de lodos procedentes del MBR. Para ello se sigui6 el procedimiento estandar 2540 D%

que se detalla a continuacion:

l. Se llevan a la estufa 3 crisoles con 3 filtros para analisis gravimétrico (Albet, n°
238) durante 60 min a 105°C para eliminar la humedad existente. Se sacan de la
estufa, se colocan en un desecador para, una vez que estén a temperatura

ambiente, ser pesados.

. Se toman 10 mL de muestra y se filtran a vacio a través de los filtros previamente
pesados (Figura 14b). Los filtros se llevan a la estufa a 105°C durante 24 h. Una
vez pasado este tiempo, los crisoles se colocan en el desecador y posteriormente,
se pesan para obtener el valor de SST por gravimetria.

. Finalmente, los filtros se calcinan en mufla (HERAEUS M-110) a 550°C durante
4 hy los crisoles se pesan de nuevo, obteniendo asi los SSF, que se relacionan
con los compuestos inorganicos. Por diferencia, a partir de los SST y los SSF, se
pueden obtener los SSV, que son los compuestos organicos que pasan
rapidamente a estado gas y representan la fraccion volatil de los sélidos

suspendidos presentes en el lodo.
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3.4 Determinacion de microplasticos

3.4.1 Preparacion de reactivos
Preparacion del agua destilada filtrada:

Se filtra agua destilada a través de un filtro de poliamida de tamafio de poro de 0,45 pum
(Ahldtrom-Munksj6é) para evitar la posible contaminacion de las muestras con

microplasticos presentes en el agua destilada.

Preparacion de la disolucién de Fe (11) 0,05 M:

Se vierten 7,5 g de FeSO4-7H20 (Sigma-Aldrich) en un vaso de precipitados y se afiaden
500 mL de agua destilada y 3 mL de H2SO4 concentrado (95 - 97%) (Merck). Se agita la
disolucion y se filtra con un filtro de microfibra de vidrio de tamafio de 0,7 um
(Whatman).

Preparacion de la disolucién de cloruro de zinc:

Se dispone 1 L de agua destilada en un vaso de precipitados y se van afadiendo
lentamente 962 g de ZnCl, (Sigma-Aldrich), ya que la reaccidn es exotérmica. Se agita
hasta disolucién completa del ZnCl> y se filtra con un filtro de microfibra de vidrio de 0,7

um (Whatman). De este modo, la disolucion obtenida tiene una densidad 1,5 g/mL°".

3.4.2. Pretratamiento de las muestras

Con el objetivo de analizar la posible interaccion existente entre las SPE y los
microplasticos, esta seccién se divide en dos partes bien diferenciadas de manera que se
analizan los microplasticos presentes, tanto en la muestra de licor de mezcla bruta como
en el solido obtenido tras centrifugar la muestra, siguiendo los procedimientos descritos

a continuacion:

Licor mezcla bruto

l. Se vierten 300 mL de la muestra del licor mezcla y se secan en la estufa a 100°C
durante 24 h.

Il. Se lleva a cabo la oxidacion de la materia organica presente en el licor mezcla
usando H20> al 50% (Sigma-Aldrich) (100 mL) a temperatura ambiente. Pasadas 24 h, se
completa la oxidacion de la materia organica empleando el reactivo de Fenton (30 mL),
el cual es una combinacion de una disolucion de sulfato de hierro (1) (Sigma-Aldrich)
0,05 M a pH 3 (se ajusta con H2SO4 concentrado) y de perdxido de hidrogeno al 50%,

durante 24 h. La reaccion requiere ser controlada puesto que es exotérmica.
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I1l.  Para clasificar los MPs por tamafio, se filtra la disolucion anterior (muestra) en
tamices superpuestos de 500, 250, 100 y 20 um (Figura 14a). El s6lido retenido en los
tamices se arrastra con agua destilada filtrada a 4 vasos de precipitados (uno por cada
filtro).

IV.  Los vasos de precipitados se llevan hasta casi sequedad en una estufa a 100°C
durante 8 h.

V. Una vez separados por tamarios, se procede a eliminar la materia inorganica
arrastrando el residuo de cada vaso con 100 mL de ZnCl; (d=1.5 g/mL). Se agita durante
5 miny se deja reposar durante 24 h para que decante el sélido que hay en la muestra. La
muestra de 20 um requiere 48 h de reposo. Se separa el sobrenadante del sélido (los
microplasticos flotan) y se repite el procedimiento realizando una segunda extraccion,
desechando el solido.

VI.  Las suspensiones de MPs obtenidas en el paso anterior se filtran a vacio (Figura
14b) con un filtro de microfibra de vidrio de tamafio de poro de 0,7 pm (Whatman). El
ZnCl; se recupera para reutilizarlo (hasta 5 veces)® y se lava el filtro con agua destilada
filtrada.

VII.  Se dejan secar los filtros (donde han quedado retenidos los MPs) durante 24 h a

temperatura ambiente para proceder a su posterior analisis en el estereomicroscopio.

Figura 14. Material utilizado en el pretratamiento de la muestra. a) Tamices de distintos tamafios de poro: 500,
250, 100 y 20 um, b) Equipo de filtracion.

Solido

Se toman 120 mL de la muestra del licor mezcla y se vierten en 3 tubos Falcon (50 mL)
para centrifugar a 6.000 g durante 30 min en una centrifuga KUBOTA 6500 (Figura 8b).
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l. Se retira el sobrenadante y se mide aproximadamente el volumen de sélidos
obtenido en cada uno de los tubos (oscila entre 7,5 - 10 mL). Dicho contenido, se vierte
en un vaso de precipitados vacio (previamente pesado) y se emplea agua destilada filtrada
para arrastrar toda la muestra (aproximadamente 50 mL).

Il. Las muestras se secan en estufa a 100°C durante 24 h y se pesa el residuo seco.
I1l.  Sesigue el mismo procedimiento experimental descrito para la extraccion de MPs
en la muestra de licor mezcla bruto continuando en el paso (1), con la Unica diferencia de

que, en este caso, se utilizan 50 mL de H20. y 20 mL del reactivo de Fenton.

3.4.2 Cuantificacion y clasificacion de microplésticos

En este trabajo se ha utilizado el estereomicroscopio de fluorescencia Leica M205FA
(Figura 15) para clasificar los MPs en funcién de su tamafio, formay color. Se trata de un
equipo semiautomatico para estudios de transmision (contraste y relieve), reflexion y
fluorescencia con Gptica 1x (distancia de trabajo 61,5 mm), 2x (distancia de trabajo 20
mm) y 5x (distancia de trabajo 19 mm). Zoom de 0,7 a 20,5x. Luz de reflexion por anillo
LED con iluminacion variable 1/4, 1/2 o anillo completo. La captura y el procesado de
imagenes se realiza con la cdmara digital de color de alta resolucion que lleva incorporada
(LEICA DFC310FX), permitiendo una resolucién méxima de 1392x1040 pixeles (1,4
Mpixeles CCD).

Figura 15. Estereomicroscopio Leica M205FA utilizado en este trabajo.
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3.4.3 Caracterizacion de microplasticos

Para la caracterizacion de los microplasticos en funcion de su composicidén quimica, se
empleo la microespectroscopia infrarroja (FTIR) y los analisis fueron llevados a cabo por
la Unidad de Espectroscopia Molecular de la Universidad Autonoma de Madrid (UAM).
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Figura 16. Preparacion de las muestras. a) Fragmento azul en el filtro, b) Fragmento cogido con las
pinzas, c) Fragmento en la placa Petri de vidrio.

El equipo utilizado para el analisis ha sido un espectrofotometro FTIR Spotlight 200i de
Perkin Elmer (Figura 17) que trabaja en condiciones ambientales en los modos de
Transmision, Reflexion y Reflectancia Total Atenuada en el rango del infrarrojo medio
entre 4.000 - 550 cm™. EI método de analisis consiste en preparar soportes transparentes
a la radiacion infrarroja (pastillas de KBr), depositar las muestras sobre ellos mediante el
uso de una lupa y proceder a su andlisis por transmision en el sistema de microscopia
infrarroja. El espectro de infrarrojo generado es analizado, de forma automatica,
comparando los resultados obtenidos con una base de datos almacenada en dicho equipo
que contiene aproximadamente 36.000 espectros de compuestos diferentes repartidos en
diferentes bibliotecas: compuestos organicos e inorganicos, polimeros, fibras, cosméticos
y derivados, disolventes, farmacos, drogas, minerales, productos alimentarios, adhesivos,
lubricantes, etc. Los resultados de los espectros obtenidos, asi como su coincidencia (en
porcentaje) con respecto a los espectros incluidos en la base de datos, son enviados por

correo electronico para el posterior tratamiento de los datos (ver Anexo 6.3).
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Figura 17. Espectrofotometro FTIR Spotlight 200i de Perkin Elmer utilizado en este TFG.
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4, Resultados y discusion

La determinacion de sustancias poliméricas extracelulares (SPE) y MPs en los sistemas
de tratamiento de aguas residuales son temas ampliamente estudiados, especialmente en
el primer caso®%®. Sin embargo, la relacion entre ambos ha sido poco analizada hasta la

fecha.

La formacion y composicion de las SPE varia en funcion de las caracteristicas de los
lodos (sustrato, disponibilidad de carbono y nitrégeno, contenido en nutrientes, tipo de
microorganismos, etc.) y de las condiciones de operacion (pH, temperatura, aireacion,
tiempo de retencion celular, etc.)®. Las SPE afectan a la morfologia de los lodos, por eso
tienen un papel determinante en los procesos de tratamiento de aguas residuales, estando
relacionados con aspectos como la estabilidad de los fangos, la degradabilidad del
sustrato, la cantidad de oxigeno disuelto y otras condiciones hidrodinamicas®’. Asimismo,
las SPE son un parametro fundamental en los sistemas MBR, ya que estas sustancias son

las principales responsables del ensuciamiento de las membranas®.

Por otra parte, diversos autores han analizado la incidencia de MPs en EDARs,
especialmente su evolucion a lo largo de las diferentes etapas del proceso de tratamiento
de las aguas residuales*®**. El estudio del comportamiento de estos microcontaminantes
en MBRs indica que este tipo de tecnologia puede llegar a alcanzar eficacias de
eliminacién de MPs superiores al 99% durante el tratamiento bioldgico de aguas
residuales urbanas, debido principalmente al uso de membranas de tamafio de poro muy
pequefio (0,4 um)®°4, En este contexto, resulta de gran interés estudiar la relacion entre
las SPE y los MPs presentes en el reactor, dado que podrian existir ciertas interacciones

entre ambos que afectasen al comportamiento de los MPs en este tipo de sistemas.

En el presente apartado se seguira la siguiente estructura a la hora de discutir los
resultados obtenidos en este TFG: en primer lugar, se analizaran las caracteristicas y
evolucion de las SPE en el MBR durante los meses de estudio; en segundo lugar, se
comentaran los aspectos mas relevantes relacionados con la concentracion, caracteristicas
y evolucion de los microplasticos en el biorreactor de membrana durante los meses de

estudio y; finalmente, se estudiara la posible relacion existente entre ambos parametros.
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4.1. Caracteristicas y evolucion de SPE con el tiempo

La determinacion de solidos y SPE (proteinas, acidos humicos y carbohidratos), se llevo
a cabo empleando las metodologias descritas en los apartados 3.3. Determinacion de
solidos y 3.2. Determinacién de SPE. Los resultados obtenidos aparecen recogidos en
las Figura 18 y 19 y en las Tablas 6 y 7 de los Anexos, respectivamente.
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Figura 18. Evolucion de la concentracién (g/L) de SST, SSF y SSV a lo largo de los meses de
estudio. Todos los errores de SD son inferiores al 10%.

La concentracion de SST de la mezcla se encuentra en rangos comprendidos entre 14 y
27 g/L (Figura 18). Los primeros MBR que se implantaron en sistemas de depuracion de
aguas funcionaron con tiempos de retencion de sélidos (TRS) de 100 dias y con sélidos
suspendidos en el licor mezcla (SSLM) de 30 g/L, mientras que los siguientes
biorreactores de membrana funcionaron con TRS de 10 a 20 dias y SSLM de 12 a 20 g/L
para optimizar el volumen del reactor y minimizar la produccion de lodos. Un alto
contenido en SSLM puede disminuir la eficacia de aireacion y el flujo Gtil de agua tratada
por la membrana. Un valor préximo a 30 g/L, como el registrado en el mes de marzo (27
+ 1 g/L), implica mucha carga organica y una alta tasa de ensuciamiento de la membrana
y, por lo tanto, la necesidad de limpieza de esta para operar en condiciones 6ptimas. Por
el contrario, valores comprendidos entre 10 a 20 g/L, como los encontrados en el resto de
los meses, implican un menor ensuciamiento de la membrana y un funcionamiento eficaz
del MBR®%97_|a relacion entre SSV/SST estuvo entre los valores 0,71 - 0,82, lo que

indica un grado bajo de mineralizacién de los lodos. Estos valores son similares a los
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descritos por Sharrer et al. (2010)°® y Mueller et al. (1995)%°, quienes obtuvieron

relaciones de 0,73 y 0,77 respectivamente, en un MBR.

Como se puede observar en la Figura 19, las concentraciones de proteinas, carbohidratos
y acidos humicos aparecen indicadas en funcion de la parte soluble y enlazada de las SPE.
En todos los casos, la concentracion de cada sustancia por separado es mayor en la
fraccion enlazada que en la soluble, esto se debe a que las SPE son el componente
mayoritario de los fléculos, interviniendo activamente en la unién de los mismos*®. Debe
sefialarse que, aunque los valores de los diferentes parametros analizados corresponden
al mismo orden de magnitud, existe una cierta variacion en las concentraciones detectadas
a lo largo de los meses de estudio, lo que puede ser debido a distintos factores, como el

momento de la toma de muestra o la edad del lodo®.

La forma de expresar la concentracién de SPE totales, proteinas, carbohidratos y &cidos
hamicos es en mg/L, si bien también se puede presentar en funcion de los SSV, SST y
SSF (Figura 20 y Tablas 8 - 10 de Anexos, respectivamente). La concentracion de acidos
hamicos en la fraccion enlazada es entre 2 y 5 veces superior a la fraccion soluble,
variando entre 336 y 1.316 mg/L y 114 y 316 mg/L, respectivamente. En base a los SST,
las concentraciones de acidos himicos varian entre 7 y 15 mg/g SST en SPE solubles y
entre 25 y 48 mg/g SST en enlazados. A pesar de que los &cidos himicos no se han
estudiado en gran profundidad en la literatura, se encuentran datos generales en sistemas
de depuracién bioldgica de aguas residuales que oscilan entre 0 y 30 mg/g SST en la
fraccion soluble y entre 12 y 13 mg/g SST en la enlazada®®. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en el presente trabajo para la fraccion soluble, mientras que en la

enlazada los valores son mas altos.

La concentracion de proteinas es entre 20 y 45 veces superior en la fraccion enlazada con
respecto a la soluble. Esta misma tendencia se observa para los carbohidratos enlazados,
cuyos valores son entre 13y 30 veces superiores con respecto a los carbohidratos solubles
detectados, excepto en marzo donde esta diferencia es de 71 veces. Por lo tanto, la
concentracion de proteinas y carbohidratos oscila entre 10 - 45 mg/L y 9 - 33 mg/L
(solubles) y 872 - 1.059 mg/L y 221 - 642 mg/L (enlazados), respectivamente (Figura 19).
En ambos casos, la concentracion mas baja corresponde a las muestras del mes de julio,
mientras que la mas alta a las de marzo. Gkotsis y Zouboulis (2019)*°* indicaron que, por
lo general, la concentracion de proteinas es mayor que la de carbohidratos, coincidiendo
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con los datos obtenidos en el presente trabajo durante todos los meses de estudio (Figura
19). Bin et al. (2008)"? analizaron la concentracion de carbohidratos y proteinas totales
en un MBR a escala de laboratorio con un volumen de trabajo de 30 L con lodos
procedentes de una EDAR de una zona residencial de China. Las muestras fueron
recogidas directamente de la membrana del MBR y se encontrd que estos valores eran de
aproximadamente 117 mg/L y 293 mg/L para carbohidratos y proteinas totales,
respectivamente, valores que estan por debajo de los obtenidos en este trabajo, donde se
encontraron rangos entre 232 - 651 mg/L en los carbohidratos y entre 417 - 1.101 mg/L
en las proteinas. Esta variacion puede deberse a las distintas condiciones de operacion de
ambos estudios: tiempos de retencion, cantidad de materia organica, tecnologias
utilizadas, etc.
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Figura 19. Evolucion de la concentracion (mg/L) de SPE a lo largo de los meses de estudio; a) &cidos humicos, b) proteinas, c) carbohidratos, d) SPE totales. Todos los
errores de SD son inferiores al 10%.
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Figura 20. Variacién de la concentracién (mg/g SS) de &cidos himicos, proteinas y carbohidratos solubles y enlazados a lo largo de los meses de estudio; a) mg/g SST, b)

mg/g SSF, ¢) mg/g SSV.
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En la Figura 21 se muestra el porcentaje medio obtenido de proteinas, acidos humicos y
carbohidratos en SPE totales durante los meses de estudio, 40 + 12% (20 - 52%), 40 +
11% (30 - 57%) y 20 £ 2% (16 - 23%), respectivamente. Estos valores se ajustan a los
encontrados en la bibliografia®®® en el caso de sistemas de lodos activos donde las
proteinas varian entre 40 - 56%, los acidos humicos 28 - 50% Yy los carbohidratos entre
10 - 16%.

= Proteinas = Acidos himicos Carbohidratos

Figura 21. Porcentaje medio de proteinas, carbohidratos y acidos himicos en SPE totales entre los
meses de febrero y julio.

Dado que, en tratamientos bioldgicos de aguas residuales, las SPE estan compuestas
principalmente por carbohidratos, proteinas y sustancias himicas (ademas de pequefias
cantidades de &cido urénico y ADN)®, la suma de proteinas, carbohidratos y &cidos
himicos en cada una de las dos fracciones (solubles y enlazadas) da una idea aproximada
de las SPE totales. En el caso de las SPE solubles este valor oscila entre 163 y 360 mg/L,
mientras que las SPE enlazadas entre 1.792 y 3.964 mg/L durante los meses de estudio
(Figura 19). La concentracion de SPE enlazadas es entre 9 y 15 veces superior a la
detectada en SPE solubles, excepto en junio donde esta diferencia es menor (6 veces),
esto es coherente con lo comentado anteriormente, donde la concentracion de proteinas,
carbohidratos y acidos himicos por separado es mayor en la fraccion enlazada que en la
soluble. La suma de ambas fracciones da lugar a las SPE totales, cuyos valores varian

entre 1.955 y 4.297 mg/L a lo largo de los meses.

Con respecto a SST, para SPE solubles se indican en la bibliografia rangos de 0 - 30 mg/g
SST de acidos humicos, 0 - 33 mg/g SST de carbohidratos y 0,5 - 34 mg/g SST de
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proteinas, siendo para SPE ligadas 12 - 13 mg/g SST, 7 - 50 mg/g SST y 20 - 120 mg/g

SST, respectivamente (Figura 20)%. Como se observa en la Figura 20a, los datos
obtenidos en este trabajo se ajustan a los rangos indicados, los cuales son muy amplios,

ya que son datos generalizados de sistemas de depuracion bioldgica de aguas residuales.

Comte et al. (2006)1%, estudiaron diferentes métodos de extraccion de SPE en lodos
procedentes del tanque de aireacion de dos plantas de tratamiento de Francia (90%
ARU/10% ARI y 95% ARU/5% ARI) y encontraron que la concentracion de SPE totales
era en torno a 284 - 318 mg SPE/g SSV, mientras que Chabalina et al. (2008)"3, indica
un rango entre 133 - 234 mg SPE totales/g SSV, siendo las condiciones de este estudio
similares a los del caso anterior, con lodos procedentes de tratamiento de aguas de origen
90% municipal y 10% industrial en un MBR a escala de laboratorio. Los resultados
obtenidos en el presente TFG oscilan entre 110 - 202 mg SPE/g SSV (suma de
carbohidratos, proteinas y acidos himicos enlazados y solubles representados en la Figura
20c), valores dentro del rango indicado por Chabalina et al. (2008)"3, excepto en el mes

de julio, y de un orden de magnitud similar al descrito por Comte et al. (2006)2.

Estudios mas especificos’*” en aguas residuales municipales con MBR sumergido,
presentan rangos mas reducidos: en SPE ligadas, las proteinas se encuentran entre 108 -
243 mg/L y los carbohidratos entre 157 - 306 mg/L, siendo los datos obtenidos mas bajos
en ambos casos con respecto a los obtenidos en el presente TFG, que son de 406 - 1.059
mg/L y 221 - 642 mg/L, respectivamente (Figura 19). Esta variacion puede ser debida a
la toma de muestra, ya que los autores indican que esta se lleva a cabo de forma directa
en la membrana del MBR, donde la proporcion de SPE ligadas es menor debido a que
son las SPE solubles las que juegan un papel critico en el ensuciamiento de la membrana

de MBR, mientras que en el presente estudio se toma dentro del reactor'®,

En la Figura 20, se muestra la relacion entre el contenido en proteinas, carbohidratos y
acidos humicos totales con respecto a los SST, los SSF y los SSV a lo largo de los meses
de estudio. Para el calculo de las concentraciones se ha utilizado el valor medio obtenido
y representado en las Figuras 18 y 19. Con respecto a los SST, las proteinas totales varian
en rangos de 19 - 60 mg/g SST, los carbohidratos de 17 - 27 mg/g SST y los acidos
himicos de 33 - 59 mg/g SST (Figura 20a). En funcién de los SSF, las proteinas totales
varian entre 180 - 243 mg/g SSF, los carbohidratos entre 75 - 121 mg/g SSF y los &cidos
hamicos entre 119 - 264 mg/g SSF, presentando en julio valores muy bajos con respecto
al resto, siendo 22, 25 y 62 mg/g SSF (Figura 20b). Por ultimo, las proteinas en funcién
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de los SSV varian entre 22 y 79 mg/g SSV, los carbohidratos entre 22 y 36 mg/g SSV y

los &cidos humicos entre 43 y 76 mg/g SSV (Figura 20c). En este caso, las proteinas y los
carbohidratos presentan en el mes de marzo valores muy por debajo de los rangos
indicados, siendo ambos 1 mg/g SSV.

Se ha descrito que la concentracion de proteinas y carbohidratos en funcion de los SSV
es un parametro muy importante en los sistemas de depuracién de aguas, puesto que
afectan significativamente a la generacion de floculos de los lodos. En este sentido, Huang
et al. (2022)% indican que una floculacion 6ptima se obtiene cuando los valores de
proteinas y carbohidratos estan en torno a 22 y 12 mg/g SSV, respectivamente. Una
concentracion muy alta o baja de estas especies podria llevar a una reduccion de la
actividad de floculacion. Por lo tanto, los valores de proteinas (22 - 79 mg/g SSV) y
carbohidratos (22 - 36 mg/g SSV) obtenidos en este TFG indicarian una floculacién
aceptable (Figura 20c), excepto en el mes de marzo, donde, como se comentd

anteriormente, las concentraciones son muy bajas.

A la vista de los datos encontrados de SPE dentro de una misma EDAR y su comparacién
con otros datos publicados por otros autores, es evidente que, existe una gran variabilidad
de datos en cuanto a los rangos de los valores de las SPE, asi como su composicion, en
sistemas de tratamiento de aguas residuales basados en procesos de lodos activos. Esto se
debe a innumerables factores que pueden alterar la composicion y concentracién de SPE,
como son: la localizacién de la planta, el tipo de agua, el punto de muestreo, el origen del
lodo, la fase de crecimiento, los pardmetros del proceso, el tipo de biorreactor, el método

de extraccion, los métodos analiticos empleados, etc.*%

4.2. Caracteristicas y evolucion de MPs con el tiempo

La gran mayoria de los trabajos existentes sobre la presencia de microplasticos en
estaciones depuradoras de aguas residuales urbanas (EDARUS) han estudiado los
diferentes tratamientos en busca de las mejores condiciones para incrementar la eficacia
de eliminacion de estos microcontaminantes del agua residual. En este sentido, los
bioreactores de membrana (MBR) presentan grandes ventajas con respecto a la mayoria
de las tecnologias existentes, pues diversos estudios indican que son capaces de eliminar
practicamente la totalidad de los microplasticos que llegan al mismo (>99%), aunque

ciertos autores observaron eficacias de eliminacion mas bajas (25 - 79%) para estos
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sistemas de tratamiento®. A este respecto, debe sefialarse que la mayoria de los MPs
eliminados en los diferentes sistemas bioldgicos empleados para tratar aguas residuales
quedan retenidos en los lodos de depuradora®.

Recientes trabajos sobre lodos de aguas residuales en MBR, demuestran que la presencia
de MPs en el bioreactor puede reducir el tamafio de los floculos, su hidrofobicidad y el
tamafio molecular de SPE, asi como incrementar la concentracion de SPE®. Por otro
lado, diferentes estudios llevados a cabo en sistemas de lodos activos convencionales
observaron que la presencia de poliestireno (PS) provocaba el aumento de la cantidad de
SPE, la disminucién de la respiracion enddgena, produccion de floculos finos y
obstruccion de los poros de la membrana bacteriana, lo que impide el transporte de

nutrientes al interior de los microorganismos%:1%7,

En el presente TFG se ha estudiado durante 6 meses la presencia de MPs, y sus
caracteristicas principales, en un MBR de una planta de tratamiento de aguas residuales
urbanas de Murcia. Los resultados obtenidos se muestran de manera resumida en la Figura
22y en la Tabla 11 de Anexos.
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Figura 22. Evolucién de la concentracién de MPs en el licor mezcla bruto (MPs/L) y en el sélido
centrifugado (MPs/L sedimentado) y, el porcentaje de retencion de MPs en el sélido con respecto al licor
mezcla, a lo largo de los meses en estudio.
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Se puede observar como dentro del MBR (licor mezcla bruto), las concentraciones a lo
largo de los meses varian entre 2.482 y 4.597 MPs/L, con un valor medio de 3.414 + 764
MPs/L, mientras que en el solido centrifugado este valor oscila entre 1.919y 4.421 MPs/L
(2.937 + 843 MPs/L). En ambos casos, la concentracion mas baja se encuentra en el mes
de mayo y la més alta en marzo. La presencia de una concentracion tan alta de MPs dentro
del MBR resulta razonable, puesto que, a pesar de no existir estudios que permitan
comparar estos resultados, en la bibliografia se ha descrito que la concentracion de MPs
en el influente de una EDAR esta comprendido entre 0,28 y 3,14-10* MPs/L%. Esta gran
variabilidad de los datos se debe a muchos factores, especificamente en el caso del agua
de origen urbano, a la poblacion servida, la estacion del afio, el trafico existente, las
actividades domésticas, etc.>®

Como se ha comentado anteriormente, se ha analizado la eficacia de eliminacion de MPs
en el MBR. Teniendo en cuenta que las muestras de licor mezcla bruto fueron
centrifugadas y, aunque, el proceso de separacion de los sélidos no es el mismo que ocurre
en la EDAR estudiada donde se emplea el MBR, se puede estimar el porcentaje de
eliminacién de MPs. Para ello, y considerando la concentracion de MPs presente en el
solido centrifugado con respecto al licor mezcla bruto, se ha calculado el porcentaje de
retencion de MPs en los mismos (Figura 22). De este modo, se obtiene un valor de 85 +
8%. Este valor es algo inferior al encontrado en la bibliografia®® (generalmente mayor
del 99%) cuando se compara la concentracion de MPs a la entrada y salida de un sistema
MBR. Esto se debe a que en el proceso de centrifugacion no se separan las particulas de
baja densidad que quedarian retenidas en la membrana del biorreactor, ya que la recogida
de la muestra se realiza en el licor mezcla, dentro del MBR. El tamafio de poro que
presenta la membrana es de 0,45 um, impidendo el paso de impurezas (incluidos los
MPs), independientemente de su densidad, inicamente en funcion de su tamafio. En este
caso, el ensayo basado en la centrifugacion posiblemente subestima el porcentaje de
retencion final de MPs en los lodos debido a la presencia de la membrana, que muy

probablemente sea cercano al descrito en la bibliografia.

La concentracion media de MPs en el licor mezcla es de 188 + 47 MPs/g solido seco
(entre 143 y 278 MPs/g sdlido seco, obtenido a partir de SST). Estos valores concuerdan
con los descritos en la bibliografia, donde la concentracion de microplasticos en lodos

esta comprendida entre 0,008 MPs/g lodo seco'® y 240 MPs/g lodo seco*°. En concreto,
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Lares et al. (2018)° estudiaron varios parametros (concentracion de MPs, tamafio, forma,
composicion...) en distintos puntos del proceso de una EDARU en Finlandia, que trataba
10.000 m*/dia, y en la que se habia instalado un MBR a escala piloto después de la
decantacion primaria. Los autores encontraron una concentracion de 27,3 MPs/g solido
seco en los lodos del MBR. Este valor es bastante mas bajo que el obtenido en este trabajo,
puesto que en la planta de Finlandia se eliminaba parte de los MPs en los lodos obtenidos
en la decantacion primaria, mientras que la EDARU evaluada en este TFG carece de
tratamiento primario. Por su parte, Di Bella et al. (2022) " estudiaron una EDARU situada
en Sicilia (Italia), con capacidad de 6.000 m®dia y que presenta un diagrama de flujo
similar (sin tratamiento primario) y el mismo punto de muestreo que la planta de Murcia
analizada en este TFG, e indicaron en lodos de MBR una concentracion de 81,1 MPs/g
solido seco, siendo inferior al encontrado en el presente trabajo. La concentracién de MPs
presente en el solido centrifugado es de 159 + 33 MPs/g de solido seco (entre 110 y 210
MPs/g sélido seco). Como se puede observar, este valor es ligeramente inferior al
obtenido en el licor mezcla (188 + 47 MPs/g sélido seco). Esto es debido a que como se

produce una centrifugacion, parte de los microplasticos se pierden en el sobrenadante.

Por otro lado, en la bibliografia también se han estudiado numerosos casos de lodos
secundarios obtenidos a partir de sistemas convencionales de lodos activados. Por
ejemplo, Tadsuwan y Babel (2022)'!! estudiaron la eficacia de eliminacion de MPs de
una EDAR en Tailandia, con una capacidad de tratamiento de 300.000 m®/dia, y
encontraron una concentracion en lodos de 26,3 MPs/g so6lido seco, para una planta de
tratamiento que cuenta con un diagrama de flujo similar al descrito en la planta estudiada
en este TFG, sin tratamiento primario y variando el MBR por el sistema de lodos
activados. Di Bella et al. (2022)*° también estudiaron un sistema de lodos activados sin
tratamiento primario, obteniendo una concentracién de 36 MPs/g sélido seco. Se puede
ver que las concentraciones de MPs son mas bajas en sistemas de lodos activados
convencionales que en sistemas con MBR, esto se debe a la mayor retencion de particulas
proporcionado por la membrana, por lo que sistemas de MBR tendran mayor eficacia de

eliminacion.

Teniendo en cuenta que en la EDAR estudiada en este TFG, la concentracion media de
microplasticos en el licor mezcla es de 188 + 47 MPs/g solido seco y, que la EDAR genera
en torno a 3-10% g de lodos secos/afio, se puede estimar que 5,64-10° MPs quedan

retenidos en los lodos a lo largo del afio. De acuerdo a Isobe et al. (2021)'*2, una cantidad
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de 2,44-10% MPs representa un peso de aproximadamente 8,2-10* toneladas.
Extrapolando estos datos a los obtenidos en la EDARU en estudio, se puede ver que los
MPs retenidos en los lodos anualmente, tendrian un peso de casi 190 toneladas. Esta
cantidad representa aproximadamente el 63% del total de lodos secos generados al afio.
Una cantidad apreciable si se tiene en cuenta que los lodos se reutilizan mayoritariamente
como enmienda orgénica en suelos, lo que implica la liberacion de los MPs retenidos en

los lodos al medio ambiente®.

Otra forma de expresar la concentracion de MPs presentes en lodos es en funcion de los
SS. En la Figura 23 y Tabla 12 (Anexos), se puede ver que en el licor mezcla bruto, se
obtienen unos valores medios de 12,55 + 1,51 MPs/g SST, 58,50 + 6,21 MPs/g SSF y
16,03 £ 2,29 MPs/g SSV.
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Figura 23. Evolucion de la concentracion (MPs/g SST, SSV y SSF de licor mezcla) en los meses de

estudio.

Los microplasticos detectados se han clasificado en funcion de su tamafio, forma, color y
composicion quimica. En vista a la Figura 24a y en la Tabla 13 (Anexos), se puede
observar que la concentracion media de tamafios encontrados en el licor mezcla bruto es
la siguiente: 26 + 4% (> 500 pum), 25 = 3% (250 - 500 um), 37 £ 8% (100 - 250 um) y 11
+ 5% (20 - 100 um). Por analogia, se podria considerar y comparar la cantidad de MPs
en el licor mezcla bruto con las caracteristicas principales de estos en la linea de aguas.
Etapas anteriores al tratamiento secundario (MBR, en este caso), son capaces de eliminar
MPs de la corriente acuosa, por ejemplo, segin Liu et al. (2021)%*® indica que el

tratamiento primario (que incluye el desarenado-desengrasado y la decantacidn primaria)
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es capaz de eliminar preferentemente las particulas > 500 pum y una vez eliminadas, el
tratamiento secundario actlia sobre las particulas < 500 um. Algunos autores han indicado
que el desarenado-desengrasado es capaz de eliminar un 45% de los MPs presentes en el
agua residual®* aunque este valor puede llegar a ser hasta del 69 - 79% (incluyendo el
desbaste)®®. En la bibliografia®®®, se describe que en el influente de las EDAR las
particulas > 500 pum representan un 70% de los MPs totales, si se compara este valor con
el obtenido en el presente TFG en el licor mezcla bruto, donde los MPs > 500 pum
representan Unicamente el 26%, se puede decir que el valor experimental obtenido es
razonable puesto que en la EDARU en estudio, la etapa anterior al MBR es un
desarenado-desengrasado. Este pretratamiento, como se comentd anteriormente, es capaz
de eliminar mas del 45% de los MPs mayores de 500 pum. Por lo tanto, es normal que la
abundancia de este rango de microparticulas sea inferior al del agua que entra en la
EDARU.

Por otro lado, en la fraccion sélida obtenida por centrifugacion los resultados obtenidos
fueron los siguientes: 30 £ 9% (> 500 um), 32 + 7% (250 - 500 pum), 27 + 5% (100 - 250
um) y 11 + 3% (20 - 100 um) (Figura 24b y Tabla 13 de Anexos). Estos porcentajes
indican que en los lodos quedaron retenidas mayoritariamente las particulas > 250 pm.
Lares et al. (2018)°° obtuvieron la siguiente distribucion de tamarios en lodos procedentes
de MBR: 40 % (> 500 pm), 42% (250 - 500 pm) y 18% (< 250 um), porcentajes que
difieren bastante de los obtenidos en este trabajo, muy problamente debido a la presencia
de una decantacion primaria en la EDAR estudiada en el citado trabajo, ya que la fraccion
de MPs < 250 um en este TFG es la mas abundante, llegando al 38%. Por otro lado, Di
Bella et al. (2022)" analizaron lodos procedentes de dos EDARUS, una con un sistema
de lodos activados convencional y otra con un MBR, en ambos casos los MPs < 1 mm

representan el 98%, mientras que el 2% restante se corresponde a MPs entre 1 y 5 mm.

Comparando el contenido porcentual en funcion del tamafio, se puede observar como la
abundancia de MPs > 250 um se incrementa en la fraccion sélida con respecto al licor
mezcla bruto, lo que indica la mayor facilidad de sedimentar de las microparticulas de
mayor tamafio®'3, Por otra parte, los MPs comprendidos en el rango 100 - 250 pum son
mas abundantes en el licor mezcla, mientras que los MPs comprendidos entre 20 - 100

pm tienen la misma abundancia en ambas fracciones.
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Figura 24. Contenido porcentual en funcion del tamafio de MPs durante los meses de estudio; a) licor
mezcla bruto, b) sdlido obtenido por centrifugacion.

Otra forma de clasificar los microplasticos es en funcion de su morfologia. En la
bibliografia, se indica que las microfibras son los microplasticos mas abundantes tanto en
las aguas residuales como en los lodos, seguidas de los fragmentos, los cuales también se
observan en alta concentracion. Otras formas detectadas, como son los pellets, films y
espumas se encuentran habitualmente en proporciones minoritarias*®3. En la Figura 25a
y en la Tabla 14 de los Anexos se puede ver como en el licor mezcla las fibras y los
fragmentos representan, respectivamente, el 71,42 + 6,05% y 28,49 + 5,99% de los MPs
encontrados, constituyendo en conjunto la practica totalidad de las particulas detectadas
(99,91%). Resultado que coincide con los valores descritos en la bibliografia, donde de
media, se observa que las fibras representan el 57% y los fragmentos el 34%, siendo el
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91% de los MPs detectados®. También existen otras morfologias estudiadas en aguas
residuales: films, pellets y espumas. En este caso, las espumas (0,09 = 0,07%) se han
detectado en unas abundancias préacticamente despreciables, y a pesar de que en la
bibliografia se indica que en aguas residuales hay films y pellets, no se han detectado

ninguna de esas particulas en las muestras analizadas en este TFG.

Por otro lado, en la Figura 25b (Tabla 14 de Anexos) se muestra la relacion morfoldgica
de los MPs para la fraccion solida obtenida por centrifugacion. Al igual que en el caso
anterior, las fibras son mayoritarias, con una abundancia del 78,49 * 2,62% mientras que
el contenido en fragmentos es del 21,38 + 2,53%. De nuevo, las espumas representan un
porcentaje despreciable (0,13 £+ 0,32%) y no se observa ningun film ni pellet. Sol et al.
(2021)* analizaron 67 estudios a nivel mundial que evaluaban la incidencia de los
microplasticos en EDARS, estos autores concluyeron que hasta el 79% de las microfibras
pueden llegar a ser eliminadas de las aguas residuales y, por lo tanto, acabar retenidas en
los lodos. Un valor similar al encontrado en el presente TFG, donde se detecta un
contenido del 78% de fibras en el solido centrifugado. Estudios mencionados
anteriormente donde analizan los microplasticos encontrados en lodos de MBR, presentan
diversos resultados. Por una parte, Di Bella et al. (2022)"*, encontraron un contenido de
47% en fibras, 29% en films y 24% en fragmentos, mientras que Lares et al. (2018)°°,
obtuvieron unos resultados muy similares a los encontrados en el presente TFG, con un
87% en fibras y un 13% en fragmentos. Ambos estudios coinciden en la ausencia de

pellets en las muestras analizadas.

Si se analiza en mayor profundidad los contenidos porcentuales de ambas fracciones, se
puede observar como en el sélido obtenido por centrifugacion se concentra un mayor
porcentaje de fibras con respecto a fragmentos, en concordancia con lo encontrado en la
bibliografia, donde se indica que las fibras son las particulas mas abundantes y que mejor

sedimentan y/o son arrastradas por los floculos a los lodos*®.

Es destacable el hecho de la presencia de MPs mayores de 500 um en el licor mezcla (26
* 4%), a pesar de que la EDARU en estudio presenta un tamiz Huber de 0,5 mm de luz
de paso, colocado antes del MBR y especialmente disefiado para eliminacién de pelos y
fibras. La gran mayoria se corresponden con microfibras, esto es debido a que dichas
microparticulas presentan una elevada relacion longitud/anchura, lo que les permite

atravesar las membranas o filtros longitudinalmente. Por lo tanto, las fibras son las
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particulas microplasticas mas dificiles de eliminar en las aguas residuales debido a sus

caracteristicas morfoldgicas®®.
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Figura 25. Contenido porcentual en funcién de la forma de MPs durante los meses de estudio; a) licor
mezcla bruto, b) sdlido obtenido por centrifugacion.

A pesar de no ser un aspecto fundamental en la caracterizacion de MPs, la clasificacion
por color es muy comun en todos los estudios que implican el analisis de microplasticos.
Hay que indicar que esta clasificacion puede resultar util para determinar el origen de
estas microparticulas y, sobre todo, es importante ya que algunos estudios han
determinado que algunos organismos acuaticos son capaces de ingerir de forma selectiva
particulas de un determinado color con respecto a otro'“,
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Figura 26. Contenido porcentual en funcién del color de MPs durante los meses de estudio; a) licor
mezcla bruto, b) sélido obtenido por centrifugacion.

El contenido porcentual de colores en el licor mezcla es el siguiente: 34,9 £ 6,2% (negro),
30,1 £5,2% (azul), 7,3 £ 1,2% (rojo), 6,7 £ 1,2% (verde), 5,3 = 1,5% (rosa), 5,0 £ 2,2%
(amarillo), 3,7 = 2,4 % (marron), 2,8 £ 1,6 % (morado), 1,4 + 0,6% (naranja) y 0,8 £ 0,6
% (blanco) (Figura 26a y Tabla 15 de Anexos) y en el sélido obtenido por centrifugacion:
41,8 = 4,9% (negro), 28,5 = 8,1% (azul), 9,5 £ 2,8% (rojo), 7,9 £ 1,8% (verde), 4,1 +
0,3% (rosa), 3,1 £ 0,9% (amarillo), 2,7 + 2,2% (marron), 1,9 + 0,9% (morado), 1,6 £ 0,5%
(naranja) y 0,8 £ 0,6% (blanco) (Figura 26b y Tabla 15 de Anexos). Estos resultados

concuerdan con los datos encontrados en la bibliografia, donde se indica que los colores
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mas detectados en las aguas residuales y en lodos son el negro, azul, rojo y verde, y que
la suma de esos colores representa el 86,7% y 81,5% en la fraccion licor mezcla y solida,
respectivamente. Sin embargo, el blanco también se identifica como uno de los colores
mas presentes, mientras que en este TFG es el color menos detectado®%°. Debe sefalarse
que en la bibliografia no aparece ningun estudio de lodos procedentes especificamente de

MBR en el que se indique una clasificacion de los MPs por color.

Por ltimo, se han clasificado los MPs en funcién de su composicién quimica. En el
presente TFG, se han llegado a detectar hasta 18 polimeros distintos (Figura 27) en el
licor mezcla bruto y el sélido obtenido por centrifugacion. Las abundancias encontradas
para cada una de las fracciones son las siguientes, en el licor mezcla: 31,5% (poliéster,
PES), 12,4% (tereftalato de polietileno, PET), 12,4% (rayén, RA), 8,6% (polipropileno,
PP), 8,2% (polietileno, PE), 7,3% (polietilenimina, PEI), 3,6% (celulosa, CE), 3,5%
(policloruro de vinilo, PVC), 2,7% (poliuretano, PU), 2,1% (&cido poliacrilico, PAA),
2,1%  (resina  epoxy, ER), 1,4%  (polioximetileno, POM), 1,4%
(poliestireno:acrilonitrilo:metilacrilato, PS/PAN/PMA), 0,7% (poliestireno, PS), 0,7%
(norborneno, NBE), 0,7% (copolimero polietileno:polipropileno, PE/PP) y 0,7% algodon
y, en el sdlido: 33,7% PES, 13,3% PET, 13,3% RA, 8,2% PP, 8,0% PEI, 6,4% PE, 3,7%
CE, 2,9% PVC, 2,1% PU, 1,9% PAA, 1,9% ER, 1,1% POM, 1,1% PS/PAN/PMA, 0,8%
algodon, 0,5% PS, 0,5% NBE, 0,5% PE/PP y 0,1% latex. Los espectros caracteristicos de

cada polimero detectado se encuentran recogidos en el Anexo 6.3.

No todas las particulas analizadas en FTIR se corresponden con MPs, en concreto, el 93%
y 62% de fibras y fragmentos totales son particulas plasticas, mientras que el resto se
corresponde con impurezas, como son quitina, sacarosa, eritrosa, acido ricinoleico, baya
de espino, &cido galacturénico, viniltriacetoxisilano, aceite de hachis, colorante
cosmeético, etc. En la bibliografia se han llegado a detectar hasta 30 polimeros diferentes
en EDARs, donde la abundancia de uno u otro compuesto depende fundamentalmente del
origen del agua residual (industrial, agricola, exclusivamente urbana...). De acuerdo a los
diferentes trabajos publicados, los microplasticos mas detectados, tanto en el agua
residual como en los lodos, son PE, PP, PA, PET, PS, PVC, PES, PU y policarbonato
(PC)3%. En este TFG, la suma de todos estos polimeros suponen el 67,6% y 67,3% de la
fraccion licor mezcla bruta y solida, aunque debe sefialarse que en el presente trabajo no

se ha detectado PA ni PC. Estudios previos que analizaron MPs en lodos de MBR no
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detectaron tanta variedad de polimeros pléasticos, siendo los principales compuestos: PET
(29%), PES (27%), polibutadieno (PB, 16%), PP (13%), CE (9%) y PE (6%)*. Lares et
al. (2018)° encontraron que PES, PA y PE representaban un 90% de los MPs estudiados,

siendo el mas abundante PES (80%), de acuerdo con lo encontrado en este TFG.

Los microplésticos encontrados pueden ser agrupados en funcion de su densidad, entre
0,8-1g/mL (PE, PP, ER, NBE y latex), entre 1 - 1,2 g/mL (PESy NBE) y 1,2 - 1,5 g/mL
(PET, PVC, PU, PS, POM, CE, RA, PAA, algodon y PEI). De algunos copolimeros como
PS/PAN/PMA y PE/PP, no ha sido posible encontrar valores sobre su densidad en la
bibliografia. Los microplasticos mas densos sedimentan més facilmente, mientras que los
mas ligeros tienden a permanecer en el agua residual por flotacion®%. Sin embargo,
teniendo en cuenta los valores encontrados tanto en el licor mezcla bruto como en el
solido obtenido por centrifugacion no se observan apenas diferencias, ya que todos los
polimeros sedimentan en la misma proporcion. Esto coincide con los resultados descritos
por algunos autores que indican la presencia mayoritaria de MPs de baja densidad como
el PE y PP en lodos'®!. Mientras que otros autores han encontrados MPs de alta
densidad, como PET y PVC, en el efluente de una EDAR!!8119120 Esto demuestra la gran
complejidad que implica el analisis del comportamiento de los MPs en los procesos de

tratamiento de aguas residuales.
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Figura 27. Contenido porcentual en funcién de la composicion de los MPs durante los meses de estudio;

a) licor mezcla bruto, b) sélido obtenido por centrifugacion.

Como conclusién se puede destacar que la tecnologia MBR presenta una alta eficacia en

la eliminacion de MPs desde la fase acuosa a la sélida. Segun los resultados obtenidos en

este trabajo, al menos el 85 + 8% de los microplasticos pueden ser eliminados, si bien, es

muy probable que este porcentaje se encuentre cerca del 99% si tenemos en cuenta que

dentro del MBR hay una membrana de tamafio de poro de 0,45 um. Los Unicos MPs que

podrian atravesar la membrana serian las fibras debido a sus caracteristicas morfoldgicas.

Si bien esta tecnologia presenta ciertos inconvenientes como son el alto coste de la

membrana y mantenimiento, alto consumo energético y bajo flujo de trabajo*®.
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4.3. Relacién SPE-MPs

Como se ha comentado anteriormente, la presencia de SPE y MPs afecta a los procesos
de tratamiento de lodos activos, en general, y a los sistemas MBR, en particular. Las
sustancias poliméricas extracelulares determinan la morfologia y estructura de los lodos,
lo que influye en el ensuciamiento de las membranas y, por otra parte, ha sido descrito
que los MPs son capaces de incrementar la cantidad de SPE secretadas por los
microorganismos, lo que afecta a los floculos, reduciendo su tamafio y su caracter

hidrofobicol9>108,

Por estos motivos, resulta interesante el estudio de las posibles relaciones que puedan
existir entre ambos parametros (MPs y SPE). La gran abundancia de MPs en aguas
superficiales y sus efectos sobre el medio ambiente ha llevado a varios autores a realizar
estudios donde ponen en contacto determinados MPs con distintos organismos acuaticos
comunes. Por ejemplo, Hung et al. (2022) analizaron la exposicién de Goniopora
columna’”y de un arrecife de coral’® a PE y observaron que altas concentraciones de MPs
(100 - 300 mg/L) aumentaban la diversidad microbiana de los ecosistemas y con ello la
produccion de SPE (en concreto de &cidos himicos), mientras que a bajas concentraciones
de PE (5 mg/L) ambos pardmetros disminuyeron. Esta misma tendencia ha sido observada
por Gopalakrishnan y Kashian (2022)'°, que expusieron Chlamydomonas a HDPE,
encontrando resultados similares a los descritos por Hung et al (2022). Con otros MPs
como el PS, se estudiaron las distintas respuestas microbianas en lodos granulares
anaerobios®® y de Microcystis aeruginosa?! (cianobacteria presente habitualmente en
sistemas de lodos activos) y en ambos casos se observd nuevamente el aumento en la
produccién de SPE, aunque en lodos granulares solo se cumple en el caso de particulas
plasticas pequefias (0,5 um), mientras que con MPs de tamafios mas grandes (150 um), la
produccion de SPE disminuye. Asimismo, es resefiable el hecho de que, en el caso de la
Microcystis aeruginosa, una concentracion de 500 mg/L de MPs es capaz de inhibir hasta

en un 31% el crecimiento de la cianobacteria.

Por otra parte, Luo et al. (2022)8 estudiaron las interacciones derivadas de la presencia
de PP y &cidos himicos. Para ello, usaron tanto PP puro como envejecido (mediante un
tratamiento de fotoenvejecimiento acelerado en una cdmara con luz xen6n durante tres
meses). Los resultados indicaron que la presencia de acidos humicos incrementd la

rugosidad superficial del PP y aceler6 su oxidacion superficial. Los acidos humicos
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mostraron mayor afinidad de unirse a los PP envejecidos con respecto al PP puro.
También se vio un aumento de la proporcion de oxigeno por la introduccion de nuevos
grupos funcionales en la superficie de las particulas de plastico derivados de los &cidos

hdmicos.

A la vista a lo comentado anteriormente, ampliar el conocimiento en dicho campo resulta
fundamental a fin de conocer los procesos que tienen lugar en los tratamientos biolégicos
de aguas residuales y, en concreto, en los sistemas MBR. Por ello, en el presente TFG se
ha estudiado la relacion existente entre la concentracion de SPE (proteinas (Figura 28a),
carbohidratos (Figura 28b), &cidos humicos (Figura 28c) y SPE totales (Figura 28d),
cuyos datos se encuentran recogidos en la Tabla 16 de los Anexos) y el porcentaje de MPs
retenidos en el sélido centrifugado (Figura 22). Como se puede observar en la Figura 28a,
el coeficiente de correlacion en las proteinas es muy bajo, tanto en la fraccion soluble (R?
= 0,0183) como en la enlazada (R? = 0,0006). También hay que indicar que el total de
proteinas, derivado de la suma de las concentraciones de SPE solubles y enlazadas,
presenta una mala correlacion (R? = 0,0003). En carbohidratos (Figura 28b) y SPE totales
(Figura 28d) se obtienen mejores correlaciones, aunque los coeficientes de correlacion
(R?) siguen teniendo valores bajos, respectivamente, 0,0029 y 0,5890 en la fraccion
soluble y, 0,6916 y 0,5800, en la fraccion enlazada. Esta misma tendencia es observada
para los totales de ambas fracciones, siendo 0,0003 y 0,6821 para proteinas y
carbohidratos, respectivamente. Por ultimo, en acidos hamicos (Figura 28c), si se
encuentra una buena correlacion en la fraccion enlazada (R? = 0,9162) y en hGmicos
totales (R? = 0,9362), mientras que la fraccion soluble tiene un coeficiente de correlacion
mas bajo, similar al de carbohidratos y SPE totales (R?> = 0,6550). Estos resultados
muestran que los MPs presentan una mayor afinidad a enlazarse y/o interaccionar con los
acidos humicos, sobre todo con los presentes en la fraccion enlazada, con respecto al resto
de parametros estudiados. Considerando los datos obtenidos en las SPE totales, los
valores de los coeficientes de correlacion son aceptables, con R? comprendidos entre
0,5800 y 0,6478. Esto se debe probablemente al efecto de los acidos humicos presentes
en las SPE totales, ya que estos representan el 40 + 11% de las SPE estudiadas en el

presente TFG.
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Figura 28. Correlaciones entre el porcentaje de MPs retenidos en el sélido centrifugado y las SPE; a) proteinas, b) carbohidratos, ¢) acidos himicos y d) SPE totales.
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Las SPE son compuestos de alto peso molecular que son secretados por diversos tipos de
microorganismos, y constan de una matriz hidratada donde sus componentes estan
ensamblados y mayormente inmovilizados. Se diferencia entre SPE ligadas (SPEL), que
se encuentran en la superficie de la célula, y SPE solubles (SPEs), que estan disueltas en
el medio. Las ligadas se dividen a su vez en SPE fuertemente ligadas (SPErL), las cuales
se encuentran en la capa interna rodeando a la célula, y las débilmente ligadas (SPEbL),
que se difunden en la capa externa, tal y como se puede observar en la Figura 29a Se
estima que el contenido de metabolitos en SPEpL es aproximadamente 1/5 del contenido
en SPEFR.%’.

Como ya ha sido comentado, las SPE se componen fundamentalmente de proteinas,
acidos humicos y carbohidratos. Las proteinas se encuentran mayoritariamente en SPEr_
(97%) mientras que los acidos himicos se encuentran en ambas fracciones, SPEF_ y
SPEpL. Esta misma tendencia se observa para los carbohidratos, los cuales se distribuyen
de forma uniforme en SPEr. y SPEp %122123_ Otro aspecto estructural a tener en cuenta
es que, de acuerdo a Tomaszewski et al. (2011)*?4, los &cidos htimicos son capaces de
encapsular a las proteinas mediante interacciones hidrofébicas en un amplio rango de pH,

entre 5y 8 (Figura 29a).
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Figura 29. a) Estructura de las SPE; b) Grupos funcionales de los acidos himicos e interacciones hidrofobicas entre himicos-proteinas; c) Interacciones existentes entre los
acidos himicos-MPs y las glucoproteinas.
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Teniendo en cuenta los aspectos estructurales de cada compuesto, se puede decir que los
acidos humicos contienen varios grupos funcionales, aunque los mas abundantes son los
fendlicos (que contiene grupos -OH) y los carboxilicos (-COOH) (Figura 29b). Por otra
parte, los carbohidratos estan formados por grupos carboxilicos (-COOH), hidroxilos (-
OH) y fosfatos (PO4>) y las proteinas por largas cadenas de aminoécidos'?,
concretamente, el 75% de las proteinas en aguas residuales son aminoacidos?®. Ademas,
el esqueleto principal del que estan formados tanto las proteinas como los acidos humicos
son compuestos de tipo aromaticos y alifaticos, mientras que los carbohidratos tienen una
estructura basada en cadenas simples o ramificadas que consisten en la repeticion de
varios monosacaridos (D-glucosa, D-galactosa, L-fructosa, L-ramnosa, etc.)®>126:127 por
su naturaleza, los acidos himicos son mayormente hidrofébicos, los carbohidratos
hidrofilicos y las proteinas presentan ambas caracteristicas*?®. Esta naturaleza hidrofobica
es la causante de la interaccion existente entre los acidos humicos y las proteinas (Figura
29b), causando el encapsulamiento mencionado anteriormente. Ademas, por analogia, en
estudios previos se han indicado que algunos contaminantes toxicos, como por ejemplo
éteres de difenilo polibromados (PBDE), policlorobifenilos (PCBs), hidrocarburos
aromaticos policiclicos (PAHS), disruptores endocrinos, productos farmacéuticos y de
cuidado personal (PPCPs), etc.!?® pueden adsorberse en los MPs debido a que su
superficie es hidr6foba. Por otro lado, también se ha descrito que se puede formar el

sistema MP-burbuja de aire en el seno de una disolucion por este mismo motivo*3,

Hasta el momento, no se ha descrito ninguna interaccion existente entre los carbohidratos
y los MPs, muy probablemente debido a la naturaleza hidrofilica que tienen estos. Si se
ha descrito que en glucoproteinas (proteinas que contienen cadenas de oligosacéaridos) se
observa interaccion entre MPs y estos grupos, puesto que presentan una zona hidréfoba
(la cadena de aminoacidos)™®!. Esto podria explicar que la correlacion aceptable obtenida
para los carbohidratos en este trabajo (R? entre 0,6821 y 0,6916), sugiere la posible

presencia de compuestos glucoproteicos entre las SPE (Figura 29c).

Se ha descrito que las proteinas son capaces de enlazarse con los MPs formando un
complejo MP-proteina, que actiia como una especie transportadora de MPs. Esta afinidad
se debe principalmente a la hidrofobicidad de ambas especies, que permite la interaccién
a través de fuerzas de van der Waals'®?. Esta relacion se ha estudiado con PS donde se
forma una cubierta proteinica sobre los MPs, llamada corona, que permite a los PS eludir

el sistema inmunitario y persistir en la circulacion sanguinea*®. A pesar de que hay una
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gran concentracion de proteinas en las SPE analizadas, representando el 40 + 12%, la
correlacion obtenida en la Figura 28a es muy baja (R? entre 0,0003 y 0,0183). Esto es
debido a que como se ha comentado anteriormente y se puede observar en la Figura 29a,
las proteinas ademas de localizarse en la capa mas interna de las SPE ligadas (SPErL),
resulta muy probable que se encuentren encapsuladas por los acidos hiumicos impidiendo

que estén activas y accesibles a los MPs presentes en el licor mezcla.

En cuanto a los acidos hamicos, recientemente se ha publicado que estos son capaces de
interaccionar con los MPs fundamentalmente mediante los grupos aromaticos y, en menor
medida a través de los grupos alifaticos y -OH de los grupos fendlicos y carboxilicos®.
En los primeros casos esta interaccion hidrofobica es de tipo m-m y n-m, mientras que
cuando actla a través de los grupos -OH esta interaccion es por puentes de hidrégeno
(Figura 29c). Luo et al. (2022)% indicé que la interaccion mediante puentes de hidrégeno
es posible a pH 7. Estudios previos han indicado que a un pH < 3.5 los grupos fendlicos
y carboxilicos de los &cidos himicos se encuentran cargados positivamente, mientras que
a un pH comprendido entre 4 y 6,5 la carga superficial de los acidos humicos es cero, lo
que indica que se comportan como sustancias anféteras. A partir de un pH 7-8 se empieza
a llevar a cabo la disociacion de los grupos -OH y -COOH, que se completa totalmente a
pH 9. Ademas, en funcién del pH la solubilidad de los &cidos humicos es distinta, en
medio &cido son insolubles y a medida que aumenta el pH aumenta su
solubilidad®3*13>136 Hay que tener en cuenta que el agua residual analizada en el presente
TFG tiene un pH entre 6 y 8,5, por lo tanto, los &cidos himicos tendran algin grupo
fendlico y carboxilico no disociado, permitiendo su interaccion con los MPs a través de
puentes de hidrdgeno (Figura 29¢). Ademas, considerando los datos de la Figura 19a, la
concentracion de acidos humicos es mayor en la fraccion enlazada, donde los acidos
hamicos son parcialmente insolubles, por lo que la interaccién va a ser mas patente entre

dos especies hidrofobas e insolubles.

Por lo tanto, la hidrofobicidad de los acidos humicos, su mayor accesibilidad a interactuar
con los MPs y la posibilidad de formar puentes de hidrogeno mediante los grupos
fenolicos y carboxilicos (Figura 29¢) hacen que la correlacion obtenida en el presente

estudio sea razonablemente buena en este caso (R? entre 0,9162 y 0,9362).
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5. Conclusiones

En el presente Trabajo Fin de Grado se ha evaluado la concentracion de SPE y
microplasticos, asi como posibles interacciones entre ambas especies, durante 6 meses en
muestras procedentes de un MBR de una EDAR localizada en Murcia. Las principales

conclusiones derivadas de este estudio se resumen a continuacion:

e Respecto a la composicion de las SPE, durante el periodo analizado las
concentraciones variaron entre 417 - 1.101, 232 - 651 y 450 - 1.615 mg/L para
proteinas, carbohidratos y acidos humicos, respectivamente. La concentracién de
SPE ligadas fue siempre superior a las SPE solubles, mientras que la
concentracion total de SPE vari6 entre 1.416 y 3.368 mg/L a lo largo de los meses
de estudio. En general, estos valores fueron méas altos que los encontrados en la
bibliografia, debido fundamentalmente a las distintas condiciones de operacion de
los diferentes estudios.

e Considerando valores medios, la concentracién de proteinas, carbohidratos y
acidos humicos representaron el 40%, 40% y 20% de las SPE, respectivamente.
Lo que indica que las proteinas y carbohidratos son los compuestos mayoritarios
de las SPE, tal y como describen otros autores en estudios realizados en sistemas
de tratamiento bioldgico de aguas.

e La concentracion media de MPs detectada en el licor mezcla fue de 3.414 + 764
MPs/L, mientras que en el solido centrifugado esta concentracion fue de 2.937 +
843 MPs/L sedimentado. En funcién de g sélido seco, estos valores son de 188 +
47 y 159 + 33 MPs/g solido seco para el licor mezcla y el sélido centrifugado,
respectivamente.

e Teniendo en cuenta la concentracion de MPs presentes en el licor mezcla (188 £
47 MPs/g solido seco), se ha estimado que a lo largo de un afio pueden quedar
retenidos aproximadamente 5,64-10'° MPs en los lodos generados en esta planta,
lo que equivaldria a 190 toneladas de microplasticos. Esto supone que los MPs
constituyen casi el 60% del peso total de los lodos generados.

e EIl tamafio de particula mas frecuente en el licor mezcla fue 100 - 250 um (37 £
8%), seguido de > 500 pm (26 + 4%), 250 - 500 pm (25 +3 %) y 20 - 100 pm (11
+ 5%). Por otro lado, en el sélido centrifugado destaca la abundancia de los MPs

> 250 um, lo que supone el 62% de los MPs retenidos en esta fraccion. Esta
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distribucion es similar a los datos proporcionados por algunos autores en trabajos
llevados a cabo sobre el comportamiento de los microplasticos en tratamientos
bioldgicos de aguas residuales.

e Las morfologias mas comunes tanto en el licor mezcla como en el sélido
centrifugado fueron las fibras y los fragmentos, entre el 71 - 78% y el 21 - 28%,
respectivamente. Es decir, la suma de ambas representa practicamente la totalidad
de los MPs detectados, lo que concuerda con otros trabajos previos descritos en la
bibliografia.

e Tanto en la fraccion del licor mezcla como en el solido centrifugado se llegaron a
detectar hasta 18 polimeros distintos, siendo los méas abundantes 31,5 % (poliéster,
PES), 12,4% (tereftalato de polietileno, PET), 12,4 % (rayén, RA), 8,6%
(polipropileno, PP) y 8,2% (polietileno, PE), coincidiendo con lo descrito en la
bibliografia en lo que respecta a la presencia de microplésticos en aguas residuales
urbanas.

e A pesar de que las proteinas son capaces de enlazarse con los MPs debido al
caracter hidrofobico de ambas, la correlacion entre estas especies es muy baja (R?
entre 0,0003 y 0,0183). Esto se debe probablemente a que las proteinas son
encapsuladas por los acidos humicos, bloqueando su accesibilidad a los MPs.

e La aceptable correlacion obtenida entre carbohidratos y MPs (R? entre 0,6821 y
0,6916) indica la posible presencia de glucoproteinas entre las SPE y su
interaccion con estos microcontaminantes.

e Los acidos humicos presentan la mejor correlacion con respecto al porcentaje de
MPs retenidos en el solido centrifugado (R? de 0,9162 para himicos ligados y
0,9362 para hamicos totales). Esto es debido a tres razones principales: son
capaces de encapsular a las proteinas y, por lo tanto, resultan méas accesibles a la
interaccién con los MPs; son hidréfobos, al igual que los microplasticos, lo que
implica que predominen las interacciones a través de sus grupos alifaticos (aunque
se ha visto que se pueden formar también puentes de hidrogeno a travées de sus
grupos fenolicos y carboxilicos) y, su concentracion es mayor en la fraccién
enlazada, donde son parcialmente insolubles, por lo que se facilita la interaccion

entre especie hidrofoba e insoluble.
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6. Trabajos Futuros

La contaminacion por MPs se ha convertido en un tema de actualidad y de gran
repercusion social, 1o que se hace patente por los numerosos estudios que estan surgiendo
en los ultimos afios. La presencia ubicua de estas microparticulas es capaz de ocasionar
problemas a la fauna y la flora, asi como a los seres humanos. Por ello, es fundamental

actuar en la busqueda de soluciones que puedan paliar esta situacion.

Una manera de afrontar esta situacion es la gestion de residuos plasticos, que se puede
llevar a cabo de diferentes maneras, como el reciclaje, la incineracion o el deposito en
vertederos. El reciclaje y la reutilizacion de plasticos son esenciales para prevenir la
dispersion de estos residuos en el medio ambiente, pero también es importante lograr una
economia circular de estos materiales. Una de las mejores soluciones para combatir el
problema de la contaminacion por plasticos es limitando su consumo. En 2015, la Union
Europea (UE) restringia y regulaba el uso de bolsas de plastico con el objetivo de reducir
el consumo de estas a un maximo de 40 bolsas por persona y afio en 2025. Asimismo, en
2021 entrd en vigor una medida adoptada por la Comision Europea que prohibia los
plasticos de un solo uso (pajitas, bastoncillos de algodon, menaje de cocina desechable,

etc.)’.

Los MPs presentes en las aguas residuales pueden ser liberados a los ecosistemas
acuaticos después del proceso de tratamiento. La implementacion de tecnologias de
tratamiento mas efectivas y la gestion adecuada de los residuos generados son otra forma

de actuar contra la contaminacion de estas microparticulas.

El presente TFG pone de manifiesto resultados relevantes que pueden ser aplicados en
EDARSs. En concreto, la eliminacion de MPs de la linea de aguas es més efectiva con el
uso de una tecnologia de tipo MBR que con otros sistemas de tratamiento. Por lo tanto,
su implementacion puede ser fundamental para limitar la emision de dichos
microcontaminantes al medio ambiente ante futuras legislaciones que se puedan imponer
desde la Comision Europea. Por otro lado, dado que los acidos himicos presentan una
gran afinidad a interactuar con los MPs, los resultados obtenidos permiten sugerir
posibles cambios en el sistema de lodos activados modulando las caracteristicas de las
SPE presentes de modo que se pueda conseguir una alta eficacia de eliminacion de MPs

de la corriente acuosa. Asimismo, dado que la mayor parte de los microplasticos
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eliminados quedan retenidos en los lodos, es necesario también unir esfuerzos e investigar

en posibles tecnologias que sean capaces de eliminar y/o separar MPs de los lodos para

evitar el retorno de estas microparticulas al medioambiente.
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6.ANexos

6.1. Datos rectas de calibrado
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Tabla 4. Datos de &cidos himicos y proteinas para la elaboracién de las rectas de calibrado durante los

meses de estudio.

Absorbancia media
ppm Acidos humicos Proteinas
Febrero |Marzo/Abril Mayo/ J_unlo/ Febrero | Marzo/Abril Mayo/J_unlo/
Julio Julio
100 0,098 0,097 0,093 0,156 0,146 0,135
200 0,208 0,186 0,173 0,321 0,271 0,264
300 0,342 0,276 0,267 0,439 0,383 0,374
400 0,431 0,347 0,351 0,549 0,481 0,495
500 0,568 0,454 0,444 0,676 0,584 0,599
Tabla 5. Datos de carbohidratos para la elaboracion de las rectas de calibrado durante los meses de
estudio.
Absorbancia media
ppm Carbohidratos
Febrero Marzo/Abril Mayo/Junio/ Julio
20 0,373 0,376 0,356
40 0,789 0,745 0,697
60 1,192 1,076 1,015
80 1,614 1,462 1,367
100 1,991 1,812 1,678
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6.2. Datos SPE

Tabla 6. Evolucion de la concentracion (g/L) de SST, SSF y SSV a lo largo de los meses de estudio.
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SST (g/L) SSF (g/L) SSV (g/L)
Febrero 19 4 15
Marzo 27 6 21
Abril 14 3 10
Mayo 17 5 12
Junio 18 5 15
Julio 16 3 13

Tabla 7. Evolucién de la concentracion (mg/L) de acidos himicos, proteinas y carbohidratos a lo largo de
los meses de estudio.

Concentracion (mg/L)
Acidos humicos Proteinas Carbohidratos
Solubles | Enlazados | Solubles | Enlazados | Solubles | Enlazados

Febrero 137 731 19 872 15 439
Marzo 299 1316 45 1056 9 642
Abril 114 336 31 703 11 221
Mayo 149 441 20 931 25 411
Junio 242 551 36 1059 32 462
Julio 316 865 10 406 33 443

Tabla 8. Variacion de la concentracion (mg/g SST) de acidos himicos, proteinas y carbohidratos solubles
y enlazados a lo largo de los meses de estudio.

mg SPE/g SST
Acidos himicos Proteinas Carbohidratos
Solubles 7 1 1
Febrero
Enlazados 38 46 23
Solubles 11 2 0
Marzo
Enlazados 48 39 23
. Solubles 8 2 1
Abril
Enlazados 25 52 16
Solubles 9 1 1
Mayo
Enlazados 25 54 24
. Solubles 13 2 2
Junio
Enlazados 30 58 25
. Solubles 15 0 2
Julio
Enlazados 40 19 20
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Tabla 9. Variacién de la concentracion (mg/g SSF) de acidos hdmicos, proteinas y carbohidratos solubles

y enlazados a lo largo de los meses de estudio.
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mg SPE/g SSF
Acidos humicos Proteinas Carbohidratos
Solubles 36 5 4
Febrero
Enlazados 195 232 117
Solubles 49 7 1
Marzo
Enlazados 215 173 105
. Solubles 37 10 4
Abril
Enlazados 109 227 71
Solubles 30 4 5
Mayo
Enlazados 89 188 83
. Solubles 54 8 7
Junio
Enlazados 122 235 102
. Solubles 17 1 2
Julio
Enlazados 46 21 23

Tabla 10. Variacion de la concentracién (mg/g SSV) de &cidos hlimicos, proteinas y carbohidratos solubles

y enlazados a lo largo de los meses de estudio.

mg SPE/g SSV
Acidos humicos Proteinas Carbohidratos
Solubles 9 1 1
Febrero
Enlazados 48 57 29
Solubles 14 0
Marzo
Enlazados 62 1
. Solubles 11 3
Abril
Enlazados 32 67 21
Solubles 12 2 2
Mayo
Enlazados 36 75 33
. Solubles 17 3 2
Junio
Enlazados 40 76 33
. Solubles 17 1 2
Julio
Enlazados 46 21 23
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6.3. Datos MPS

Tabla 11. Evolucion de la concentracion de MPs en el licor mezcla bruto y en el sélido centrifugado
(MPs/L) y MPs/g sélido seco a lo largo de los meses en estudio.

Licor mezcla bruto Sdlido centrifugado
N° MPs/L | N°MPs/ g sélidoseco | N MPs/L | N°MPs/ g solido seco
Febrero 3679 192 3216 168
Marzo 4597 167 4421 161
Abril 3776 277 2867 210
Mayo 2482 143 1919 110
Junio 3148 171 2630 143
Julio 2802 175 2572 160

Tabla 12. Evolucién de la concentracion (MPs/g SST, SSV y SSF de licor mezcla) en los meses de estudio.

Licor mezcla bruto
MPs/g SST MPs/g SSF | MPs/g SSV
Febrero 11,28 51,41 14,45
Marzo 13,26 65,01 16,65
Abril 14,27 55,72 19,18
Mayo 5,89 22,11 8,04
Junio 13,25 65,10 16,64
Julio 10,67 55,28 13,23

Tabla 13. Contenido porcentual en funcion del tamafio de MPs en el licor mezcla bruto y en el sélido
obtenido por centrifugacién. Bruto, se considera al licor mezcla bruto; sélido, sélido centrifugado.

20-100 pm 100-250 pum 250-500 pum > 500 um
Bruto | Solido | Bruto Sélido Bruto Sélido Bruto | Sélido

Febrero 12 10 40 24 23 28 25 38
Marzo 7 13 38 28 29 31 27 28
Abril 14 12 46 26 20 31 21 30

Mayo 9 14 42 36 24 33 25 17

Junio 20 11 24 23 26 25 30 41

Julio 8 7 34 23 27 45 31 24
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Tabla 14. Contenido porcentual en funcién de la forma de MPs en el licor mezcla bruto y en el sélido
centrifugado durante los meses de estudio.

Fibras Fragmentos Films Espumas Pellets
Bruto | Solido | Bruto | Solido | Bruto | Sélido | Bruto | Solido | Bruto | Sdélido
Febrero | 67,91 | 76,74 | 31,91 | 22,48 0 0 0,18 0,78 0 0
Marzo | 76,67 | 74,39 | 23,33 | 25,61 0 0 0 0 0 0
Abril 6793 | 77,97 | 31,98 | 22,03 0 0 0,09 0 0 0
Mayo 62,90 | 80,00 | 36,96 | 20,00 0 0 0,13 0 0 0
Junio 78,20 | 80,95 | 21,80 | 19,05 0 0 0 0 0 0
Julio 7491 | 80,91 | 24,97 | 19,09 0 0 0,12 0 0 0
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Tabla 15. Contenido porcentual en funcion del color de MPs durante los meses de estudio en el licor mezcla bruto y en el s6lido obtenido por centrifugacion.

Blanco Negro Rojo Azul Verde Amarillo Marrén Morado Rosa Naranja
Bruto | Solido | Bruto | Solido | Bruto | Sélido | Bruto | Sélido | Bruto | Solido | Bruto | Solido | Bruto | Solido | Bruto | Sélido | Bruto | Sélido | Bruto | Solido
Febrero | 0,7 0,7 46,4 | 40,2 9,0 55 23,7 | 27,5 8,0 7,6 3,5 55 14 2,3 15 4.3 44 52 1,2 1,1
Marzo 0,5 0,1 38,5 | 31,7 6,1 125 | 284 | 26,2 6,7 6,4 4,0 7,9 6,7 6,9 2,6 3,5 4,4 3,0 2,2 1,7
Abril 0,2 0,8 43,0 | 444 7,7 122 | 29,7 | 22,3 7,1 6,1 3,2 4.8 1,2 1,2 2,3 16 4,0 41 16 2,4
Mayo 1,8 1,7 | 484 | 344 | 58 8,7 284 | 233 | 59 108 | 24 4,9 1,8 5,6 0,8 2,8 4,2 6,5 0,5 1,3
Junio 1,0 0,9 36,4 | 28,9 7,3 106 | 30,8 | 26,9 7,8 9,5 3,7 58 41 4,9 3,1 44 3,9 6,4 18 1,7
Julio 0,3 0,4 38,2 | 29,5 8,0 7.4 39,6 | 445 4,9 7,1 1,6 1,3 11 1,3 14 0,4 3,7 6,6 1,3 14
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Tabla 16. Concentracion de proteinas, carbohidratos y acidos himicos (mg/L), concentracion de MPs en
el licor mezcla bruto y en el sélido centrifugado (N° MPs/L) y porcentajes de MPs retenidos en el solido

centrifugado.

Concentraciones (mg/L)

Microplasticos

Acidos humicos | Proteinas | Carbohidratos | N° MPs bruto/L | N° MPs sélido/L | %
137 19 15

Febrero |>0lubles 3.679 3.216 87,40
Enlazados 731 872 439
299 45 9

Marzo —>0lubles 4597 4.421 96,17
Enlazados 1316 1056 642
114 31 11

Abril |->0lubles 3.776 2.867 7592
Enlazados 336 703 221
149 20 25

Mayo [->oubles 2.482 1.919 77,31
Enlazados 441 931 411
242 36 32

Junio |-Solubles 3.148 2.630 83,55
Enlazados 551 1059 462
316 10 33

Julip  |-Solubles 2.802 2572 9181
Enlazados 865 406 443
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6.5. Espectros

PerkinEimer Spectrum Versidn 10.5.4
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Figura 30. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se corresponde con
el polipropileno (PP).
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Figura 31. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se corresponde con
el poliéster (PES).
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PerkinElmer Spectrum Version 10.5.4
viernes, 01 de julio de 2022 13:24
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Figura 32. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se corresponde con
el tereftalato de polietileno (PET).
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Figura 33. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un micropléstico que se corresponde con
el rayén (RA).
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PerkinElmer Spactrum Versién 10.5.4
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Figura 34. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se corresponde con
el polietileno (PE).
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Figura 35. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un micropléstico que se corresponde con
el copolimero polietileno:polipropileno (PE/PP).
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PerkinElmer Spectrum Version 10.5.4
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Figura 36. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se corresponde con
el norborneno (NBE).
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Figura 37. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un micropléstico que se corresponde con
el acido poliacrilico (PAA).
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PerkinEimer Spactrum Varsion 10.5.4
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Figura 38. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se corresponde con
la celulosa (CE).
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Figura 39. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un micropléstico que se corresponde con
el algodén.
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PerkinElmer Spectrum Version 10.5.4
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Figura 40. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se corresponde con
polietilenimina (PEI).
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Figura 41. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un micropléstico que se corresponde con
policloruro de vinilo (PVC).
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Figura 42. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se corresponde con
poliuretano (PU).
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Figura 43. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se corresponde con
resina epoxi (ER).
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PerkinElmer Spectrum Version 10.5.4
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Figura 44. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se corresponde con
polioximetileno (poliacetal, POM).
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Figura 45. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se corresponde con
poliestireno (PS).
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PerkinElmer Spectrum Versin 10.5.4
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Figura 46. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un microplastico que se corresponde con
latex.
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Figura 47. Espectro infrarrojo obtenido a través del FTIR para un micropléstico que se corresponde con
poliestireno:acrilonitrilo:metilacrilato (PS/PAN/PMA).
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