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Resumen

La necesidad de reutilizar el agua para paliar escenarios de escasez de este recurso, es una
preocupacion mundial cada vez mas extendida. Ello implica disponer de procesos de
depuracién eficientes y capaces de proporcionar agua de calidad sanitaria para su reuso.
En los ultimos afios han adquirido especial importancia la presencia de
microcontaminantes en aguas ya que las plantas de tratamientos convencionales no son
capaces de eliminarlos y aparecen en aguas de salida suponiendo un grave problema
medioambiental y para la salud humana. Los procesos de oxidacion avanzada han
demostrado su eficacia para la eliminacion de estos contaminantes, y entre ellos, el
proceso foto-Fenton es uno de los que mejores resultados ha proporcionado. Sin embargo,
los requerimientos de pH acido para mantener el hierro en disolucion es uno de los

mayores inconvenientes para la aplicacion de este proceso a escala real.

En la presente tesis doctoral se ha estudiado la degradacion de diferentes mezclas de
contaminantes mediante el proceso de oxidacion avanzada foto-Fenton solar, buscando
alternativas que lo hagan mas eficiente a un pH préximo a la neutralidad. Este proceso
oxidativo se ha llevado a cabo a pH 5 mediante la adicion de sustancias tipo himicas

(STH) extraidas de diferentes residuos organicos.

Las STH se han extraido del residuo de la produccion del aceite de oliva, del residuo del
café y de lodos de depuradora deshidratados del reactor anaerobio de EDAR. Estas STH
se han caracterizado por diferentes técnicas analiticas y se han adicionado al proceso foto-

Fenton para comprobar su eficacia y eficiencia en el mismo.

En el caso del uso de las STH provenientes del residuo de la oliva se han obtenido
diferentes tiempos de fermentacion y diferentes tamafios de fracciones. El estudio sobre
STH preparadas sobre residuos con diferentes tiempos de fermentacion, demuestra que
los mejores resultados de degradacion se obtienen con las muestras fermentada un mes,
pero en cualquier caso no son significativas las diferencias, por lo que no seria necesario

someter al residuo a ningun tiempo de fermentacion previo a la extraccion de las STH.

En los ensayos con diferentes fracciones de STH, se determina que no es necesario el
proceso de separacion por membranas ya que las degradaciones obtenidas son muy
similares, independientemente del uso de una u otra. Se ha probado su eficiencia en
diferentes matrices de agua y se ha comprobado su capacidad para complejar el hierro

manteniéndolo en disolucion, obteniendo buenos resultados en todos los casos. Se han



realizado ensayos de toxicidad sobre diferentes organismos para comprobar la
detoxificacion de las muestras tratadas. Los ensayos de toxicidad determinan que el
compuesto clorfenvinfos es el méas tdxico y que las muestras en presencia de las STH son
mas toxicas antes de aplicar ningun tratamiento, debido a la capacidad surfactante de las

mismas.

El tratamiento de una mezcla de parabenos con STH de diferente procedencia, mejora los
resultados de degradacion de contaminantes cuando el proceso se aplica a pH proximo a
la neutralidad. Se determina que las STH extraidas del café aplicadas con una cantidad
extra de perdxido de hidrégeno (doble de la estequiométrica) proporcionan mejores
resultados de degradacion de contaminantes que las STH obtenidas de la oliva 'y del lodo
de depuradora. De los ensayos toxicoldgicos realizados y del de disrupcion endocrina, se
concluye que el tratamiento durante un tsow de 30 minutos, pese a que consigue la
degradacién de los parabenos, no resulta suficiente para detoxificar las muestras, ya que
las disoluciones finales presentan mayor toxicidad que las intermedias, por lo que se

considera prolongar los tratamientos.

Las STH extraidas del lodo de depuradora se han utilizado para el lavado de
contaminantes cuando se quiere aumentar su concentracion y tratar menores volumenes
con mayor concentracion. Se han acoplado procesos de membrana y procesos oxidativos.
Se comprueba que las STH son capaces de atrapar el contaminante por la formacién de
micelas, impidiendo su paso por la membrana y facilitando el posterior tratamiento por
proceso foto-Fenton del retentado obtenido. El analisis realizado por PARAFAC

determina que existe una interaccion entre las STH y el contaminante.

Por otro lado, se ha comprobado la capacidad de generar especies reactivas por parte de
las STH en presencia de Fe(ll) y Fe(lll) obteniéndose una velocidad de reaccion mas

lenta, aunque mas estable a lo largo del tiempo con el uso del Fe(ll11).

Las STH extraidas de diferentes residuos han resultado eficientes para la degradacion de
contaminantes emergentes cuando se lleva el proceso foto-Fenton a pH 5 debido a su
capacidad por un lado de complejar el hierro manteniéndolo en disolucion y por otro a la

capacidad de generar especies reactivas durante el proceso.



Resum

La necessitat de reutilitzar l'aigua per a pal-liar escenaris d'escassetat d'aquest recurs és
una preocupacio mundial cada vegada meés estesa. Aixo implica disposar de processos de
depuracié eficients i capaces de proporcionar aigua de qualitat sanitaria per al seu reus.
En els Gltims anys han adquirit especial importancia la preséncia de microcontaminants
en aigles ja que les plantes de tractaments convencionals no poden eliminar-los i
apareixen en aigiies d'eixida suposant un greu problema mediambiental i per a la salut
humana. Els processos d'oxidacié avancada han demostrat la seua eficacia per a
I'eliminacié d'aquests contaminants, i entre ells, el procés foto-Fenton és un dels quals
millors resultats ha proporcionat. No obstant aixo, els requeriments de pH acid per a
mantindre el ferro en dissolucio és un dels majors inconvenients per a l'aplicacié d'aquest

procés a escala real.

En la present tesi doctoral s’ha estudiat la degradaci6 de diferents mescles de
contaminants mitjancant el procés d’oxidacié avangada foto-Fenton solar, buscant
alternatives que ho facen més eficient a un pH proxim a la neutralitat. Aquest procés
oxidatiu s’ha dut a terme a pH 5 mitjangant 1’addici6 de substancies tipus himiques (STH)

extragudes de diferents tipus de residus organics.

Les STH s’han extret del residu de la producci6 de I’oli d’oliva, del residu del café i de
lodes de depuradora deshidratats del reactor anaerobi d’EDAR. S han caracteritzat per
diferents tecniques analitiques i s’han addicionat al procés foto-Fenton per a comprovar

la seua eficacia i eficiéncia en el mateix.

En el cas de les STH provinents del residu de I’oliva s’han obtingut diferents temps de
fermentacio i diferents tamanys de fraccions. En 1’Us de diferents temps de fermentacio
millors resultats de degradacio s’observen en el cas de la mostra fermentada un mes, pero,
en gualsevol cas no son significatives les diferéncies, per el que no és necesari sotmetre

al residu a cap temps de fermentacié abans de 1’extraccio.

Respecte al assatjos en els diferents tamanys de fraccions es determina que no es necessari
la separacié per membranes, ja que, les degradacions obtenides son molt similars
independentment de 1’Us d’una fraccid o altra. S’ha comprovat 1’efectivitat en diferents
matrius d’aigua i la capacitat de les mateixes per a complexar el ferro mantenint-lo en
disolucid, en bons resultats en tots els casos estudiats. Complementariament s’han

realitzat assajos de toxicitat sobre diferents organismes per tal de comprovar la



detoxificacid de les mostres tractades. Els assatjos de toxicitat determinen que el compost
clorfenvinfos és el més toxic i que les mostres en preséncia de les STH s6n més toxiques,

a causa de la capacitat surfactant d’aquestes.

El tractament d’una mescla de parabens en STH de diferent procedéncia milloren els
resultats de degradacié de contaminants quan es porta el procés a pH proxim a la
neutralitat. Es determina que les STH extragudes del residu del café quan s’adiciona al
procés una quantitat extra de peroxid de hidrogen (doble de la quantitat estequiometrica)
milloren els resultats de degradaci6 de contaminnats comparant en les STH obtingudes
de I’oliva i del lodes de depuradora. Dels assatjos toxicologics realitzats i del de disrupcio
endocrina, es conclou que el tractamnet en una duracio de tsow 30 minuts no és suficient
per a detoxificar les mostres encara que, la degradacio dels parabens es consegueix. Per

lo que es considera prolongar el temps de tractament.

Les STH procedents del lodes de depuradora s’han utilitzat per al [lavat de contaminants
quan es troben a concentracions elevades. S’han acoplat processos de membrana i
procesos oxidatius. Es comproba que les STH poden atrapar contaminnats per la formacid
de micel-les, bloquejant el pas del contaminant a través de la membrana i sent mes facil
el posterior tractament per foto-Fenton del retentat obtingut. L’analisi realitzat per

PARAFAC determina que existeix una interaccio entre les STH i el contaminant.

D’altra banda, s’ha estudiat el mecanisme de reaccié de les STH i la seua capacitat per a
generar especies reactives en presencia de Fe(l1) i Fe(l11), obtinguen una reaccio més lenta

encara que més estable al llarg del temps en el Fe(ll1).

Les STH extragudes de diferents residus han resultat eficients per a la degradcio de
contaminants emergents quan es porta el procés foto-Fenton a pH 5 a causa de la seua
capacitat per un costat de complexar el ferro mantenint-lo en dissoluci6 i d’altra banda

per la seua capacitat de genera espécies reactives durant el proces.



Abstract

The need to reuse water to alleviate scenarios of scarcity is an increasingly widespread
global concern, this implies having efficient purification processes able to provide
sanitary and quality water for reuse. In recent years, micropollutants presence in water
has acquired special importance since conventional wastewater treatment plants are not
able to eliminate them, causing environmental and health problems. Advanced oxidation
processes have proven effective in removing these pollutants, and among them, photo-
Fenton process is one of most effective. However, the application requirements of acidic

pH to remain the iron in solution is one of the major drawbacks for the full-scale process.

In the present doctoral thesis, degradation of different pollutant mixtures using the
advanced oxidation process called photo-Fenton has been studied, gaining further insight
in how this process would take place at circumneutral pHs. Photo-Fenton was carried out
at pH 5 by adding humic like substances (HLS) isolated from different organic residues.

HLS have been isolated from olive mill wastes, coffee wastes and from wastewater
treatment plant sludges. These HLS have been characterized by different analytical
techniques and were added to photo-Fenton process to determine their efficacy and

efficiency.

In the use of HLS isolated from olive mill wastes, different fermentation times and
different sizes were obtained. For the HLS from different fermentation times slightly
better degradation results were obtained with one month fermentation time, however
differences were insignificant to take it into account, and the conclusion of no need of

residue fermentation was achieved.

In the use of different sizes, the pollutant degradation kinetics were practically the same,
concluding that the best option is to use a mixture of them all. Iron complexing ability
were studied using different water matrixes with good results in all cases. Toxicity
bioassays were carried out using different organisms to know which level of
detoxification has achieved. Concluding that these HLS were able to act as iron
complexing agents, and that chlorfenvinphos is the most toxic compound, and that water
samples containing HLS seems to be more toxic at the end of the treatment time due to

their surfactant capacity.



A mixture of parabens was treated using different origin HLS at mild photo-Fenton
process. HLS isolated from coffee were the most efficient when and extra amount of
hydrogen peroxide were added (stoichiometric doble amount). The conclusion reached
from toxicology bioassays and endocrine disruption is that the treatment time tsow 30
minutes is not enough to eliminated toxicity, even when the parabens removal was

obtained.

HLS from sludges were used for contaminant washing when pollutant concentration is
high, fitting together membrane system and oxidative process. HLS formed micelles and
can catch the pollutant inside, blocking the pass through the membrane. Thus, less volume
is treated then by photo-Fenton making easier the process. PARAFAC analysis shows

that exist an interaction between HLS and the pollutant.

Finally, mechanism reaction between HLS with Fe(ll) and Fe(l11) and their capacity of
generate reactive species were studies. Obtaining that in presence of Fe(l1l) the reaction

is slower but the complex is most stable.

HLS isolated from different residue types are useful when photo-Fenton process takes
place at circumneutral conditions due to their ability to complex iron, remaining it in

solution, and their ability to generate reactive species during the process.

Is possible to eliminate emerging pollutants present in wastewaters by photo-Fenton
process at mild pH conditions by adding these substances, adding value to the process,

and promoting circular economy.
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1.1.Problemética derivada de la presencia de contaminantes emergentes

En los Gltimos afios en muchos de los paises desarrollados y desde la Union Europea, se
han realizado grandes esfuerzos para reducir la presencia de ciertos contaminantes
considerados “tradicionales” en las aguas. Estos contaminantes pueden ser nutrientes,
metales 0 compuestos organicos persistentes (Solaun et al., 2021). Este esfuerzo ha dado
como resultado su reduccidn en costas, rios, estuarios y, en definitiva, en cualquier cauce
de agua natural. Sin embargo y al mismo tiempo, la presencia de otro tipo de
contaminantes ha ido ganando importancia y generando interés en la comunidad cientifica
debido al poco conocimiento que se tiene respecto a su posible dafio potencial en el medio
ambiente y en la salud humana (Borja et al., 2020), son los llamados contaminantes

emergentes.

El agua es un recurso esencial para la vida, y es imprescindible para numerosas
actividades humanas como el desarrollo normal de actividades domésticas, agricultura e
industria. Sin embargo, la presencia de estos contaminantes emergentes en aguas
superficiales y subterraneas pone en riesgo su calidad (Barbosa et al., 2016). Se define
como contaminantes emergentes (CE) aquellas sustancias de diferente origen y naturaleza
que previamente eran desconocidas 0 no reconocidas como contaminantes, que entran de
forma continua en el medio ambiente y para las que no existe una legislacion especifica.
El principal problema de estas sustancias no es tanto su concentracion (se encuentran en
concentraciones de ng L'y pug L) (Luo et al., 2014) sino los posibles efectos que puedan
producir en el medio ambiente y, por tanto, en la salud humana ya que, generalmente no
son eliminados por los medios convencionales de tratamientos de aguas (Planas et al.,
1997; Kuster et al., 2008; Ahile et al., 2020). En los ultimos afios ha crecido la
preocupacion respecto a la presencia de estos contaminantes en los diferentes reservorios
de agua y de sus efectos, ya que, aungue las concentraciones individuales presentes no
son toxicas (Barbosa et al., 2016) el efecto sinérgico y acumulativo no estéa bien definido
todavia. Entre los CEs mas comunmente detectados en las aguas se encuentran farmacos
y productos de cuidado e higiene personal (PPCPs: pharmaceutical and personal care
products) (Haman et al., 2015; Marta-Sanchez et al., 2018; Gmurek et al., 2019; Sadutto
et al., 2021), pesticidas (Senka et al., 2008; Kdck-Schulmeyer et al., 2013), antibidticos
(Gracia-Lor et al., 2012), aditivos industriales (Terzic, et al., 2008; Clara et al., 2010) y/o
disruptores endocrinos (Peng et al., 2008; Nie et al., 2012) entre otros. En la Tabla 1.1-1

se muestran los CE mas frecuentes detectados en el medio ambiente y su posible entrada
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(Luo et al., 2014). La entrada de los CE en el medio ambiente se origina principalmente
por la descarga del efluente secundario de las estaciones depuradoras de aguas residuales
(EDARS), por los efluentes provenientes de los hospitales, industria quimica e industria
agroalimentaria (De la Cruz et al., 2012). Una de las principales caracteristicas de estos
compuestos es que no necesitan ser persistentes en el medio ambiente para causar efectos
negativos, ya que su posible alta transformacion o degradacion se compensa por su

continua entrada (Petrovic et al., 2003).

Tabla 1.1-1. Principales fuentes de entrada de microcontaminantes en el medio acudtico. Fuente: Luo et

al., 2014.

Categoria Subclase Fuentes principales
Distintiva o No exclusiva
exclusiva
AINEs, Aguas residuales
reguladores domesticas (por
lipidicos, excrecion),
Farmacos anticonvulsivos, efluentes
antibidticos, p- hospitalarios,
blogueantes y escorrentia de
estimulantes. CAFOs
(concentrated
animal feeding
operations) y
acuicultura. Aguas residuales
Fragancias, Aguas residuales industriales
PPCPs desinfectantes,  domeésticas (ducha, (derivadas de la
filtros UV y bafio, afeitado, fabricacion de los
repelentes de piscinas, etc.) productos) y
insectos. lixiviados de
Aguas residuales vertederos (por
Hormonas Estrogenos domésticas (por eliminacion

esteroideas

excrecion) y
escorrentia de
CAFOsy
acuicultura.

Aguas residuales

Surfactantes Surfactantesno  domésticas (bafio,
idnicos colada, lavavajillas,
etc.) y vertidos de
aguas residuales de
limpieza industrial.
Quimicos Plastificantes y Aguas residuales
industriales retardadores del domésticas (por
fuego lixiviacion del
material).
Aguas residuales
Pesticidas domesticas

(limpieza

inadecuada de
articulos usados,
defectuosos o
inservibles).
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Insecticidas, inadecuada,
herbicidas y escorrentia de
fungicidas. jardines, etc.) y

escorrentia agricola.
*AINESs: antiinflamatorios no esteroideos.

*CAFO: concentrated animal feeding operation. Operaciones concentradas de
alimentacion de animales.

Las estaciones depuradoras de aguas residuales (EDARs) tienen como objetivo final
minimizar el impacto ambiental de las aguas que descargan en los cauces naturales
(Meneses et al., 2010). Estan disefiadas para controlar un amplio rango de sustancias
como particulas, nutrientes, o patégenos, pero mientras la eliminacidn de estas suele ser
eficiente y suficiente, no ocurre lo mismo con los CE (Luo et al., 2014). La eficiencia de
las EDARs convencionales depende de las caracteristicas del contaminante y de los
procesos empleados (Barbosa et al., 2016), y no estan disefiadas para eliminar
completamente compuestos organicos presentes a concentraciones bajas (Tijani et al.,
2013), convirtiendose asi en una fuente de contaminacion.

Existen procesos alternativos que pueden acoplarse a los tratamientos convencionales que
si son capaces de eliminar estos CE, como los procesos de oxidacion avanzada (POAS).
Estos pueden aplicarse como pretratamiento o postratamiento del proceso bioldgico de
las EDARs. Como pretratamiento para conseguir un efluente méas facilmente
biodegradable por los procesos bioldgicos tradicionales, y como postratamiento para la

eliminacién de CE y sus subproductos.

1.2.Procesos de oxidacion avanzada (POAS).

Los POAs son procesos de tratamiento de agua muy eficientes que pueden considerarse
una buena alternativa al tratamiento de aguas convencional. Los POASs se consideran
procesos sostenibles con el medio ambiente, basados en procesos fisicoquimicos que
inducen la descomposicion o simplificacion de la estructura molecular de moléculas
organicas (Antonopoulou et al., 2021) pudiéndolas convertir en H20, CO2 y sales
minerales bajo condiciones adecuadas (Augugliaro et al., 2006). Son procesos que
involucran generacién y uso de especies oxidantes transitorias, como el radical hidroxilo
(OH-), superdxido (O2-7), hidroperoxilo (HO2-), alcoxi (RO-), sulfato (SO4-") y cloro (Cl-)
dependiendo del catalizador o del oxidante utilizado, siendo el OH- el mas utilizado
(Antonopoulou & Konstantinou, 2016). El radical hidroxilo tiene un alto potencial de

oxidacion y puede oxidar gran cantidad de compuestos organicos, ademas de ser un
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proceso no selectivo. La eficiencia de la oxidacion depende de aspectos como la
naturaleza de los contaminantes a tratar o la matriz de agua (Wols et al., 2012). Los PAOs
pueden utilizarse solos, combinandolos entre si y/o en conjunto con otros tratamientos
convencionales, para la eliminacion de compuestos con alta estabilidad quimica y/o baja
biodegradabilidad (Malato et al., 2007a).

Existen gran cantidad de PAOs, y la combinacion entre ellos hace que puedan clasificarse
de diferentes maneras. La Tabla 1.2-1 muestra su clasificacién de acuerdo con la fuente

de generacion de especies reactivas:

Tabla 1.2-1. Clasificacion distintos POAs de acuerdo con la fuente de generacién de especies reactivas.

Método de generacion Procesos
de especies reactivas
Fotolisis con UV Fotdlisis directa
Fotdlisis indirecta
O3
Basados en Os O3 + UV
O3 + H20;

O3 + catalizador
Oxidacién humeda
Procesos térmicos Oxidacion humeda supercritica
Oxidacion himeda + H,0,
Ultrasonidos

Procesos de alta Tecnologias de haz de electrones
energia Tecnologias de microondas
Fenton
Electro-Fenton

Basados en H20: Foto-Fenton

Tipo-Fenton

UV/H0;
Fotocatalisis Fotocatalisis heterogénea

Fotocatalisis homogénea

A continuacion, se procede a la explicacion de algunos de estos procesos, que han sido

los utilizados principalmente en el presente trabajo:

1.2.1. Fotolisis con radiacion UV

Este tratamiento se caracteriza porque la oxidacion de los compuestos tiene lugar sin la
adicion de ningun reactivo quimico, Gnicamente la exposicion a la radiacion. A pesar de
la baja velocidad de reaccion, es capaz de degradar contaminantes emergentes. La

fotolisis puede producirse por dos vias: la directa y la indirecta.
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1.2.1.1.Fotolisis directa

La radiacion directa promueve que las moléculas irradiadas promocionen de su estado
fundamental a un estado excitado, desde el que posteriormente pueden experimentar otros
procesos como: homodlisis, heterdlisis o fotoionizacion. En presencia de oxigeno se
pueden producir reacciones adicionales con la generacion del radical superoxido, aunque
su potencial oxidativo es bajo. Este proceso presenta inconvenientes como baja eficiencia
y es aplicable solo a compuestos que absorben entre 300-200 nm. Generalmente esta
tecnologia se combina con la adicién de H202, aunque también puede combinarse con
otras especies oxidantes como S20s% 0 HSOs". Shah et al., 2013 y Khan et al., 2014
estudiaron la degradacion de endosulfan y atrazina respectivamente bajo fotolisis directa
a 254 nm usando diferentes agentes oxidantes. En ambos casos se estudio la aplicacion
de UV/S208%, UV/HSOs y UV/H202 obteniendo los mejores resultados de degradacion

con la combinacion UV/S20s?".

1.2.1.2.Fotolisis indirecta

En la fotolisis indirecta, otras sustancias fotosensibles presentes en la disolucion generan
por absorcidn de la luz un estado excitado y son capaces de transferir o ceder el exceso
de energia a otra molécula, que a su vez puede reaccionar con otras especies quimicas
dando lugar a productos de reaccion. En el caso de las aguas residuales, la materia
organica disuelta puede interaccionar con la luz favoreciendo la degradacion de

microcontaminantes.

1.2.2. Métodos Basados en H>O»

1.2.2.1.Proceso Fenton (H20; + Fe?*)

El proceso Fenton se basa en la utilizacion de iones ferrosos para la activacion del
perdxido de hidroégeno dando lugar a especies altamente oxidantes. Fue descubierto por
H.J. Fenton que llevé a cabo la oxidacidn del acido tartarico en presencia de H202 y sales
de Fe (I1) en 1894 (Fenton, 1894). Posteriormente, Haber y Weiss (Haber & Weiss, 1934)

propusieron que el oxidante activo que genera la reaccion es el radical OH-.

El mecanismo exacto de degradacion de los compuestos organicos por este proceso es
complejo y aun hoy en dia no se conoce totalmente, pero la mayoria de los autores estan
de acuerdo en las principales reacciones que tienen lugar, descritas a continuacion segln

Neyers & Baeyens, 2003 (Ecuaciones 1-7).

Fe?* + H,0, - Fe3* + OH- + OH (Ec. 1)
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Fe3* + H,0, > Fe** +0,H + H* (Ec.2)
OH + H,0, » 0,H + H,0 (Ec.3)
OH + Fe?t - Fe3" + OH~ (Ec. 4)

Fe3* + 0,H - Fe?* +0,+H* (Ec.5)

Fe?t + 0,H + H* - Fe®* + H,0 (Ec.6)

0,H + 0,H - H,0+0, (Ec.7)

En ausencia de sales de hierro no se genera el radical OH- pero con el aumento de la
concentracion de sales de hierro la degradacion de los compuestos organicos aumenta,

hasta un punto en que la adicion de mas sales de hierro resulta inefectiva.

Hay que tener en cuenta el pH al que se produce la reaccion. El proceso Fenton es
altamente dependiente del pH, encontrandose su éptimo a pH 2.8-3. Esta dependencia
con el pH se explica por la compleja quimica del hierro en disolucion (Pignatello et al.,
2006), que a pHs bésicos o ligeramente &cidos precipita formando 6xidos e hidroxidos de
hierro, dejando de estar en disolucion y, por lo tanto, provocando que se detenga la
reaccion. Estas especies coloidales de hierro descomponen el perdxido de hidrogeno en

oxigeno y agua sin formar los radicales hidroxilo.

La concentracion de H20: es otro de los parametros a considerar, si la concentracion es
baja no se producira la reaccion y si es demasiado elevada atrapara los radicales hidroxilo
generados dando lugar al “scavenging” y parando la reaccion. Por ultimo, hay que tener
en cuenta la temperatura de reaccion. Generalmente la velocidad de reaccion aumenta con
la temperatura, pero a temperaturas superiores a 40-50°C se pierde eficiencia en el

proceso debido a la acelerada descomposicion del H202 en Oz y H20.

La eficacia del proceso ha sido demostrada en gran cantidad de trabajos, degradando entre
otros contaminantes, antibioticos (Tirkay & Kumbur, 2019; Gupta & Garg, 2018; Wang
et al., 2017), hidrocarburos aromaticos (Flotron et al., 2005) o, colorantes (Soon et al.,
2011).

1.2.2.2.Proceso foto-Fenton (Fe?* + H,O; + radiacion UV)
El proceso foto-Fenton es uno de los procesos de oxidacion avanzada mas estudiados y
de los que mejores resultados muestran a la hora de purificar aguas residuales. En este

proceso se combina la radiacion UV o UV/luz visible con el proceso Fenton descrito

8
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anteriormente, consiguiendo una mejora en la eficiencia del proceso debido al aumento
de la generacion de radicales hidroxilo. Este aumento en la velocidad de degradacion se
debe a la fotoquimica del hierro y la descomposicion del perdxido de hidrégeno

(Ecuaciones 8-10).
Fe?* + H,0, » Fe3* + OH™ + OH (Ec.8)
Fe3* + H,0 + hv > Fe?* + OH + H* (Ec. 9)
H,0, + hv - 2HO (1 <400nm) (Ec. 10)

Los complejos de Fe3* sufren una transferencia de carga ligando-metal dando lugar a su

disociacion en Fe?" y el ligando oxidado, Lox (Pignatelo et al., 2006). Ecuacion 11.
Fe3* + (L)p + hv —> Fe** + (L)p_1 + L,y  (EC.11)

Esta reduccion del Fe(l11) cierra el ciclo y genera a la vez nuevas especies reactivas. La
oxidacion de contaminantes organicos por el proceso Fenton y foto-Fenton se inhibe con
la presencia de iones inorganicos (sulfato, fosfato, cloruro, bromuro, fluoruro). El grado
de inhibicion depende de la concentracion de estos iones, debido a que el hierro forma
complejos insolubles y precipita (Pignatello et al., 2006).

Este proceso ha demostrado ser eficiente en la degradacion de multitud de antibioticos
(Amildon et al., 2018; Giraldo-Aguirre et al., 2018; Wang et al., 2019; Gou et al., 2021),
plaguicidas (Carra et al., 2014; De la Cruz et al., 2012; Navarro et al., 2011; Gongalves
et al., 2020), efluentes de industria textil (Tarkwa et al., 2019; Visa & Duta, 2013) y
alimentaria (Garcia-Ballesteros et al., 2016; loannou-Ttofa et al., 2017).

El requerimiento de un pH tan acido para llevar a cabo el proceso foto-Fenton es uno de
sus mayores inconvenientes, sobre todo si se considera el proceso a escala industrial, ya
que harian falta gran cantidad de reactivos para bajar el pH (poder llevar el proceso a
cabo) y para subirlo posteriormente en el momento de vertido de las aguas a los cauces
naturales (Pérez et al.,, 2013). Existe una alta dependencia entre la reactividad y
funcionamiento del sistema con el pH (Figura 1.2.2.2-1). A pH 1 la concentracion libre
de Fe(lll) se reduce formando FeOH:y Fe (OH)2*; a pH comprendidos entre 2 y 3 el
FeOH: alcanza su concentracion mas alta asegurando el méximo rendimiento. Conforme
el valor de pH aumenta por encima de 3 la reactividad se desploma debido a la

disminucion de la disponibilidad de FeOH: fotoactivo y hierro disuelto. A pHs superiores
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a 4 el hierro disuelto precipita en forma de éxidos e hidroxidos de hierro (Clarizia et al.,
2017).

100 A
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v g ()
é 80 4 Fe(OH); (s)
2
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<
‘%l' 40 .
g /
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Figura 1.2.2.2-1. Especiacion de los hidréxidos del Fe en funcion del pH para una disolucién a una

concentracion 1.0*10-° M de Fe (I11) a 25°C. Fuente: Clarizia et al., 2017.

1.2.2.3.Proceso tipo Fenton

Los procesos tipo Fenton (Fento-like) son los procesos Fenton y foto-Fenton en los que
se han producido variaciones con la finalidad de ampliar su rango de aplicacion. De las
primeras variaciones experimentadas fue la sustitucion en el uso del Fe?* por sales de
Fe®*, cuyo precio es mas asequible. El H202 se descompone en radicales hidroxilo y el
Fe(l11) se reduce a Fe(ll) (Ecuaciones 12-14) y los resultados finales obtenidos en las

degradaciones son similares (Pignatello et al., 2006).
Fe3* + H,0, » Fe?* + OH™ + OH (Ec. 12)
Fe3* + H,0, » H* + FeOOH?** (Ec. 13)
FeOOH?** - HO, + Fe?* (Ec. 14)

Dentro de esta categoria entrarian también el conocido como Fenton-heterogeneo, donde
el hierro empleado se encuentra fijado sobre algin soporte (Yeh et al., 2004;
Babuponnusami & Muthukumar, 2014; Lai et al., 2021). Otras alternativas son la
sustitucion de las sales de hierro por las sales de otros metales de transicion como el
cromo o el cobre (Santos-Juanes et al., 2008; Bokare & Choi, 2014), la adicion de hierro
a bajas concentraciones (Miralles-Cuevas et al., 2015) o el uso de la matriz de agua para
ampliar el rango de aplicacion de pH (Garcia-Ballesteros et al., 2016). También se
engloban dentro de esta categoria los procesos en los que se adicionan complejantes del

hierro para mantenerlo en disolucion a pHs mas neutros. De los agentes mas empleados
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como quelantes estan el acido etilendiaminotetraacético, EDTA (De Luca et al., 2014;
Clarizia et al., 2017); el &cido etilendiamino-N,N’-disuccinico, EDDS (Miralles-Cuevas
et al., 2019; Lumbarque et al., 2019; Gongalves et al., 2020); oxalato (Klamerth et al.,
2011; Dias et al; 2014); acido nitrilotriacético, NTA (De Luca et al., 2015; Dong et al.,
2019; Ahile et al., 2020); acido citrico (Katsumata et al., 2006; Miralles-Cuevas et al.,
2014); y &cidos humicos y sustancias tipo humicas (Gomis et al., 2014; Ballesteros et al.,
2017; Caram et al., 2018).

Cuando se trata de la eliminacion de CEs, al estar presentes en concentraciones tan bajas,
se pueden asumir unos tiempos de tratamiento mas largos sin que suponga una pérdida
de eficiencia del proceso (Santos-Juanes et al., 2017) evitando la modificacién del pH, de
ahi que en los ultimos afios diferentes autores estén trabajando en el desarrollo de

diferentes estrategias para lleva el proceso a pH mas proximos a la neutralidad.

1.2.2.3.1. Foto-Fenton heterogéneo

Una de las estrategias para aplicar el proceso foto-Fenton a pHs mas cercanos a la
neutralidad es el conocido como proceso foto-Fenton heterogéneo, el cual se basa en la
utilizacion de una fase sélida que contenga hierro activo, como pueden ser minerales a
base de hierro, particulas recubiertas de hierro activo inmovilizado o especies de hierro
fijadas a soportes sélidos (Santos-Juanes et al., 2017). La activacion del H202 para
generar especies oxidantes activas se produce principalmente en la interfaz del catalizador
solido (Zhu et al., 2019a). En los ultimos afios, estos procesos han ganado popularidad
debido a las ventajas de usar catalizadores insolubles (Herney-Ramirez et al., 2010) ya
que eliminan dificultades del proceso foto-Fenton homogéneo como son sus necesidades
menos estrictas de pH, que no hay generacion de lodos por precipitacion del hierro y que
existe la posibilidad de recuperar el catalizador (Jain et al., 2018). Guo et al., 2021
compararon la degradacion de fluoroquinolonas por foto-Fenton homogéneo y
heterogéneo concluyendo que para su degradacion se generaban mas radicales OH-

mediante la utilizacion de catalizadores heterogéneos.

1.2.2.3.2. Adicién de hierro a bajas concentraciones

De acuerdo con la Figura 1.2.2.2-1, la solubilidad del Fe(l1l) cae por encima de pH 3-4
y la especie predominante pasa a ser el Fe(OH)s que precipita y deja de estar disponible
en la reaccion. Sin embargo, una pequefia fraccion de hierro en forma de Fe(OH)?* sigue

permaneciendo soluble aun a pH proximos a la neutralidad.
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Con esta premisa se han realizado estudios afiadiendo bajas concentraciones de hierro (1
mg L7 o inferiores) con la intencién de que sea la cantidad minima suficiente para
mantenerse en disolucion y que sea capaz de llevar a cabo la reaccion. El objetivo es
minimizar las pérdidas de hierro por precipitacion. Esta técnica es util cuando la
concentracion inicial de contaminantes a degradar es baja y la cantidad de hierro afiadida
es suficiente para actuar como catalizador, generando las especies reactivas necesarias

para la eliminacion de estos contaminantes (Santos-Juanes et al., 2017).

1.2.2.3.3. Uso de la matriz de agua para evitar la adicién y desactivacion del hierro
Segun qué tipo de efluente vaya a tratarse, puede darse el caso de que no sea necesaria la
adicion de hierro o que el pH de aplicacion del proceso pueda extenderse por encima de
3 debido a las caracteristicas intrinsecas del efluente. Garcia-Ballesteros et al., 2016
comprobaron que, en presencia de compuestos fendlicos, el pH dptimo del proceso foto-
Fenton aumentaba hasta 3.9 debido a la complejacion del hierro por parte de los
compuestos fenolicos. Este resultado es interesante teniendo en cuenta que estos
compuestos estan presentes en gran cantidad de efluentes provenientes de la industria

alimentaria.

Moreno-Andrés et al., 2021 demostraron que en matrices de agua salina y ligeramente
salina (30 y 1 g Lt de NaCl respectivamente), el catecol es capaz de complejar el hierro
manteniéndolo en disolucion durante el proceso foto-Fenton a pHs méas neutros. Por
encima de 7 mg L de catecol se eliminan el 90% de la mezcla de contaminantes
estudiados en menos de una hora a cualquier pH, siendo las condiciones experimentales

Optimas 10-15 mg L* de catecol y pH 5.

Otro caso destacable serian las aguas residuales de la industria metallrgica. Estas pueden
contener a parte de hierro, otros metales como cobre o cromo, capaces de producir la

complejacion del hierro (Santos-Juanes et al., 2008).

La presencia de sustancias himicas en el agua a tratar también puede ser Gtil en el proceso
de estabilizacion del hierro en disolucion. Katsumata et al., 2008 demostraron que la
eliminacién de estas sustancias mediante proceso foto-Fenton podia llevarse a cabo a pH
de 4. Otros autores como Murray & Parsons, 2004 o Georgi et al., 2007 aprovecharon la

presencia de estas sustancias en el agua para llevar el proceso foto-Fenton a pH 5.
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1.2.2.3.4. Adicion de sustancias quelantes

La idea de adicionar sustancias complejantes capaces de mantener el hierro activo a pH
mas proximos a la neutralidad resulta muy interesante teniendo en cuenta que pueden
reducir la formacién de lodos debido a la precipitacion del hierro y que pueden llegar a

reducir costes si se traslada el proceso a escala industrial.

Los agentes quelantes adicionados deben cumplir al menos dos condiciones, (i) tener mas
de dos grupos funcionales adecuados que sean donantes de electrones al &tomo de metal
procedentes de grupos como NHz2 0 -COOH (Figura 1.2.2.3.4-1) y, (ii) formar un anillo

con el atomo de metal a través de estos grupos funcionales (Zhang & Zhou, 2019).

@ Other reactive
, Nb FeCID) —3» ReCIDL B0 + , FedIDL HOv v species
4 + - (3)"]' (4)I (8)/[\
Neoog eI FedlIDL “ %;icc:'::" ReCIDL + Hy0y lt;:gn;e
(5)] (s)'[‘ e ;
" I\ A Orgamcs¢ )
eaDL * %0, g0 * FectIDL
Oxidized
® products

Fe(IIDL

Figura 1.2.2.3.4- 1. Reacciones que tienen lugar por la complejacion Fe-L. Fe(I1)/Fe(l11) representa todas

las formas posibles de los complejos Fe-L. Fuente: Zhang & Zhou, 2019.

La eficiencia de la reactividad de los complejos Fe-L puede venir de (i) el efecto de la
sustancia quelante en las propiedades redox del Fe(ll11)/ Fe(ll), (ii) la induccion de la
reaccion del H202 con el Fe y, (iii) la competicion por las especies oxidantes en la

reaccion (Georgi et al., 2007; Santos-Juanes et al., 2017).

La capacidad de los iones metalicos para oxidarse/reducirse depende de los potenciales
redox de las sustancias que se empleen (Rizvi et al., 2010). Los potenciales redox de los
complejos Fe-L deben cumplir dos condiciones cuando se adicionan a los procesos foto-
Fenton, (i) debe ser inferior al del H202/OH" para permitir la oxidacion del complejo
Fe(Il)-L por parte del H202 vy, (ii) ser lo suficientemente elevado para permitir la
reduccién de los complejos de Fe(lll)-L a Fe(ll)-L por las especies reactivas (Zhang &
Zhou, 2019). Cuanto mayores sean los potenciales redox de los complejos Fe-L mas
rapidas seran las reducciones de los complejos Fe(l11)-L. La estabilidad del complejo es
un parametro importante y hay que considerarlo. Es la capacidad de interaccion

(mantenida en el tiempo) de los agentes quelantes y los iones metalicos; cuanto mayor
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sea la estabilidad del complejo mayor sera la posibilidad de que se forme. Aunque el
mecanismo de actuacion del complejo Fe-L como catalizador en la reaccién foto-Fenton
no esta descrita completamente, se sabe que el radical OH- desempefia un papel
importante. Xue et al., 2009 describen la complejacion del hierro por el quelante y el

inicio de la reaccién como se detalla a continuacion (Ecuaciones 15-19):
Fe3* + L - Fe(lI)L  (Ec. 15)
Fe(IINL + H,0, —» Fe(I)L + H* + HO, (Ec. 16)
Fe(IINL + HO, = Fe(INL + H* + 0, (Ec. 17)
Fe(IINL + 05 - — Fe(INL + 0, (Ec.18)
Fe(IDL + H,0, - Fe(IINL + HO" + OH~ (Ec.19)

Del mismo modo que en el proceso foto-Fenton convencional la radiacion juega un papel
importante en la velocidad de la reaccién (Ecuacion 20), en este caso, la produccion de

especies reactivas también mejora.
Fe(IINL -" Fe?* +L  (Ec. 20)

La utilizacion de agentes quelantes (i) promueve la generacion de OH- por la activacion
del H202, (ii) puede mejorar la solubilidad de compuestos no polares, (iii) tiene la
capacidad de reducir el Fe(lll) a Fe(ll), (iv) los quelatos tienen mayor rendimiento

cuantico y, (v) se amplia el rango de radiacion al que puede producirse el proceso.

A la hora de seleccionar un compuesto quelante hay que tener en cuenta diversas
consideraciones: (i) estabilidad del ligando libre y complejado (ii) relacion molar L:Fe,
ya que los quelantes generalmente no se encuentran de forma natural en las aguas, lo que

supone un aumento del valor del COT (iii) biodegradabilidad y toxicidad del quelante.

1.2.2.3.4.1.Diferentes agentes quelantes
A continuacién, se nombraran algunos de los agentes quelantes méas estudiados en la

aplicacion al proceso foto-Fenton a pHs mas proximos a la neutralidad.

1.2.2.3.4.1.1. Acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
El &cido etilendiaminotetraacético es un acido amino-policarboxilico que posee una alta
capacidad complejante y que esta presente en productos industriales y de limpieza

doméstica (Ahile et al., 2020). Debido a su aplicacion industrial y a su aplicabilidad en
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medio acuoso, este compuesto se encuentra con facilidad presente en los cauces de aguas
naturales. También se encuentra presente en los suelos debido a su uso en fertilizantes

agronémicos.

Es una molécula con cuatro grupos carboxilicos y dos amino, presenta seis atomos
donantes que pueden formar hasta cinco anillos quelato-metal (Figura 1.2.2.3.4.1.1-1)
formando idealmente un complejo octaédrico (Figura 1.2.2.3.4.1.1-2).

MeEDTAZ"

Figura 1.2.2.3.4.1.1- 2. Estructura octaedra del complejo metal-EDTA. Fuente: Bucheli-Witschel & Egli,
2001.

El rendimiento cuéntico del complejo Fe(111)-EDTA depende del pH, de la longitud de
onda de la radiacion aplicada y de la cantidad de oxigeno disuelto presente en la
disolucién segun Kocot et al., 2006. La degradacién de CEs mediante la utilizacién de
este complejo Fe(l11)-EDTA ha sido demostrada por autores como De Luca et al., 2014
que demostraron que con una relacion molar 1.5:1 EDTA:Fe(lll) y a pH 7, el complejo
es capaz de catalizar el H202 y degradar el antibiotico sulfametoxazol; Silva et al., 2021
degradaron naproxeno con una relacién molar 2:1 EDTA:Fe(lll) a pH 7 en presencia de
H202 con buenos resultados de degradacion; Ahile et al., 2020 demostraron la
degradacion del colorante azul de metileno a pH 7 y una relacion EDTA:Fe(lll) 1.5:1.

El principal problema que presenta la aplicacion del EDTA es su baja tasa de
biodegradabilidad (Yuan & VanBriesen, 2013) convirtiéndolo en un contaminante

emergente (Huang et al., 2013), asi como la movilizacién de metales pesados presentes
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en el suelo o lodos (Kari and Giger, 1996) con el consiguiente paso a los cauces de agua
y riesgo potencial para los ecosistemas acuéticos (Schmidt et al., 2004) ya que, el
complejo EDTA-metal es hidrosoluble a un gran rango de pHs. En la Figura

1.2.2.3.4.1.1-3 se muestran las diferentes especies Fe-EDTA en funcion del pH.

100 4 Sy .\ . Fe(OH);
2 \, Fe(OH,EDTA~
S 80 4 FEDTA- Y / \ /] \
= 4 \ /
= / \ \
= / \ / ".‘
£ 60 1 | \\ / \
= [ \
kg ‘/“ /l\ \
o 40 - e N [\
s FeOHEDTAY } [\
8 /\ "\ //
5 01 FeHEDTA F N/
/ \
: — //\.
0 L) L) L) T L)
0 2 4 6 8 10 12 14

pH
Figura 1.2.2.3.4.1.1- 3. Diagrama de especiacion del complejo Fe(l11)-EDTA en funcion del pH en una

disolucién con una concentracion de Fe(l11) de 1.0*10° M y 1.0*10° M de EDTA a 25°C de temperatura.
Fuente: Clarizia et al., 2017.

1.2.2.3.4.1.2. Acido etilendiamino-N, N’-disuccinico (EDDS)

El &cido etilendiamino-N, N’-disuccinico (EDDS) ha sido el mayor sustituto del EDTA
como complejante del hierro (Figura 1.2.2.3.4.1.2-1). Es un isémero estructural del
EDTA pero con una mayor tasa de biodegradabilidad y que no presenta toxicidad en
condiciones ambientales (Lumbaque et al., 2019). Ha demostrado ser eficiente en la
solubilizacion de especies de hierro y otros metales en un amplio rango de pHs (Orama
et al., 2002; Soriano-Molina et al., 2018).

HO ¢}

NH
NE NS OH

0)
HO 0}

OH

Figura 1.2.2.3.4.1.2- 1. Estructura molecular EDDS. Fuente: Bucheli-Witschel & Egli, 2001.

El mecanismo de reaccion para la formacion de Fe(ll) a partir del complejo Fe(I111)-EDDS
en presencia de radiacion ha sido descrita por Wu et al., 2014. Ellos calcularon los

rendimientos cuanticos de reduccion a Fe(l1) por fotdlisis por parte del complejo Fe(l11)-
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EDDS entre 290 y 400 nm de radiacién. Los autores asumen que la reduccion de Fe(ll)

es igual a la degradacion del complejo Fe(l11)-EDDS (Ecuaciones 21-22).
Fe3* —EDDS + hv » Fe?* + EDDS" (Ec. 21)
EDDS + 0, » EDDS,, + 0, (Ec. 22)

Li et al., 2010 calcularon el rendimiento cuantico del complejo a diferentes pH para la
degradacion del 17B-estradiol obteniendo mayores rendimientos cuénticos conforme
amentaba el pH, contrariamente a lo que ocurre en ausencia de complejo Fe(l11)-EDDS.
Las diferentes especies de Fe-EDDS en funcidon del pH se muestran en la Figura
1.2.2.3.4.1.2-2.

100 Fes+ F:'}‘:DDS
8 .
2 30 - Fe(OH); (s)
Z 60 -
Y
of
2 40 -
g FeOH?*/ Fe(OH),
g 204 N
o FeOHEDDS
° ? e
0 = s L} - -' ‘l’ Ll L} 1
0 2 4 6 8 10 12 14

pH
Figura 1.2.2.3.4.1.2- 2. Diagrama de especiacion del complejo Fe(l11)-EDDS en funcion del pH en una

disolucién con una concentracion de Fe(l11) de 1.0%10°° My 1.0*10°> M de EDDS a 25°C de temperatura.
Fuente: Clarizia et al., 2017,

El EDDS ha demostrado por numerosos autores ser eficiente para llevar el proceso foto-
Fenton a pHs mas neutros y ser capaz de complejar el hierro manteniéndolo en disolucion.
Papoutsakis et al., 2015 comprobaron en aguas reales de EDAR, la degradacion de
microcontaminantes a pHs de entre 5y 8; Miralles-Cuevas et al., 2019 eliminaron el 90%
de una mezcla de microcontaminantes aplicando 2 kJ L™ de energia solar y una relacion
molar 1:1 Fe:EDDS; Huang et al., 2012 demostraron que la presencia del complejo

Fe:EDDS estimula la generacion de OH- y la degradacién del bisfenol A a pHs neutros.

1.2.2.3.4.1.3. Acido nitrilotriacético (NTA)
El &cido nitrilotriacético también pertenece a la familia de los &cidos amino-
policarboxilicos (Figura 1.2.2.3.4.1.3-1). Es un ligando trianionico tetradentado tripodal
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que forma, al igual que el EDTA, un octaedro como estructura metal-NTA (Figura
1.2.2.3.4.1.3-2).

MeNTA™

Figura 1.2.2.3.4.1.3- 2. Estructura octaedra del complejo metal-NTA. Fuente: Bucheli-Witschel & Egli,
2001.

El complejo Fe(111)-NTA es capaz de fotolizarse a longitudes de onda por encima de 300
nm dando lugar a la formacién de iones de Fe(ll) (Clarizia et al., 2017). Pese a que su
reactividad con los radicales hidroxilo es menor que la del complejo Fe(l11)-EDDS, el
complejo Fe(ll1)-NTA es capaz de degradar contaminantes en menores tiempos de
tratamiento bajo las mismas condiciones y una radiacion aplicada de 200 a 530 nm (Zhang
et al., 2016). La estabilidad del complejo metal-NTA es menor que la del metal-EDTA
(Bucheli-Witschel & Egli, 2001), pero su alta biodegradabilidad y su baja toxicidad en el
medio ambiente (Silva et al., 2021) lo convierten en una opcion mas respetuosa con el
mismo. La Figura 1.2.2.3.4.1.3-3 muestra las diferentes especies de Fe(ll1)-NTA en

funcién del pH.
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Figura 1.2.2.3.4.1.3- 3. Diagrama de especiacion del complejo Fe(lI1)-NTA en funcién del pH en una
disolucién con una concentracion de Fe(I11) de 1.0%10° M y 1.0%10° M de NTA a 25°C de temperatura.
Fuente: Clarizia et al., 2017.

De Lucaet al., 2014 estudiaron la degradacion del sulfametoxazol mediante la utilizacion
de varios complejos Fe(lll)-ligando concluyendo que, debido a su baja toxicidad, poca
aportacion al aumento del COT Yy alta estabilidad, el complejo mas eficiente para llevar a
cabo el proceso foto-Fenton era el NTA. Sun et al., 2013 estudiaron la degradacion de la
carbamazepina a pH 7 en presencia de este ligando metal, obteniendo una constante de
degradacion de 0.0419 (+0.002) min™.

1.2.2.3.4.1.4. Oxalato

El acido oxalico es un acido carboxilico cuya base conjugada, el oxalato, es un agente
complejante de iones metalicos. Con el hierro forma el complejo ferroxalato, el cual es
capaz de expandir el rango de aplicacion del proceso foto-Fenton absorbiendo radiacién

por encima de 450 nm aumentando asi la eficiencia oxidativa.

En la Figura 1.2.2.3.4.1.4-1 se muestra el diagrama de especiacién del complejo
ferroxalato. El Fe estd en forma de Fe(l11) di-oxalato férrico hasta valores de pH de 4, por

encima de este valor de pH se forman Fe(OH)s.
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Figura 1.2.2.3.4.1.4-1. Diagrama de especiacion del complejo ferroxalato en funcion del pH en una
disolucién con una concentracion de Fe(l11) de 1.0*10° M y 3.0*10-° M de oxalato a 25°C de temperatura.
Fuente: Clarizia et al., 2017.

El oxalato ha sido el ligando mas utilizado para la degradacion de compuestos organicos
mediante proceso foto-Fenton, debido a su alta fotosensibilidad y a su alto rendimiento
cuéntico (®=1.24 a 300 nm y pH 2.0) (Silva et al., 2021). Aunque el oxalato es
biodegradable y presenta baja toxicidad, el principal problema que presenta este complejo
es la elevada relacién molar necesaria para que se formen complejos estables, ya que es
un complejante débil, lo que supone una adicién demasiado alta de COT al sistema
convirtiéndolo en un contaminante potencial. De Luca et al., 2014 probaron la relacion
molar Fe:oxalato 1:10, que era la usada generalmente en bibliografia, y 1:20 pasando de

un 30% a un 70% de degradacion de sulfametoxazol respectivamente.

Algunos autores que han demostrado la eficiencia de este complejo en el proceso foto-
Fenton han sido Klamerth et al., 2011; Pereira et al., 2014; Soares et al., 2015; Schenone
etal., 2015.

1.2.2.3.4.1.5. Acido citrico

El &cido citrico es ampliamente usado en la industria farmacéutica y alimentaria, por lo
que una de sus principales ventajas es que se encuentra presente en numerosas ocasiones
en las aguas. ElI complejo Fe(lll)-citrato da lugar a una transferencia de carga ligando
metal, después de la cual reaccionan para generar Fe(ll) y especies reactivas como OH-,
HO2:/02:- y H202 (Ahile et al., 2020).

El complejo Fe(l1)-citrato ha demostrado ser eficiente en la degradacion de atrazina en
un rango de pH 3.5-8.6, donde a mayor concentracion del ligando, mayor degradacion
del herbicida (Ou et al., 2008); Miralles-Cuevas et al., 2014 eliminaron el 90% de los
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contaminantes presentes en la matriz de agua con una relacion molar Fe(lll)-citrato de
1:5aun pH 6-7; la eliminacion de alaclor en presencia de este ligando ha sido demostrada
por Katsumata et al., 2006, entre otros.

1.2.2.3.4.1.6. Sustancias humicas

Las sustancias humicas (SH) han sido consideradas como la parte estable de la materia
organica de los suelos durante mucho tiempo (Gerke, 2018) y son uno de los reservorios
mas importantes de carbono en la biosfera (Ateia et al., 2017). Las SH son un conjunto
de sustancias coloreadas de alto peso molecular formadas por procesos bioquimicos a
partir de residuos de origen animal o vegetal, bastante resistentes a la degradacion
quimica y/o microbioldgica. Estdn compuestas aproximadamente por 50% de carbono,
35-45% de oxigeno, 5% de hidrégeno y 3% de nitrégeno y azufre (Thurman et al., 1985;
MacCarthy, 2001).

Las SH son sustancias amorfas de colores oscuros, polimeros tridimensionales de elevado
peso molecular, de caracter acido, constituidos por unos grupos funcionales: nucleo
(grupos aromaticos nitrogenados y grupos bencénicos aromaticos), grupos reactivos
(responsables de importantes propiedades de la materia orgénica: hidroxilo, carboxilo,
amino, metoxilo, etc.), puentes de unién (nitrilo, amino, cetonicos, etc.) y cadenas
alifaticas (Figura 1.2.2.3.4.1.6-1).

Sustancias humicas

(polimeros pigmentados)

.
~ Ny

Acidos fulvicos Acidos humicos Huminas

Amarillo Amarillo -
claro marron

Aumento de la intensidad del color = m—p
Aumento en el grado de condensacion =
2000 =——— Aumento en el peso molecular —=——— 300000
45% Aumento en el contenido de C  =——— 65 %
48 Y% e Disminucion en el contenido de O =———— 30 %
1400 <= Disminucion en la acidez intercambiable e 500
< Disminucion en el grado de solubilidad

Figura 1.2.2.3.4.1.6- 1. Propiedades fisicoquimicas de las SH. Fuente: Stevenson, 1994,

Las sustancias humicas pueden dividirse en tres grupos:

Acidos hiimicos (AH): sélidos amorfos de color marron oscuro, insolubles en agua y en
casi todos los disolventes no polares, pero facilmente dispersables en las soluciones
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acuosas de los hidroxidos y sales béasicas de los metales alcalinos, constituyendo un
hidrosol que puede experimentar floculacion mediante el tratamiento de los &cidos o los
demas cationes. Figura 1.2.2.3.4.1.6-2.

HCO

COOH (HE-OH)y  (asucan) H
[ ’ OH

‘ H o o
L —~CH 4 g 0 o COOH
\ N X =
HO Y ;:/4 CH CH, |

QO B T " Ncoom

(0] ,T]H o
R—CH o
C=0 (péptido)

Estructura modelo del acido himico r\IIH
(Stevenson, 1982)

Figura 1.2.2.3.4.1.6- 2. Ejemplo de estructura modelo de AH. Fuente: Stevenson, 1982.

Acidos falvicos (AF): constituyen una serie de compuestos solidos o semisélidos,

amorfos, de color amarillento y naturaleza coloidal, facilmente dispersables en agua y no
precipitables por los é&cidos, pero susceptibles de experimentar floculacion en
determinadas condiciones de pH y concentracion de las soluciones de cationes no
alcalinos. Figura 1.2.2.3.4.1.6-3.

OH COOH CHOH
HOOC CH, CH CHy
H
(L Soncoon
HOOC CH, CHOH
N F
COOH OH CH,—C”  “COOH

Estructura modelo del acido fulvico 0
(Buffle, 1977)

Figura 1.2.2.3.4.1.6- 3. Ejemplo de estructura modelo de AF. Fuente: Buffle, 1977.

Huminas: constituyen un grupo de sustancias muy diferentes entre si, de color negro e

insolubles en medio alcalino.

A pesar de la heterogeneidad de las SH, existen similitudes entre muestras de distinto
origen. La estructura molecular secundaria es clave para la asociacion con compuestos
organicos, y las variaciones en tamafio y forma dependen de las caracteristicas
fisicoquimicas de la matriz de agua en la que se encuentre (Ephraim et al., 1995). Asi, a
pHs bésicos, baja concentracion de materia organica disuelta y condiciones de baja fuerza
ionica, se presentan como moléculas extendidas, lineales y de alto peso molecular,
mientras que, a pHs acidos, alta fuerza ionica y elevada concentracion de MOD son

moléculas con formas esféricas globulares compactas. La estructura secundaria es la
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responsable de la formacion de pseudomicelas, que a su vez son las responsables de la
interaccion con compuestos organicos. Estas pseudomicelas son mas grandes que las

micelas y tienen un nucleo hidrofébico (David Gara, 2008).

1.2.2.3.4.1.6.1.Formacion de las SH

La formacioén de las sustancias himicas puede producirse por varios mecanismos
conocidos como: (i) modificacion de las ligninas, (ii) origen de los polifenoles y, (iii)
condensacion de azucares y aminas. Deben considerarse todos los mecanismos, y
dependiendo de las condiciones ambientales del suelo prevalecera la formacion por una

via u otra.

Teoria de la lignina:

Descrita por Waksman & lyer, 1932 (Figura 1.2.2.3.4.1.6.1-1). La lignina es utilizada de
forma incompleta por los microorganismos del suelo y el residuo pasa a formar parte del
humus, posteriormente sufre otra serie de modificaciones para acabar generando primero
AH vy luego AF.

Ligninas

Bl Ataque por
e micro - Restos
estructurales de organismos
las ligninas - Pérdida de CH;
- Oxidacion
- Condensacion
con compuestros
| nitrogenados
Posterior
utilizacién por Acidos hiimicos
microorganismos
Fragmentacion
r

Acidos fulvicos

Teoria de la lignina (Waksman, 1932)

Figura 1.2.2.3.4.1.6.1- 1. Teoria de la lignina. Waksman, 1932.

Teoria del polifenol:

Mecanismo descrito por Stevenson, 1982 (Figura 1.2.2.3.4.1.6.1-2). En una primera
etapa, la lignina es degradada por los microorganismos en aldehidos y acidos fendlicos
que producen quinonas por reacciones enzimaticas que se polimerizan para formar SH.

En el segundo mecanismo los compuestos fenolicos son sintetizados a partir de sustratos
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distintos a la lignina (por ejemplo, celulosa), posteriormente son oxidados a quinonas y

convertidas en SH.

Ligninas

Celulosa y otras

Ataque por sostancias no ligninas
miCroorganismos l

Utilizacion por

Aldehidos y
acidos fenolicos

/\ microorganismos

. R Polifenoles
Posterior utilizacion
por microorganismos y
oxidacion a CO,

Polifenooxidasa

Quinonas
A(‘ompueslos nitrogenados

Acidos humicos Acidos fulvicos

Teoria de los polifenoles (Stevenson, 1982)

Figura 1.2.2.3.4.1.6.1- 2. Teoria del polifenol. Fuente: Stevenson, 1982.

Condensacion de azlcares y aminas:

Los azucares y aminoacidos generados en el metabolismo microbiano se condensan para

formar polimeros pardos por via no enzimatica y a temperaturas moderadas.

1.2.2.3.4.1.6.2.Aislamiento de STH
Las STH pueden sintetizarse y aprovecharse para diferentes usos. A continuacion, se

detalla su proceso de extraccion.
Extraccién

Es el primer paso para aislar y caracterizar SH y el mas critico, ya que deben extraerse de
la forma menos alterada posible y evitando la extraccion de otro tipo de sustancias con
caracteristicas no himicas. El extractante utilizado debe solubilizar las SH sin producir
cambios en su estructura molecular ni en sus propiedades (Schnitzer, 1978). Para que el
método de extraccion seleccionado sea considerado valido debe cumplir con una serie de

objetivos (Stevenson, 1994):
¢ No debe alterar la materia organica que se aisla.

e Enlas SH obtenidas no debe haber presencia de impurezas organicas.
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El peso molecular medio obtenido en la fraccion extraida debe ser representativo

de toda la muestra.

El método seleccionado debe ser aplicable y universal para cualquier tipo de

sustrato/material.

Segun las caracteristicas del material original del cual se van a extraer estas SH hay que

adaptar el método de extraccion, puesto que no existe un método universal aplicable a

cualquier sustrato/material. Hay que considerar una serie de factores que influyen en la

extraccion de estas sustancias, como:

Concentracién y tipo de extractante: el tipo de extractante es un parametro

importante ya que de €l depende la solubilidad de la materia organica. EI mas
utilizado histéricamente ha sido el NaOH y posteriormente el KOH. En cualquier
caso, deben ser extractantes alcalinos que son con los que se obtiene un mayor
rendimiento debido a las caracteristicas de las SH descritas anteriormente. Las
concentraciones empleadas pueden variar dependiendo del caso, por ejemplo:
Tomati et al., 2001 utilizaron NaOH a 0.1M, y Ouatmane, 2000 KOH 1M.

Relacion de extraccion (p/v): influye en la concentracion de material que se

obtiene. Debe considerarse la posible saturacion del extractante antes de que

extraiga toda la materia organica.

Tiempo de extraccion: Segun la Sociedad Internacional de Sustancias HUmicas

(IHSS), el tiempo necesario es de 4 horas, pero este tiempo puede variar desde 1
a 24 horas dependiendo del estudio que se consulte.

Temperatura de extraccion: Se ha demostrado que el incremento de la temperatura

resulta en un incremento del rendimiento del proceso de extraccion.

Fraccionamiento

El método maés utilizado para el fraccionamiento de las SH se basa en la variacion del pH,

debido a las diferentes solubilidades de las sustancias (AH, AF y huminas). El principal

objetivo del fraccionamiento es la disminucion de la heterogeneidad de las sustancias para

posteriormente facilitar su andlisis. También se han utilizado cromatografia de elucion

sobre gel, ultrafiltracion y ultracentrifugacion vy, electroforesis de isoelectroenfoque.

25



Introduccién

Purificacién

Se busca la eliminacién de otro tipo de sustancias (carbohidratos, proteinas, lipidos, sales
minerales, etc.) que son co-extraidas en el proceso. EI método mas ampliamente utilizado
consiste en dializar la muestra obtenida con agua desionizada (Garcia-Ballesteros et al.,
2018).

1.2.2.3.4.1.6.3.Aplicaciones de las SH

Debido a las propiedades de las SH, éstas se pueden emplear en diferentes procesos o
campos, siendo el campo de la agricultura el mas destacado, no obstante, también estan

presentes en otros como procesos industriales, medicina y medio ambiente.

Aplicaciones en la agricultura

Las SH en el suelo son importantes porque mantienen los cationes disponibles para que
puedan ser absorbidos por las raices, ademas de ayudar a su transporte (Serrano et al.,
2015). Por otro lado, ayudan a la mejora de las caracteristicas quimicas, fisicoquimicas y
bioldgicas del suelo, por aumento en la retencion de agua y nutrientes, favorecimiento la
diversidad de microrganismos y la formacion de complejos con micronutrientes como el
Fe, Co, Cuy Zn.

Numerosos estudios cientificos se centran en la adicion de estas sustancias como
fertilizantes al suelo y estimuladores del crecimiento, para la elaboracion de compost,
para la reduccion de enfermedades infecciosas en los cultivos, como quelantes de
micronutrientes y como atrapadores de contaminantes (Guo et al., 2019; Cieschi et al.,
2019; Luo et al., 2019; Olk et al., 2019; Ekin, 2019).

Aplicaciones medioambientales

Se utilizan las SH en aplicaciones medioambientales principalmente para la eliminacion
de metales pesados como Cr, Cd, As, Pb, Cuy Zn (Bi et al., 2019; Piccolo et al., 2019;
Lim et al., 2018; Pukalchik et al., 2018), y la eliminacion de contaminantes organicos
presentes en el suelo y en las aguas (Gomis et al., 2014; Sannino et al., 2013; Rebhun et
al., 1996).

Otras aplicaciones

Las SH se usan en diferentes sectores industriales como el de la cerdmica (para mejorar

las propiedades mecénicas), en la industria maderera y en la industria textil para su
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coloracion, como endurecedores de espumas y plastificantes de PVC, como fuente de

hidrocarburos, y para la formulacion de detergentes ya que actian como surfactantes.

1.2.2.3.4.1.6.4.Aplicacion como quelantes en proceso foto-Fenton

Las sustancias humicas pueden utilizarse también como agentes complejantes del hierro.
Debido a su tamafio y alto peso molecular, poseen gran cantidad de sitios activos por
molécula, por lo que se espera que sean mas resistentes a la oxidacion y que la perdida de
eficiencia en el proceso foto-Fenton sea menor comparada con otros ligandos (Santos-
Juanes et al., 2017).

La habilidad de las SH de complejar metales es una de las funciones méas importantes que
presentan en el suelo, aunque el mecanismo de actuacion no esta bien descrito debido a
(i) la variabilidad y compleja estructura de las SH en cuanto a composicion de C (52-
62%), H (3-5.5%), N (3.5-5%), O (30-33%), grupos aromaticos, estructuras alifaticas,
etc. (Kononova, 1966), (ii) pesos moleculares de entre 2000 a 50 000 Da (Steelink, 2002)
y, (iii) grado de humificacion (Boguta & Sokolowska, 2013). Estas caracteristicas
intrinsecas de cada SH hacen que la capacidad complejante para un mismo metal varie
(Dudare & Klavins, 2013).

La capacidad complejante de las SH estd condicionada por el pH como ha demostrado
Wang et al., 2013 que investigd la capacidad coagulante de las SH a pH 2-10, o Boguta
etal., 2019 que estudiaron la interaccion entre las SH del suelo y iones ferrosos en funcion
del pH, la concentracion de hierro y las caracteristicas intrinsecas de las SH. Obtuvieron
que la complejacion del hierro es mayor a pH 7, aumentando conforme lo hacia la
presencia de grupos carboxilicos y fendlicos presentes en las SH, asi como, el grado de
humificacion. Por otro lado, la estabilidad del complejo Fe-SH era mayor a pH 5, debido
a la formacion de 6xidos e hidroxidos de hierro por encima de este pH. Garcia-Ballesteros
et al., 2017 estudiaron por fluorescencia la complejacion del Fe(lll) por parte de STH
extraidas de residuos sélidos urbanos a diferentes pH (3, 5 y 7). Obtuvieron que el
complejo ligando metal méas estable se producia a pH 5. Sometieron el complejo a proceso
foto-Fenton y concluyeron que los resultados de degradacion estaban de acuerdo con las

medidas de fluorescencia efectuadas.

Quimicamente las SH presentan similitudes con la materia orgénica disuelta (MOD)
presente en aguas terrestres y suelos (Avetta et al., 2013). La MOD juega un papel

fundamental en la autoremediacion de aguas superficiales, ya que posee especies capaces
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de absorber radiacion y generar especies reactivas (Canonica et al., 1995). La Figura
1.2.2.3.4.1.6.4-1 muestra las principales reacciones que tienen lugar en aguas naturales
por fotosensibilizacion de las SH. Las SH constituyen casi la mitad de la materia organica
disuelta en las aguas naturales. Al ser fotosensibles, absorben la luz solar (UV-Vis)
generando estados tripletes, reaccionando con otras especies presentes en el agua y dando
lugar a diferentes intermedios reactivos como pueden ser oxigeno singlete (*Oz), radicales
alquilperoxido (ROz2-), radicales hidroxilo (OH-) y, radicales anién superoxido (O2-7). En
aguas naturales se forman también otras especies reactivas como HCOs-", Clz2-" y Brz-
debido a que las aguas contienen en disolucién iones de Fe (111), CI', Br y HCOs". Estas
especies reactivas son las responsables de la oxidacién de contaminantes organicos
presentes en las aguas y de la propia MOD. La MOD no puede considerarse viable a nivel
industrial para el tratamiento de aguas debido a su baja presencia en suelos y aguas
naturales (< 3%) (Avetta et al., 2013).

Bl‘z' °/ (‘lz' i

2Br/Cl +OH

solll
hv (Fe™)

SH + OH*
/—7 "(.()_{\’ COy" +H,0
hv 0,

SH —> 'SH* =—» SH* > SH + '0,

P p—> RO,"

0,"
—> 0 == 0,+ H,0;

€aq+SH? SH ™ +P"
0, 0,
0,

Figura 1.2.2.3.4.1.6.4- 1. Principales reacciones que tienen lugar en aguas naturales por fotosensibilizacion
de las SH. Fuente: Richard & Canonica, 2005.

Las SH tienen diferentes comportamientos, por un lado absorben radiacion solar en el
espectro UV-Vis hasta los 500 nm (Aguer & Richard, 1999) dando lugar a estados
excitados tripletes ((HS™), especies reactivas de oxigeno, radicales hidroxilo, oxigeno
singlete y perdxido de hidrogeno, que pueden inducir la transformacion de compuestos
organicos (Zhan et al., 2006); contienen acidos carboxilicos, fenolicos, quininas y, grupos
amino, que las hace capaces de participar en procesos de intercambio iénico y redox para
formar complejos; y también poseen radicales libres estables que pueden reaccionar con
diferentes sustancias (Klamerth et al., 2011). Por otro lado, las SH son macromoléculas
coloreadas que absorben radiacion en el espectro UV-Vis, por lo que pueden ejercer la

accion de filtro interno impidiendo que los fotones penetren y alcancen toda la disolucién
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a tratar, lo que disminuiria la eficiencia del proceso (Carlos et al., 2012). Ademas,
compiten por las especies reactivas con los contaminantes al tratarse de macromoléculas
sensibles a la oxidacion (Lipczynska-Kochany & Kochani, 2008), lo que también
supondria un descenso de la eficiencia de degradacion conforme aumenta la
concentracion de SH presentes en la mezcla y haria necesaria el empleo de mayores
cantidades de peroxido de hidrégeno. Con todo esto, la eficiencia del sistema Fe-SH no
esta bien establecida ni descrita y es dificil de predecir (Gomis et al., 2015) por lo que
hay que considerar todos los factores que intervienen en el proceso. Las SH interaccionan
con los iones metalicos presentes, formando un complejo que inducido por la radiacién
solar generan especies oxidantes de acuerdo con las siguientes reacciones (Ecuaciones
23-30):

Fe3* —SH + hv » Fe?t + SH't (Ec. 23)
SH + hv - SH (Ec. 24)
SH*,SH +0, > P+ 0,,H0, (Ec.25)
0,"IHO; - H,0, (Ec. 26)
Fe3*+ 05 - Fe?* +0, (Ec.27)
Fe?* + 0, » Fe3* + 0, /HO, (Ec.28)
Fe?* + H,0, » Fe3* + OH + OH~ (Ec. 29)
C+O0OH - P (Ec.30)
Donde C es contaminante y P productos.

La aplicacién de SH como agentes complejantes del hierro ha sido demostrada por
diferentes autores. Klamerth et al., 2011 afiadieron SH en concentraciones de 50, 25y 10
mg L, lo que equivale a una relacion Fe(l11)-SH 1:10, 1:5 y 1:2 respectivamente. La
degradacion de los contaminantes fue mas lenta que con el uso de oxalato como
complejante, y la eficiencia del proceso disminuyé conforme aumentaba la concentracién
de SH. No obstante, el pH a lo largo de todo el proceso se mantuvo estable, contrariamente
a lo que ocurria con el oxalato que bajaba el pH hasta 3.3 con el consiguiente gasto de
reactivos para subirlo en el caso de vertido a cauces naturales. Sakkas et al., 2002
estudiaron la influencia de la adicion de diferentes cantidades de SH y SF en la

degradacion de irgarol 1051 por fotdlisis. Los resultados obtenidos en agua destilada
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sugieren que estas sustancias ayudan a la degradacion del compuesto. Zhan et al., 2006
concluyeron que las SH inducian la degradacién del bisfenol A por oxidacién con OH-
producidos por proceso tipo Fenton. Georgi et al., 2007 estudiaron la aplicacion al
proceso foto-Fenton de SH a concentraciones 50-100 mg L™ y llevaron a cabo el proceso
a pHs entre 5 y 7, concluyendo que estas sustancias aumentaban la oxidacion de
compuestos organicos. Fan et al., 2011 demostraron que la adicion de 10 mg L™ de SH
duplicaba la velocidad de degradacion del paration frente al proceso en ausencia de éstas.

Se ha visto que las SH son capaces de complejar el hierro y ayudan en la degradacion de
compuestos orgéanicos por procesos fotocataliticos, por lo que la investigacion de su
aplicacion en estos procesos esta justificada. Por otro lado, nace la idea de obtener estas
sustancias a partir de residuos de distinto tipo, fomentando la revalorizacion de residuos
y la economia circular, lo que estaria en concordancia con el Pacto Verde Europeo (COM

2019) que impulsa el uso eficiente de los recursos y fomenta la economia circular.

Montoneri et al., 2008 extrajeron y caracterizaron sustancias tipo hamicas (STH) de
residuos domeésticos vegetales. Gomis et al., 2013 estudiaron la aplicacion de STH
obtenidas de residuos solidos urbanos para la eliminacion del colorante cristal violeta por
proceso tipo foto-Fenton obteniendo mejores resultados en presencia de estas STH que
sin ellas. Gomis et al., 2014 aplicaron estas mismas sustancias para una mezcla de seis
contaminantes emergentes en proceso foto-Fenton a pH 5.2 con radiacion solar,
posteriormente en el 2015 estudiaron las variables experimentales concluyendo que el
optimo de adicion de STH para evitar perdida de eficiencia en el proceso era de 19-22 mg
L para 4-5 mg L™ de hierro. Garcia-Ballesteros et al., 2018 degradaron cafeina a pH 5
con la adicion de STH extraidas del residuo de la produccién del aceite de oliva. Avetta
et al., 2013 estudiaron la degradacion de monoclorofenoles mediante la adicion de STH
a escala de laboratorio y a pH 7. Caram et al., 2018 estudiaron la capacidad de STH para
aumentar la solubilidad del tiabendazol a la vez que se podia llevar el proceso oxidativo

a pHs mas proximos a la neutralidad.

1.3.Legislacion aplicable en materia de agua
Para comprender el fin de toda la explicacién anterior se debe considerar el marco

legislativo actual en el que se enmarcan estos desarrollos tecnoldgicos

En octubre del afio 2000 se aprueba la Directiva Europea 2000/60/CE Marco del Agua,

por la que se establece un marco comunitario de actuacion en el &mbito de la politica de
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aguas (CE 2000). Se define un marco de proteccion para las aguas naturales y nace con
la intencion de promover un uso sostenible y responsable de la misma que garantice la
disponibilidad de agua de calidad a largo plazo. La Directiva queda transpuesta al

ordenamiento espafiol por el Real Decreto Legislativo 1/2001.

Con la Directiva 2008/105/CE se ratifican los estandares de calidad para 33
sustancias/grupos de sustancias. La Directiva 2013/39/CE pone el foco en 45 sustancias
y recomienda incluir en la primera lista de vigilancia el diclofenaco, el 17-a-etinilestradiol
y el B-estradiol que se aprobaré con posterioridad. En el afio 2015 se aprueba la llamada
Watch List o lista de vigilancia (Decision 2015/495/EU), una lista de diez grupos de
sustancias de especial preocupacion y sobre las cuales debe realizarse un control y
monitoreo, asi como el desarrollo de tecnologias capaces de garantizar su eliminacion.

Los diez grupos de sustancias incluidos en la Watch List se muestras a continuacion:
1. 17-a-etinilestradiol (EE2)
2. 17-B-estradiol (E1)
3. Diclofenaco
4. 2,6-di-ter-butil-4-metilfenol
5. 2-etilhexil-4-metoxicinamato
6. Antibioticos macrélidos: azitromicina, claritromicina, eritromicina
7. Metiocarb
8. Neonicotinoides: imidacloprid, tiacloprid, tiametoxam, clotianidina, acetamiprid
9. Oxadiazon
10. Triallate.

En el afio 2018 a través de la Decision de Ejecucion 2018/840/UE se actualiza dicha lista

de observacion, se eliminan 5 sustancias y se afiaden tres mas.

Con la Directiva 2020/2184/CE se revisa la Directiva 98/83/CE relativa a la calidad de

las aguas para el consumo humano. Dicha revision nace de una iniciativa ciudadana, y
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parte de la base de garantizar el acceso por parte de toda la ciudadania a un agua potable

de calidad, cuyo consumo durante toda la vida no suponga ningun riesgo para la salud.

Por altimo, con la Directiva 2020/1161se establece una lista de observacion de sustancias
(C 2020) de conformidad con la Directiva 2008/105/CE, que modifica la Directiva
2000/60/CE y deroga la Decision de Ejecucion 2018/840/UE. Las sustancias que se

incluyen son las siguientes:
e Metaflumizona
e Amoxicilina
e Ciprofloxacina
e Sulfametoxazol
e Trimetoprim
e Venlafaxina y O-desmetilvenlafaxina

e Compuestos azdlicos: Clotrimazol, Fluconazol, Imazalil, Ipconazol, Metconazol,

Miconazol, Penconazol, Procloraz, Tebuconazol, Tetraconazol.

e Dimoxistrobina

Famoxadona

En cuanto a la normativa nacional, la legislacién en materia de agua para tener en cuenta

seria la siguiente:

e Real Decreto 849/1986 por el cual se aprueba el Reglamento del Dominio Pablico
Hidraulico.

e Real Decreto Ley 11/1995 por el cual se establecen las normas aplicables al
tratamiento de aguas residuales urbanas. Desarrollado posteriormente por el Real
Decreto Ley 509/1996.

e Real Decreto Legislativo 1/2001 por el cual se aprueba el texto refundido de la

ley de Aguas.

32



Introduccién

Real Decreto 1620/2007 por el cual se establece el régimen juridico de la

reutilizacion de las aguas depuradas.

Real Decreto 817/2015 por el cual se establecen los criterios de seguimiento y

evaluacion del estado de las aguas superficiales y las normas de calidad ambiental.
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La presente tesis doctoral se enmarca en los proyectos de investigacion: “Tecnologias
eficientes para la eliminacién de contaminantes de preocupacion emergente, contenidos
en la Directiva 2013/39/CE o de riesgo significativo segun la Directiva 2008/105/CE
(TRICERATOPS)” financiado por el Ministerio de Economia, Industria y
Competitividad, subproyecto CTQ2015-69832-C4-4-R; y el proyecto “Tecnologias
avanzadas e hibridas para eliminacion de contaminantes, microcontaminantes, reuso y
revalorizacion en diferentes aguas residuales, incluyendo enfoques tecno-econémicos
(CalypSol)” financiado por el Ministerio de Ciencia, Innovaciéon y Universidades,

subproyecto RT12018-097997-B-C31.
En el presente estudio se plantea la siguiente hipdtesis:

Es posible eliminar contaminantes emergentes presentes en aguas de salida mediante la
aplicacion del proceso foto-Fenton solar a pHs mas cercanos a la neutralidad que el
Optimo del proceso (demasiado &cido para poder aplicarlo a gran escala). Este proceso
puede realizarse dando valor afiadido a residuos organicos colaborando a la consecucion

de una economia circular mediante la revalorizacion de residuos.

El objetivo general del presente trabajo es la eliminacion de contaminantes emergentes y
de riesgo significativo mediante aplicacion de procesos de oxidacion avanzada (foto-
Fenton solar) a pHs cercanos a la neutralidad, adicionando al proceso sustancias tipo
himicas extraidas de residuos organicos. Por tanto, se pretende encontrar alternativas
para la aplicacion del proceso foto-Fenton a escala real sin la necesidad de bruscas
modificaciones de pH.

Se plantea:

e Eliminacién de contaminantes emergentes (CEs) prioritarios o recientemente
incorporados a la normativa europea mediante el proceso de oxidacion avanzada

foto-Fenton.

e Revalorizacion de residuos a través de la extraccion de sustancias tipo humicas
(STH) de diferentes tipos de residuos organicos, para facilitar la implementacién

del proceso foto-Fenton en condiciones mas suaves de pH.
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Para el desarrollo y cumplimiento de estos objetivos generales se plantean los siguientes
especificos, cada uno desarrollado en un capitulo de la parte experimental y cuyos
resultados se plasman en un articulo cientifico (ya publicado o en proceso de publicacion):

1. Extraccion y caracterizacion de sustancias tipo humicas (STH) evaluando la
influencia de aplicacion de diferentes tiempos de fermentacion del residuo para
comprobar su eficiencia en el proceso foto-Fenton. Este objetivo se desarrolla en
el Capitulo 1: Aplicacion de sustancias tipo humicas con diferente tiempo de
fermentacion procedentes del residuo de la oliva para la eliminacion de

contaminantes emergentes por proceso tipo foto-Fenton.

2. Separacion por diferente tamafio de fracciones de las STH extraidas mediante
procesos de membranas y evaluacion de su eficiencia en el proceso foto-Fenton,
asi como estudio de la evolucion de la toxicidad. Objetivo desarrollado en el
Capitulo 2: Evaluacién de la toxicidad de cuatro contaminantes emergentes
contenidos en la directiva 2013/39/CE tratados por proceso tipo foto-Fenton en

condiciones de pH préximas a la neutralidad.

3. Determinacion de los mecanismos de reaccion de las STH. Objetivo desarrollado
en el Capitulo 3: Generacion de radicales hidroxilo con la utilizacion de STH en

procesos tipo Fenton.

4. Comprobacion de la eficacia de las STH de diferente naturaleza aplicadas a
proceso foto-Fenton sobre una mezcla de parabenos como ejemplo de CEs y
analisis de la evolucion de la toxicidad en el proceso. Se desarrolla en el Capitulo
4: Eliminacién de conservantes cosméticos (parabenos) presentes en aguas
residuales de la industria cosmética por proceso foto-Fenton y evaluacion de su

toxicidad.

5. Investigacion de otra posible aplicacion de las STH para concentrar contaminantes
por sistema de membrana reduciendo el volumen que se trata posteriormente por
proceso foto-Fenton. Desarrollado en el Capitulo 5: Utilizacion de sustancias tipo
himicas para la eliminacién de contaminantes por sistema de membranas

acoplado a un proceso oxidativo (foto-Fenton).

6. Uso de herramientas informéaticas y matematicas que permitan conocer la

composicion de muestras complejas a partir de matrices de Excitacion Emision
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(EEM). Este objetivo se desarrolla a lo largo de varios capitulos: En el Capitulo
1 para caracterizar y comparar diferentes STH; en el Capitulo 2 para comparar
fracciones de STH dializadas y sin dializar, en a el Capitulo 4 para separar
diferentes componentes en la degradacion de la mezcla de parabenos y, en el

Capitulo 5 para comprobar la interaccion entre las STH y el contaminante.
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3.1.Contaminantes y reactivos

3.1.1. Contaminantes

En la presente tesis doctoral se han utilizado diferentes mezclas de contaminantes para
ampliar el espectro de aplicacién de resultados. Por una parte se ha trabajado con una
mezcla de contaminantes emergentes de caracteristicas muy diferentes, que tienen en
comun que todos ellos estan contenidos en la Directiva 2013/39/CE: terbutrina (TBT),
diclofenaco (DCF), clorfenvinfos (CVF) y pentaclorofenol (PCP) y, otra mezcla de
contaminantes emergentes algunos de los cuales también se encuentran recogidos en
dicha Directiva, y otros que pese a no aparecer en dicha lista, su abundancia hace
considerarlos de interés para nuestro estudio: amoxicilina (AMOX), acetaminofeno
(ACM), cafeina (CAF), acetamiprid (ACP), carbamazepina (CBZ), acido clofibrico
(CLOF) y tiabendazol (TBZ). En la Tabla 3.1.1-1 se muestra la estructura quimica, el
porcentaje de pureza y el peso molecular de cada uno de los contaminantes modelo
seleccionados. Los compuestos puros han sido suministrados por Sigma-Aldrich. EI ACP

utilizado ha sido el de uso comercial, suministrado por Sipcam.

Tabla 3.1.1-1. Nombre, estructura quimica, porcentaje de pureza y peso molecular de cada uno de los

contaminantes emergentes empleados.

Nombre compuesto Estructura % Peso molecular
guimica pureza (g molh)
SCH3
Terbutrina N“SN  CHs Analytical standard 241.36
|
HaC/\N)\N/AN/{_CHa
H H GCHs
ol
Diclofenaco cl ONa 20.0% 318.13
oL
¢]
cl
Clorfenvinfos /EI[ Q Analytical standard 359.57
0-P-0" "CHs
cl o O~CH
OH
Pentaclorofenol cl cl 97.0% 266.34
cl Cl
Cl
NH;
- Na S CH,
Amoxicilina HO Oj;{.:jﬁ}h 99.0% 365.40
OJ\OH
o OH
Acetaminofeno ) /©/ 99.0% 151.16
HaC H
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o] ’CH;;
Cafeina Hac\NJtN 99.0% 194.19
2
O}\I‘\I N
CHa
CHs
Acetamiprid ﬂ/\,},/i\NICN 20.0% 222.67
o SNT Ot
Carbamazepina 99.0% 236.27
N
O)\NHQ
0]
Acido clofibrico CI@O OH Analytical standard 214.65
HzC CHj
Tiabendazol 99.0% 201.25

N
Qﬁb

3.1.2. Reactivos

Los reactivos y disolventes de uso general empleados en la presente tesis se recogen en

la Tabla 3.1.2-1.

Tabla 3.1.2-1 1. Nombre, formula quimica, procedencia, riqueza y empleo experimental de los reactivos y

disolventes de uso general.

Producto Formula Procedencia Riqueza Empleo
quimica
Acetonitrilo CH3CN Panreac Grado HPLC
HPLC
Metanol CH30OH Panreac Grado HPLC
HPLC
Acido férmico HCOOH Panreac 85% HPLC
Hexano CeH1a Panreac 99% Toxicidad
Acetona CsHsO Panreac 99.5% Toxicidad
Diclorometano CH.CI, Panreac 99.8% Toxicidad
Sulfato ferroso FeSO4-7H,0 Panreac 99% Foto-Fenton
Cloruro de FeCls;-6H,0 Panreac 99% Foto-Fenton
hierro
Peroxido de H,0, Panreac 33% Foto-Fenton
hidrégeno (p/v)
Acido sulfarico H>SO, Panreac 85% Ajuste pH
Hidroxido de NaOH Panreac 99.9% Ajuste pH
sodio
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Tiras de - M-Quant - Foto-Fenton
peréxido
2-5
Catalasa - Sigma- unidades  Foto-Fenton
Aldrich mg* de
proteina
1,10-fenantrolina Ci2HsN; Sigma- 99% Determinacion
Aldrich hierro
Acetato de C:H/NO; Merck 99% Determinacion
amonio hierro
Acido acético CH;COOH Merck 100% Determinacion
hierro
Acido ascorbico CeHsO0s Merck 99% Determinacion
hierro
Metavanadato de NHsVO3 Sigma- 99.9%  Determinacion
amonio Aldrich H20;
DMPO CsH1NO Sigma- >97% EPR
Aldrich
Cloruro sodico NaCl Scharlau 99% Toxicidad
Medio de - Preparado en - Toxicidad
reconstitucién laboratorio
Bold’s Basal Preparado en - Toxicidad
medium - laboratorio
DMEM - Sigma- - Toxicidad
Aldrich
Medio de cultivo Preparado en - Toxicidad
selectivo - laboratorio
YPER - ThermoFish - Toxicidad
er
MU-Gal - Sigma- 99% Toxicidad
Aldrich

3.2.Proceso de extraccion de las sustancias tipo humicas (STH)

Se ha realizado la extraccion de STH procedentes del residuo de la produccion del aceite
de oliva, de los residuos del café consumido en la cafeteria de la universidad y de lodos
deshidratados procedentes del reactor anaerobio de una EDAR (Cocentaina, Alicante). El
residuo de oliva utilizado para la extraccion de las STH se ha obtenido de la almazara de
Millena, localidad perteneciente a la provincia de Alicante. El residuo proporcionado fue
el alperujo, que es el subproducto de las almazaras, mezcla de partes sélidas de la aceituna

(hueso, pieles) y restos grasos.

La extraccion se realizd mediante una digestion con un reactivo alcalino (KOH) para
separar las huminas (que son insolubles) de los acidos fulvicos y hamicos, que si son

solubles. Estos ultimos se separan generalmente mediante tratamiento acido.
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El residuo se almacena en congeladores en el laboratorio hasta su posterior uso. Para la
extraccion se utilizan 0.125 kg de residuo fresco para 1 L de solucién (Figura 3.2-1). El
peso del residuo utilizado se corrige con la humedad (se realiza por triplicado). Se
introduce en 1 L de KOH 0.3 My se realiza una digestion basica durante 24 horas, a 65°C
y 400 rpm. Una vez terminada la digestiéon, se lleva el volumen a 5 L con disolucion de
KOH a la misma molaridad a la que se ha realizado la digestion (se va comprobando el
pH durante todo el proceso) para terminar de extraer las sustancias tipo humicas. El
volumen final se filtra con bomba de vacio y una membrana con un tamafio de poro de
100 micras para eliminar todos los sélidos suspendidos que puedan quedar en la mezcla.

Posteriormente, se somete la mezcla a un proceso de membranas de ultrafiltracion.

Para el caso del residuo de la produccion del aceite de oliva, se decidié utilizar diferentes
tamarios de poro de membrana para separar fracciones de STH de diferente tamario
molecular y posteriormente poder utilizarlos en la aplicacion del proceso foto-Fenton,
con objeto de comprobar si existe alguna diferencia de comportamiento entre las
diferentes fracciones. Las membranas seleccionadas fueron membranas ceramicas de la
casa comercial Tami Industries con un tamafio de poro de 300, 150 y 50 kDa,
obteniéndose asi fracciones de STH con tamafios de > 300, entre 300-150, y entre 150-
50 kDa. Con el proceso de membranas se busca concentrar las STH, es decir, se aprovecha
el retentato y se desecha el permeado. El proceso de filtrado se lleva a cabo de la
membrana de mayor tamafio a la de menor tamafo, y el permeado de cada uno de los
procesos de filtracion se utiliza como volumen de alimentacion en el siguiente proceso de
membrana. Los diferentes retentatos obtenidos para cada una de las membranas se secan
en la estufa a 60°C hasta la total eliminacion de la humedad. Por ultimo, se tritura y se

almacena para su posterior utilizaciéon (Figura 3.2-2).
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Figura 3.2-2. STH secadas en la estufa y trituradas para ser utilizadas.

Por otro lado, y también para el residuo de la produccion del aceite de oliva, se obtuvieron
STH de diferente tiempo de fermentacion del residuo. MH (residuo fresco), MHF (residuo

fermentado un mes) y MHF-1A (residuo fermentado un afio).

En la extraccion de STH del residuo del café y del lodo de reactor anaerobio, el
procedimiento llevado a cabo fue el mismo a excepcion del proceso de membranas, en el
cual se utilizd una Unica membrana ceramica de tamafio de poro de 50 kDa para

concentrar las STH.

En todos los casos se procede a la dializacion de una parte de las STH obtenidas para
eliminar el exceso de sales con membranas Dialysis Sacks (Sigma-Aldrich) con un
tamafio de poro de 12 000 Da. Se introduce en estas membranas una disolucion
concentrada de las STH (59 100 mL?) y se sumergen en agua destilada. Se va
comprobando la conductividad eléctrica y cambiando el agua hasta que ya no aumenta

mas. Se secan en la estufa y se trituran del mismo modo que las no dializadas.

3.3.Reactores y fuentes de irradiacion

3.3.1. Escala de laboratorio

En los experimentos realizados a escala de laboratorio se ha utilizado el simulador solar
de la casa ABET Technologies (modelo 11014 Sun 2000 Solar Simulator), equipado con
una lampara de Xendén de 500 W (Figura 3.3.1-1). Esta lampara genera un espectro
uniforme que simula la radiacion que llega del Sol a la Tierra, el espectro de irradiacion
de la ldmpara se muestra en la Figura 3.3.1-2. EIl equipo cuenta con un reflector
elipsoidal que recoge hasta un 70% de la radiacion producida por la lampara, la cual
posteriormente se focaliza mediante un integrador 6ptico, consiguiendo un haz de luz

divergente que es recogido por las lentes que lo unen en un area de 160x160 mm.

47



Material y métodos

Figura 3.3.1-1. Simulador solar utilizado en los experimentos a escala delaboratorio. ABET Sun 2000.
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Figura 3.3.1-2. Espectro de irradiacion de la lAmpara del simulador solar empleado.

3.3.2. Fotoreactor solar CPC

Los captadores parabolicos compuestos (CPC) son dispositivos de concentracion de la
radiacion solar de tipo estatico, y son los reactores que con mayor frecuencia se usan en
el tratamiento de aguas.

Estan formados por reactores tubulares cilindricos rodeados por una superficie de
aluminio altamente anodizado. Los CPC pueden disefiarse con un rango de
concentraciones cercano a uno (FC)=1, lo que le permite captar toda la radiacion UV que
llega al CPC (tanto la radiacion directa como la difusa) y reconducirla. La radiacion
recogida se concentra y se distribuye por toda el &rea del tubo, llegando también a la parte
trasera encontrandose asi toda el area iluminada (Figura 3.3.2-1).

La configuracion mas extendida de estos reactores es la tubular, principalmente por la
facilidad en el manejo que supone a la hora de trabajar. De entre los parametros a tener
en cuenta en el disefio de los CPC uno de los mas importantes es el diametro de los tubos,
imprescindible para conseguir una correcta relacion entre la distribucion de la radiacion,

la concentracion del catalizador y la eficiencia del proceso. Los diametros que se
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encuentran mas habitualmente estan comprendidos entre 25 y 50 mm, un diametro menor
supondria un aumento en la pérdida de carga y didmetros mayores dejarian zonas sin

iluminar reduciendo la eficiencia del proceso.

Figura 3.3.2-1. Geometria basica de un concentrador con receptor tubular. Fuente: Aguilar-Jiménez et al.,
2016.

Para los experimentos con luz solar se emplea una planta piloto de fotocatélisis solar de
5 L de volumen, modelo SOLARDETOX® ACADUS-2005/0.25 de la casa comercial
ECOSYSTEM (Figura 3.3.2-2). La planta piloto estd compuesta de cuatro tubos de
borosilicato de 32 mm de didmetro y 750 mm de longitud que dan lugar a un volumen
total irradiado de 1.83 L. Los tubos se encuentran dispuestos en una superficie de
concentradores tipo CPC. La planta dispone de un tanque de alimentacion desde el cual
se impulsa el agua hacia los tubos por medio de una bomba centrifuga PanWorld 5PX-Z
de propileno reforzado con fibra de vidrio y rotor cerrado, con una potencia de 11 W. El
volumen minimo operativo para la planta piloto es de 3.5 L (para asi evitar problemas de
formacion de burbujas) y el volumen maximo es de 5 L. La superficie util irradiada es de
0.257 m?. La estructura esté instalada de acuerdo con la latitud local con una inclinacion
de 30°, y la temperatura maxima de trabajo es de 55°. La planta cuenta con un radiémetro
ACADUS 85 para registrar la radiacion instantanea (W m?) y la radiacion acumulada (W
h).
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>

Figura 3.3.2-2. Planta piloto de fotocatdlisis solar. SOLARDET(SX® ACADUS-2005/0.25.

3.4.Condiciones de ensayo

3.4.1. Ensayos realizados en simulador solar

Para la realizacion de los ensayos se emplearon como reactores vasos de precipitado de
vidrio de 250 mL de volumen con agitacion magnética continua y refrigeracion, para
mantener la temperatura constante en 30-35°C. Se utiliz6 un filtro de vidrio Pyrex para

cortar la radiacion que llega a la mezcla por debajo de los 300 nm.

En el estudio de la degradacion de los contaminantes emergentes contenidos en la
Directiva 2019/39/CE (TBT, DCF, CVF y PCP) la concentracidn inicial de cada uno de
los compuestos organicos fue de 1 mg L. La fuente de hierro utilizada fue FeSO4-7H20
0 FeClz-6H20 con una concentracion inicial en todos los casos de 5 mg L. El pH fue
ajustado mediante la adicion de H2SOas diluido o NaOH (0.01-1 M), y la cantidad
adicionada de H20: fue de 0.14 mM, cantidad estequiométrica tedrica para oxidar

completamente la mezcla de contaminantes.

En el caso de la mezcla de seis contaminantes emergentes: AMOX, ACM, CAF, ACP,
CBZ y CLOF la concentracion inicial fue de 5 mg L™ para cada uno de ellos, y se empled
en todos los experimentos una concentracion de FeCl3-6H20 de 5mg L™ La cantidad
adicionada de H202fue de 2.20 mM, que es la mitad de la cantidad estequiométrica teorica

para oxidar completamente todos los contaminantes.

Por Gltimo, en los casos en los que se adiciono STH las condiciones experimentales de
concentracion de contaminantes y fuente de hierro fueron las mismas que las descritas
anteriormente, utilizandose en todos los casos FeCls-6H20. Las concentraciones de H202
variaron dependiendo de la mezcla de contaminantes empleada de acuerdo con las
descritas anteriormente, y las concentraciones empleadas de STH fueron desde 10 a 50
mg L dependiendo del experimento realizado.
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3.4.2. Ensayos realizados en la planta piloto

Del mismo modo que en los experimentos llevados a cabo en el simulador solar, para los
ensayos en planta, la concentracion inicial de los contaminantes emergentes fue de 1 mg
L, la fuente de hierro fue FeClz-6H20 y la cantidad de H202 de 0.14 mM. En los casos
en los que se adicionaron STH se hizo a una concentracion inicial de 20 mg L. La
cantidad de peroxido se control6 durante todo el proceso mediante el método para la
determinacion del peroxido de hidrégeno en disolucién (Apartado 3.5.6). En las
muestras tomadas para realizar los bioensayos de toxicidad, el exceso de H202 se elimina

con catalasa para evitar la interferencia en los mismos.

3.4.3. Método para la medicion de la radicacién solar

Dada la variacion de la radiacion solar, es necesario normalizarla aplicando un parametro
que sea capaz de corregir este defecto. En este caso se ha utilizado el parametro tsow, que
se define como el tiempo necesario para alcanzar la radiacion acumulada medida
suponiendo que ha recibido una radiacion constante de 30 W(m?) "%, El parametro tzow e
ha calculado de acuerdo con la Ecuacion 31.

¢ _ Rgc*60 (minh™1)xv;
30w ™ Rm*A*V;

(Ec. 31)

donde, Races la radiacion acumulada en W*h, Vi es el volumen irradiado el L, Rm es la
radiacion media considerada (30 W (m?)! en este caso), A es el area irradiada en m?, y

VT el volumen total en L tratado en la planta.

3.4.4. Aplicacién de STH en procesos de membrana

Las membranas utilizadas han sido membranas ceramicas tubulares con soporte de TiOz,
material biocompatible y de alta resistencia frente a gran cantidad de agentes quimicos.
Las membranas tienen un diametro externo de 10 mm y 7 canales internos de 2 mm de
diametro cada uno. El equipo piloto de filtracion utilizado ha sido suministrado por la
casa comercial Likuid (Figura 3.4.4-1) cuyo sistema de funcionamiento se muestra en la
Figura 3.4.4-2. Cuenta con un tanque de alimentacién de 20 L y una bomba Grundfos
modelo A-98394994-P3-1803 que puede trabajar a una presion maxima de 16 bar. Para
evitar el aumento de temperatura durante el proceso de filtracion se ha utilizado un
refrigerador tipo dedo frio Julabo FT200 y se ha mantenido la temperatura constante a
25°C.
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Para estos ensayos se utiliz6 como contaminante modelo el tiabendazol, seleccionado por
su baja solubilidad. Se prepararon disoluciones de tiabendazol (50 mg L1) y STH (de 1-
2 g L), relacion 1:20 o 1:40 para comprobar el paso del tiabendazol por la membrana y
su posible atrapamiento por parte de las micelas formadas por las STH. Para la disolucién
de TBZ y puesto que se trabaja a concentraciones préximas al punto de saturacion (50-75
mg L), el TBZ se disuelve primero a pH acido (2.8) y posteriormente se eleva el pH
cuidadosamente mediante la adicion de NaOH (0.1-1 M). Se han empleado membranas
ceramicas de Tami Industries de 50 kDa de tamafio de poro, y se ha trabajado a 2,1y 0.5
bares de presion con aire a presion o bomba de vacio dependiendo del ensayo realizado.
Se toman muestras del permeado (PM) y del retentato (RT) y se analizan por UHPLC,

TOC y fluorescencia.

Retentato

@ @

\ Permeado

1
X

Bomba

Figura 3.4.4-1. Esquema del funcionamiento del sistema de filtracion. Elaboracion propia.

Figura 3.4.4-2. Sistema de filtracion Likuid.

3.5.Equipos y técnicas analiticas

3.5.1. Medida del carbono organico disuelto (COD)
Una técnica para cuantificar la cantidad de materia organica presente en las muestras

liquidas, asi como el grado de mineralizacion alcanzado durante los procesos de reaccion
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es la medida del carbono organico disuelto (COD). Se ha empleado un equipo de la marca
Shimadzu modelo TOC-VCSH (Figura 3.5.1-1) que cuenta con un automuestreador
modelo ASI-V. El equipo proporciona las medidas de Carbono total (CT) y Carbono
Inorganico Total (CIT), y por la diferencia de ambos valores se obtiene el Carbono
Organico Disuelto (COD).

Figura 3.5.1-1. Analizador de Carbono Orgéanico Total Shiadzu TOC-VCSH.

El equipo trabaja por combustion de las muestras a altas temperaturas (680°C),
empleando un catalizador de platino soportado por esferas de alimina. EI CT se oxida a
COg2; este es arrastrado por el aire de alta pureza, enfriado y secado por un deshumificador.
Mediante un detector de infrarrojo no dispersivo (NDIR) se mide el CO2 generado en la
combustion y el equipo dibuja un pico con un area proporcional a la cantidad de carbono

presente en la muestra.

Para el andlisis y medida del Carbono Inorganico (IC) la muestra es burbujeada con aire
en un recipiente de reaccion que contiene acido fosforico (25% p/v). Se genera CO2 de la
descomposicion de los carbonatos y bicarbonatos que es procesado por el NDIR del

mismo modo que ocurre en el caso del CT.

Para realizar esta medicion es necesaria la eliminacion de los posibles sélidos en
suspension; para ello las muestras se filtran por filtros de PTFE con un tamafio de poro
de 0.45 um Chromafil® Xtra PTFE-45/25.

Este modelo cuenta también con un médulo para la medicion del CT e IC en sdlidos,
Solid Sample module SSM-5000A. La muestra se combustiona a altas temperaturas para
formar CO2. En el caso del CT se produce la oxidacion por combustion catalitica a 900°C
y en el caso del IC hay una pre-acidificacion con HsPOas y posterior combustion a 200°C.
El gas portador (99.9% Oz a 500 mL mint) conteniendo el CO2y otros productos de la
combustion es enfriado y deshidratado antes de llegar al detector NDIR. El equipo
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proporciona como respuesta un area que es proporcional a la cantidad de CT e IC presente

en la muestra.

3.5.2. Cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UHPLC)

Para seguir la concentracion de los contaminantes durante los procesos de degradacion,
se ha utilizado cromatografia liquida de ultra alta resolucién (UHPLC). Esta técnica es
ampliamente utilizada debido a la alta sensibilidad que presenta y a que es capaz de

separar y cuantificar compuestos no volatiles y termolabiles.

El cromatografo empleado ha sido el modelo Flexar UHPLC FX-10 de la marca comercial
Perkin-Elmer (Figura 3.5.2-1). El cromatdgrafo cuenta con un automuestreador equipado
con control de temperatura (S200 Autosampler Comm KIT-1022 PUS), dos bombas
independientes (Flexar FX 10 UHP PUMP), un desgasificador de eluyentes
(desgasificador de vacio de tres canales, FL) y un detector de UV (UV-Vis KIT-UHPLC
Detector Tubing). El equipo trabaja en fase reversa con una columna C18 (Brownlee
Analytical DB C18 1.9 um 30x2.1 mm) termostatizada.

Figura 3.5.2-1. Equipo UHPLC Flexar FX-10.

Las condiciones de deteccidn son especificas para cada contaminante, en la presente tesis
se han utilizado los siguientes métodos mostrados en las Tablas 3.5.2-1, 3.5.2-2 y 3.5.2-
3.

Tabla 3.5.2-1. Método cromatografico para la determinacion de la mezcla de contaminantes: TBT, DCF,
CVFy PCP.

% % Acido Flujo
Etapa Tipo deetapa  Tiempo Acetonitrilo sulfarico (mL min?)
(25 mM)
1 Equilibrado 4 30 70 0.3
2 Gradiente 10 95 5 0.3
3 Gradiente 2 30 70 0.3
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Contaminante  Longitud Tiempo

emergente de onda de
(nm) retencion
(min)
Terbutrina 230 3.50
Diclofenaco 280 4.50
Clorfenvinfos 240 5.31
Pentaclorofenol 220 5.80

Tabla 3.5.2-2. Método cromatografico para la determinaciéon de la mezcla de contaminantes: ACM,
AMOX, CAF, ACP, CBZy CLOF.

% Acido

Etapa Tipo de Tiempo % formico  Flujo
etapa Acetonitrilo (10 mM) (mL
min™)

1 Equilibrado 4 3 97 0.3

2 Gradiente 35 10 90 0.3

3 Gradiente 5 70 30 0.3

4 Gradiente 15 3 97 0.3

Contaminante  Longitud Tiempo

emergente de onda de

(nm) retencion

(min)

Amoxicilina 205 1.79

Acetaminofeno 205 1.97

Cafeina 205 3.96

Acetamiprid 245 4.99

Carbamazepina 205 5.67

Acido clofibrico 225 6.20

Tabla 3.5.2-3. Método cromatogréafico para la determinacion del TBZ.

% Acido Flujo
Etapa Tipo de Tiempo % férmico (mL min?)
etapa Acetonitrilo (10 mM)
1 Equilibrado 4 5 95 0.3
2 Gradiente 5 50 50 0.3
3 Gradiente 2 100 0 0.3
4 Gradiente 2 5 95 0.3

Contaminante Longitud Tiempo

emergente de onda de
(nm) retencion
(min)
Tiabendazol 285 2.58

Todas las muestras se filtran con un filtro de PTFE de 0.45 um Chromafil® Xtra PTFE-
45/25 antes de ser analizadas para eliminar cualquier sélido en suspensién que pueda
haber. En el caso de las muestras en las que ha intervenido el proceso foto-Fenton se les

adiciona metanol con la finalidad de detener la reaccion de degradacién de los
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contaminantes organicos con los reactivos, ademas también disuelve los compuestos que

puedan estar en fase sélida suspendida.

3.5.3. Espectrofotometria de UV-Visible

Se ha empleado el espectrofotometro UV-visible (Figura 3.5.3-1) modelo UH5300 de la
marca comercias Hitachi, provisto de una lampara flash de Xendn y sistema Optico de
doble haz.

oo lan B T W B LA

Figura 3.5.3-1. Espectrofotémetro UH5300.

3.5.4. Medida fluorimetria

Se ha utilizado un espectrofluorimetro modular de la casa Photon Technology
International (PIT) equipado con una lampara de Xendén de 75 W y un detector de
recuento de fotones individuales entre 200 y 900 nm (Figura 3.5.4-1).

Figura 3.5.4-1. Espectrofluorimetro PIT.

3.5.5. Método para la determinacion del hierro en disolucion (1SO 6332)

El ion ferroso actiia como catalizador en la oxidacion en fase homogénea con H202/UV.
La determinacion de la cantidad de hierro y la forma en la que se encuentre, Fe (1) o Fe
(111), durante la reaccion es importante para determinar la eficiencia del proceso foto-

Fenton.

El ion ferroso disuelto forma un complejo de color rojo/anaranjado con tres moléculas de
1,10-fenantrolina que para valores de pH entre 2 y 9 absorbe a 510 nm. El rango de pH
es suficientemente amplio para asegurar la formacion del complejo, pero para que éste se

forme mas rapidamente y sea cuantitativamente estable se utiliza una solucién tampon
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(&cido acético) que mantiene la disolucion en valores de pH de 3-3,5. La absorbancia del
complejo Fe(ll) y 1,10-fenantrolina es proporcional a la concentracién de ion ferroso
(APHA-AWWA-WEFF, 1998).

Hay que tener en cuenta la presencia de perdxido de hidrégeno en las muestras del proceso
foto-Fenton, ya que puede oxidar el ion ferroso a férrico, el cual no formaria complejo
con la 1,10-fenantrolina. Afiadiendo &cido ascorbico en exceso se reduce todo el Fe(lll)
a Fe(Il) y puede medirse el complejo, el valor obtenido, por tanto, hara referencia siempre
al hierro total. Esta medida permite comprobar si la cantidad de catalizador afiadida al

inicio del proceso se mantiene constante o si ha precipitado.

Para la medida se toman 4 mL de muestra a la que se le afiade 1 mL de disolucion de
1,10-fenantrolina (0.1% p/v en agua destilada), 1 mL de la disolucion tampén (250 g L
de acetato de amonio en 700 mL L de 4cido acético en agua destilada) y una punta de
espatula de acido ascorbico. Se agita la mezcla y transcurrido un minuto se mide la
absorbancia a 510 nm. Para la preparacion del blanco se afiaden 4 mL de agua en lugar

de la muestra. Este procedimiento nos cuantifica la cantidad de hierro total.

A partir de los datos de absorbancia y con una recta de calibrado externa con un rango de
concentraciones de entre 0y 10 mgL™ de ion ferroso se calcula la cantidad de hierro total.
En el caso de que la concentracion sea superior a 10 mgL™ se procedera a la dilucion de

la muestra.

3.5.6. Método para la determinacién del perdxido de hidrogeno en disolucion

El perdxido de hidrégeno reacciona con el metavanadato de amonio dando lugar al ion
VO2** cuya absorcion a 450 nm es proporcional a la concentracion de perdxido de
hidrogeno. Este ion presenta un color amarillento y es muy estable a temperatura
ambiente, siempre y cuando la concentracion de peroxido de hidrogeno sea menor a 3
mM.

Se toman 5 mL de muestra y se afiaden 1.03 mL de metavanadato de amonio (0.06 M de
metavanadato de amonio en 0.36 M de acido sulfarico) y 3,97 mL de agua destilada. El
blanco al igual que en el caso de la determinacion del hierro se prepara afiadiendo agua
destilada en lugar de muestra. Se mide la absorbancia a 450 nm y mediante la Ecuacion
32 (asumiendo que todo el metavanadato es oxidado) obtenemos la concentracion de

perdxido de hidrdgeno.
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VixAbs

CH202 (mol L7%) = Vin*283

(Ec. 32)

donde V: son los 10 mL que suman los reactivos méas la muestra, Vmes el volumen de
muestra afiadida, Abs es el valor de absorbancia obtenido en cada caso a 450 nmy, 283

es el coeficiente de extincion molar en mol L*cm™ (Pupo Nogueira & Guimaraes, 2000).

3.5.7. pH-metro y conductimetro
Para las medidas de pH y conductividad se utiliz6 el pH-metro pHenomenal® MU6100L

(Figura 3.5.7-1) de la casa comercial VWR.

Figura 3.5.7-1. pH-metro y conductimetro pHenomenal® MU6100L.

3.5.8. Medida demanda quimica de oxigeno (DQO)

La DQO mide la cantidad de oxigeno necesario para oxidar toda la materia organica
presente en una muestra liquida, bajo determinadas condiciones de agente oxidante,
temperatura y tiempo. La metodologia utilizada se basa en oxidacion de las muestras
mediante una disolucién acida con exceso de dicromato potasico en presencia de sulfato
de plata (que actta como catalizador). La muestra es digestada durante 2 horas a 148°C

y posteriormente por espectrofotometria se determina la concentracion de iones Cr (I11).

Para esta determinacion se toma un volumen 3 mL de muestra filtrada y se afiade al tubo
de reaccion, se agita y se lleva al termoreactor. Una vez pasadas las dos horas se deja
enfriar y se mide la concentracién mediante el fotdbmetro (Figura 3.5.8-1) de Cr (l1I)
obteniéndose directamente el valor en mg Oz L%, El rango utilizado en todas las medidas
fue el de 10-150 mg O2 L.

Figura 3.5.8-1. Termoreactor y fotdmetro utilizado para la determinacion de la DQO.
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3.5.9. Cromatografia exclusion por tamafios

La cromatografia de exclusion por tamafios se ha utilizado para la determinacion del
tamafio molecular de las distintas STH obtenidas. Consiste en un equipo de cromatografia
liquida en el cual, la fase estacionaria es un material poroso que permite la elucion

diferencial de los solutos en funcién de su tamafio molecular.

El equipo utilizado ha sido un cromatégrafo Hitachi Chromaster de la casa comercial
VWR (Figura 3.5.9-1) con una columna de metacrilato marca Shodex modelo OHpak
SB-805 HQ termostatizada, un automuestreador Chromaster 5210, una bomba
Chromaster 5110, un detector UV Chromaster 5410 y un detector de fluorescencia
Chromaster 5440.

Figura 3.5.9-1. Equipo HPLC Hitachi Chromaster.

El programa isocratico empleado para la determinacion de los tamafios moleculares se

muestra en la Tabla 3.5.9-1.

Tabla 3.5.9-1. Método cromatografico empleado en SEC.

% Acetonitrilo 30

% Tampon fosfato 70
(pH 7.2)
Flujo (mL min') 0.8
Longitud de onda 260
(nm)

Se prepararon patrones a una concentracion de 20 mg L de PSS (Poli sodio-
estirensulfonato) con diferentes pesos moleculares (Mw) y se midieron obteniendo los
tiempos de elucion (te) para cada patrén. Se calculo también el tiempo total de la columna
(tr) utilizando una concentracion de 20 mg L™ de KNOz y el tiempo muerto (to) mediante
una disolucion acuosa de Pullulan a una concentracion de 20 mg L™ obteniéndose un
tiempo de 6.07 minutos. Con todo esto se calculé el tiempo de retencion (tr) para cada
uno de los patrones mediante la Ecuacion 33. En la Tabla 3.5.9-2 se muestran los pesos
moleculares, tiempo de retencion y tiempo de elucion de los diferentes patrones.
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tp =22  (Ec.33)
to
Tabla 3.5.9-2. Pesos moleculares, tiempos de retencion y tiempos de elucién de los diferentes patrones
empleados.
PSS (MW) LOg Mw te tr
(min)
145000 5.16 9.50 1.56
77400 4.89 10.21 1.68
29100 4.46 10.87 1.81
9680 3.99 11.50 1.89
6520 3.81 11.85 1.95
4230 3.62 12.43 2.05

Con la recta de calibrado se calcularon los pesos moleculares (Mw) de las distintas STH
(Ecuacion 34). La recta de calibrado se obtuvo mediante la representacion del tiempo de
retencion frente al log Mw de cada uno de los patrones.

log M,, = 3.43t; + 10.58  (Ec. 34)
R? =0.981
Por ultimo, se calcularon los pesos moleculares medios (Mn), los pesos moleculares

medios promedios (M) y la polidispersidad (p) de las muestras, mediante las Ecuaciones
35-37.

D > Y ¥
M, = S h; (Ec. 35)
YN M;
M, =Z=MM (B 36
w Z{\lzl hi ( )
p= ’:’4—: (Ec. 37)

3.5.10. Célculo % humedad, solidos totales y volatiles

Se pesaron las muestras frescas en crisoles de porcelana (cada muestra por triplicado) de
acuerdo con el método normalizado 2540 (APHA-AWWA-WEFF, 1998). Para conocer
el porcentaje de humedad se secan las muestras en la estufa marca BINDER durante 24
horas a una temperatura de 105°C+5 y se calcula por diferencia de pesada. Posteriormente
se incineran las muestras en el horno mufla Nobertherm (Figura 3.5.10-1) a una
temperatura de 550°C+5 durante dos horas, y por diferencia de pesada se calculan los

solidos volatiles y totales presentes en la muestra.
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Figura 3.5.10-1. Estufa y horno mufla empleados.

3.5.11. Dispersion de Luz dindmica

La dispersion de luz dinamica o DLS es una técnica analitica fisicoquimica que sirve para
la determinacion de la distribucion de tamafios de particulas en suspension o
macromoléculas en solucién, cuantificando el movimiento por dispersion. Se basa en la
velocidad con que las particulas se difunden en un solvente debido al movimiento
Browniano (Figura 3.5.11-1). La velocidad de difusion browniana es inversamente
proporcional al tamafio de particula y se expresa como el radio hidrodindmico (Rn) de

acuerdo con la ecuacion de Einstein Ecuacion 38.

Ry = 2L (Ec.38)

3nnD
donde D es el coeficiente de distribucion translacional, k es la constante de Boltzman, T

es la temperatura absoluta y, n la viscosidad del solvente puro.

Se prepararon disoluciones de cada una de las STH a una concentracion de 3g Ly se
miden diluciones de éstas hasta alcanzar una concentracion de 20 mg L. Se realizan tres
medidas por cada muestra. El equipo empleado ha sido un ZETASIZER Nano series
(Nano-ZS) de la casa comercial Malvern. Nos proporciona el valor del radio
hidrodindmico y anchura de las particulas, asi como el grado de polidispersion (P.D.I)

que es indicativo del grado de homogeneidad de la muestra.

Figura 3.5.11-1. Equipo ZETASIZER para la medicién del DLS.

3.5.12. Resonancia paramagnética electronica

La resonancia paramagnética electronica es una técnica espectroscopica que permite la
deteccion de especies con electrones desapareados (Figura 3.5.12-1). Permite la

deteccion directa de radicales libres en sistemas quimicos o biologicos. Esta técnica
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permite obtener informacion estructural y dinamica que estan ocurriendo al momento en
el sistema sin perturbarlo. En este caso nos interesa el uso como trampa de espin (spin
trap) usado para detectar radicales de vida corta como técnica analitica complementaria.

El espectrometro utilizado ha sido el modelo Bruker ESP 300E que opera en la banda X
y las medidas se han llevado a cabo en capilares de cuarzo. Los parametros bajo los que
se han realizado las medidas han sido los siguientes: frecuencia de microondas 9.78 GHz,
potencia de microondas 5 mW, la frecuencia de modulaciéon 100 kHz con una amplitud
de modulacion de 0.4 Gauss, y tiempo constante 40 ms. Como agente de captura (spin
trap) se ha utilizado DMPO (5,5-dimetil-1-pirrolina-N-oxido).

La cantidad de STH para cada muestra se disuelve en agua MQ a pH 4.5, posteriormente
se adicionan las sales de hierro a una concentracion de 5 mg L™ para Fe(l1) y Fe(ll1), una
vez disueltas se lleva cuidadosamente el pH a 5 mediante la adicion de NaOH.
Seguidamente, se adiciona el DMPO a una concentracion de 17 mM y por ultimo se
adiciona el H202 a una concentracion de 1 mM. Una vez se adiciona el H202 empieza la

reaccién, por eso es el Ultimo reactivo que se incorpora.

En el caso de las muestras con Fe(l11) se acumulan una ganancia de 10 espectros debido
a la baja sefial, no asi en el caso de las muestras con Fe(ll) donde la sefial es tan intensa
gue no es necesario. La intensidad de la sefial se determina con la media de la altura de

los espectros de DMPO-OH, que posteriormente es normalizada.

Figura 3.5.12-1. Espectrémetro de resonancia paramagnética Bruker ESP 300E.

3.5.13. Termogravimetria

El analisis termogravimétrico (TGA) es una técnica que se usa para caracterizar
propiedades fisicas y quimicas de los materiales en funcion de la temperatura bajo una
atmasfera controlada. Se mide la variacion en la masa cuando las muestras son calentadas

o enfriadas.
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Se ha usado un equipo TA Q600 (TA Instruments). El analisis se realiza con una rampa
de temperatura desde temperatura ambiente hasta los 800°C en atmdsfera de aire y
aumento de ésta de 10°C min™.

3.6.Ensayos de toxicidad

Se han realizado diferentes ensayos de toxicidad: inhibicion de la bioluminiscencia de la
bacteria marina Allivibrio fischeri (ISO 11348-3:2007 adaptada), ensayo inhibicion del
crecimiento en el alga Pseudokirneriella subcapitata ( 1SO 8692:2004 adaptada),
inhibicién movilidad del cladécero Daphnia magna (ISO 6341:2012), ensayo de
repulsién con la lombriz de tierra Eisenia fétida (ISO 17512-1:2008), ensayos de
citotoxicidad con las lineas celulares N2a y HEK (1SO 10993-5:2009 adaptada) y ensayos

de disrupcion endocrina RYA (recombinant yeast assay).

3.6.1. Bioensayo con la bacteria luminiscente Aliivibrio fischeri

El bioensayo con la bacteria A. fischeri es uno de los ensayos mas utilizados para evaluar
la toxicidad aguda de muestras de agua en presencia de contaminantes. A. fischeri es una
bacteria anaerobia facultativa gram negativa, de la familia Vibrionaceae que presenta
bioluminiscencia. Esta bioluminiscencia esta ligada al sistema de transporte de electrones
en la respiracion celular, y es indicativa del estado metabdlico de la célula, de modo que
una disminucion en la bioluminiscencia indica una disminucion en la tasa de respiracion
celular. En presencia de agentes contaminantes, la bioluminiscencia disminuye y se puede
expresar la toxicidad aguda como concentracion efectiva 50 (CEso), que es la
concentracion efectiva del contaminante que produce un 50% de respuesta en la poblacién

estudiada.

Este ensayo se realiza de acuerdo con la ISO 11348-3:2007 con algunas adaptaciones.
Las bacterias fueron suministradas por Fischer Scientific (Madrid, Espafia). Con este
bioensayo se mide la inhibicion de la luminiscencia de la bacteria marina A. fischeri (cepa
NRRL B-11177) que se pone en contacto con diferentes diluciones de las muestras. Este
ensayo se realiza con la ayuda de un médulo inyector de microplacas Tecan modelo
Infinite M200 (Figura 3.6.1-1). Primero, se les ajusta el pH a las muestras para asegurar
las condiciones adecuadas para el crecimiento de las bacterias y se les adiciona NaCl para
alcanzar una concentracion del 2% de sal, y con ayuda del médulo inyector se siembran
en la microplaca. Paralelamente, la bacteria liofilizada es reconstituida y sembrada

manualmente en otra microplaca. Transcurridos 15 minutos, la bioluminiscencia de la
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microplaca gque contiene las bacterias es medida. El contenido de la microplaca con las
muestras se transfiere a la microplaca con las bacterias y se ponen en contacto durante 30
minutos, transcurrido este tiempo se mide la disminucion en la bioluminiscencia de las

bacterias. Todo el ensayo se lleva a cabo a una temperatura de 15°C.

Figura 3.6.1-1. M6dulo inyector de microplacas Tecan modelo Infinite M200.

3.6.2. Bioensayo con el alga Pseudokirchneriella subcapitata

P. subcapitata es un alga verde (cloréfita) unicelular con forma de medialuna que puede
encontrarse en sistemas acuaticos epicontinentales eutroficos u oligotréficos. La tasa de
crecimiento se ve afectada y disminuye cuando son expuestas a muestras que contienen
contaminantes toxicos. Este ensayo de toxicidad aguda se realiz6 de acuerdo con la ISO
8692:2004 con algunas adaptaciones. La poblacion de algas fue suministrada por ECOtest

S.L. (Valencia, Espafa).

El primer paso para la realizacion del ensayo consiste en la inmovilizacién del alga y
cultivo de ésta hasta llegar a la fase exponencial de crecimiento. Para ello, el alga
inmovilizada se agita y centrifuga varias veces en un medio de disolucion (matrix
disolving medium) y se resuspenden en medio de cultivo BBM (Bold’s Basal Medium).
La disolucion obtenida se mantiene en camara climatica durante 12 horas a 22+2°C en

agitacion continua y bajo una intensidad luminosa de 1100 lux.

Todas las muestras a las que se les va a realizar este bioensayo deben tener ajustado el
pH a valores de entre 7 y 8. Una vez se ha alcanzado la fase de crecimiento exponencial
de la poblacion se procede al ensayo propiamente dicho (Figura 3.6.2-1). Para el
sembrado de las microplacas (microplacas transparentes de 96 pocillos de fondo plano)
se utiliza el Tecan Infinite M200. El Tecan realiza el llenado automatico de las

microplacas con las muestras problema vy el cultivo de algas (10* cél mL™).
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Cada ensayo/muestra cuenta con ocho réplicas de control negativo (algas + medio de
cultivo), ocho réplicas de cada dilucion (algas + medio de cultivo + muestra problema) y
ocho blancos (medio de cultivo), el volumen total sembrado en cada pocillo es de 300 pL.

Las microplacas se meten en bolsas de plastico, se saturan con CO2zal 2%, se sellan y se
introducen en la camara climética bajo las condiciones citadas anteriormente. El
crecimiento de la poblacion de P. subcapitata se mide a las 24, 48 y 72 horas mediante la
medicion de la clorofila in vivo por fluorescencia (430 nm y 663 nm de excitacion y

emisidn respectivamente). La toxicidad aguda se expresa como CEso.
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Figura 3.6.2-1. Procedimiento de sembrado de las placas (izquierda) y placa a Iats 48 h de la siembra.

3.5.3. Bioensayo de toxicidad con el microcrustaceo Daphnia magna

D.magna es un microcrustaceo planctonico ampliamente utilizado como indicador
ambiental del estado de los efluentes dulceacuicolas. Es uno de los organismos mas
utilizados en ensayos toxicoldgicos debido a su ciclo de vida corto, a su reproduccion
partenogenética que garantiza la homogeneidad de los cultivos y a que es de facil manejo.
Las epifias de D. magna fueron suministradas por ECOtest S.L. y el ensayo se realizé de
acuerdo con la ISO 6341:2012.

Tres dias antes de la realizacién del ensayo se eclosionan los huevos de resistencia
(epifias), vaciando el contenido de un vial en un tamiz y lavando abundantemente con
agua. Las epifias se transfieren a una placa Petri de 9-10 cm de diametro con 12 mL de
medio reconstituyente. Para que los neonatos estén listos para su utilizacion se incuban

durante 72 horas a 22+2°C bajo iluminacion constante.

El pH de todas las muestras a analizar se ajusta a valores de entre 7-8. Se preparan por
triplicado las diluciones en placas de fondo plano, asi como el blanco, y se afiaden 10 mL
de medio con las correspondientes diluciones. Por Gltimo, se afiaden 5 organismos a cada

una de las placas (Figura 3.6.3-1), y se llevan a la incubadora donde los organismos
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estaran en contacto con la muestra problema durante 48 horas. A las 24 y 48 horas se hace

recuento de los organismos, muertos e inmoviles.

Figura 3.6.3-1. Preparacion del ensayo para D. magna.

3.5.4. Ensayo toxicidad aguda lombriz de tierra Eisenia fetida

Las lombrices se usan como prueba para evaluar la toxicidad de las muestras problema
en los suelos. El objetivo de este ensayo es determinar la repulsion que siente la lombriz
de tierra por el sustrato que contiene las muestras problema. Las pruebas de repulsion se
realizaron con organismos adultos con presencia de clitelo y con dos/tres meses de edad,
siguiendo el protocolo establecido por la norma ISO 17512-1:2008. Los organismos
fueron suministrados por el departamento de Ingenieria Hidraulica y Medio Ambiente de

la Universitat Politécnica de Valéncia.
Primero se prepar0 y homogeneizd el sustrato, cuya composicion fue:
e 69% de arena de cuarzo industrial
e 20% arcilla de caolinita (con un minimo de 30% de caolinita)
e 10% de turba rubia
e 1% de carbonato célcico

Una vez preparado se distribuye en los recipientes de vidrio, de 14 cm de didmetro y 6
cm de altura, una cantidad de 500 g. Los recipientes se dividen en dos partes (una va a
contener el sustrato con la muestra problema y la otra solo sustrato) es decir, 250 g para

cada division. EIl sustrato se humecta para conseguir una humedad del 40%. Con el
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sustrato preparado y dividido en el recipiente de ensayo se introducen los organismos en
la divisidn que queda entre los sustratos, los organismos fueron purgados previo al ensayo
durante 24 horas. Los recipientes fueron tapados con film y agujereados para permitir la
respiracion. Transcurridas 48 horas a una temperatura 22+1°C e iluminacion constante se
procedio al recuento de los organismos en cada parte del sustrato. Cada muestra se

preparo por triplicado, asi como el blanco.

Los resultados se expresan como porcentaje de respuesta neta, de acuerdo con la siguiente

Ecuacién 39:

NR = (CN;T)* 100  (Ec. 39)

donde NR es el porcentaje de respuesta neta, C es el numero de organismos en el lado
control, T es el numero de organismos en el lado con la muestra problema y N es el

numero total de organismos.

Si el valor de NR es positivo indica que ha habido repulsion, si es negativo que existe

atraccion por el compuesto y si es igual a cero quiere decir que no hay respuesta.

3.5.5. Ensayo citotoxicidad con las lineas celulares HEK y N2a

Los ensayos de viabilidad celular se realizan sobre dos lineas celulares, HEK (células
embrionarias de rifion humano) y N2a (neuroblastoma de raton). La viabilidad celular se
evalla usando resazurina. La resazurina es un indicador redox que permite detectar la
viabilidad celular por la conversién de una tincién azul no fluorescente a un color rojo

(resozurina) en respuesta a una reduccién quimica.

Las células se mantienen en placas de cultivo de tejidos hasta su uso en medio Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM) suplementado con 1% de L-glutamina, 2% de
penicilina-estreptomicina y 10% de suero bovino fetal. La incubacion celular se realiza a
37°C y 5% de CO2 en atmosfera humidificada. Las células se recogen cuando alcanzan
una confluencia del 70-90% y se evalua la viabilidad celular y densidad mediante Tryptan

Blue con un hemocitometro antes de su uso en el ensayo.

El ensayo se lleva a cabo en una placa de cultivo de tejidos de 96 pocillos. Cada pocillo
se llena con 100 pL de una de las suspensiones celulares (1*10° cel mL™?) en DMEM
suplementado. A las 24h, las muestras se siembran con diluciones en serie y se incuban
otras 24h. Posteriormente se retira el medio y se afiaden 100 pL de solucion de resazurina

a una concentracion de 15 puM. A las 4h se procede a la lectura de la fluorescencia en el
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lector de placas del Tecan Infinite M200 a 560/590 nm Ex/Em. Se realizan controles

negativos y blancos que se analizan simultaneamente con las muestras.

3.5.6. Ensayo con levaduras recombinantes RYA (Recombinant Yeast Assay) para
la evaluacion de la actividad estrogénica

El objetivo de este ensayo es comprobar la actividad estrogénica de los compuestos

problema. Se basa en el uso de una cepa de levadura Saccharomices cerevisae modificada

genéticamente, cepa BY4741 (ER).

Las muestras de agua se concentran utilizando un sistema de vacio (Extra Vac 12,
Scharlab) mediante la utilizacion de cartuchos SPE (Solid Phase Extraction) de la misma
marca comercial. Los cartuchos son previamente acondicionados con 10 mL hexano, 10
mL de diclorometano, 10 mL metanol y 15 mL de agua MQ para lavarlos con un flujo de
5 mL mint. Se filtra un volumen de 0.5 L de muestra por cada cartucho. Una vez filtrada
la muestra el cartucho se lava con 5 mL de agua MQ y se seca en la estufa. Una vez seco
se procede a la elucién de los parabenos del cartucho; para ello se hace pasar por éste 10
mL de diclorometano:hexano (1:1) y 10 mL de diclorometano:acetona (1:1). Los
disolventes utilizados son evaporados por rotavapor (Figura 3.6.6-1), y el extracto seco
es reconstituido con 500 uL de metanol. Las muestras extraidas se almacenan a -4°C hasta

su analisis.

Figura 3.6.6-1. Concentracion de las muestras.

El primer paso para realizar este ensayo es cultivar la levadura a partir de criocultivos. Se
siembran placas a partir de estos criocultivos (-80°C) y se incuban durante 24-48 horas a
30°C, obteniéndose lo que se conoce como cultivos stock. A partir de éstos, se siembran
las placas con el medio de cultivo selectivo (YPD en este caso) segun la cepay se incuban
24 horas a 30°C. Una vez transcurrido este tiempo, se inoculan en tubos de ensayo con
medio de cultivo liquido y se incuban de nuevo a 30°C durante 17 horas y con agitacion

suave. Posteriormente se comprueba que volumen es el adecuado para que contenga la
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cantidad de células en fase exponencial de crecimiento necesaria para garantizar el
ensayo, es necesario un cultivo con una densidad 6ptica de 0,08-0,15 a 600 nm, y se
inoculan en matraces Erlenmeyer de 50 mL con el medio de cultivo especifico de la cepa.

El segundo paso consiste en el llenado de las placas multipocillo de polipropileno
(NUNCTM, Thermo Scientific). La primera columna se llena con el cultivo de la levadura
y la muestra preconcentrada a una dilucién 1:20 v/v, y de esta se van realizando diluciones
1:2 sucesivas a lo largo de la placa hasta llegar a la columna 9. La columna 10 es el control
de toxicidad, la 11 el control positivo y la 12 el control negativo (Figura 3.6.6-2). Las

placas se incuban a 30°C con agitacion orbital (120 rpm) durante 6 horas.
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Figura 3.6.6-2. Ejemplo de siembra en las placas multipocillo para el ensayo RYA.

Una vez incubadas se afiade a todos los pocillos el YPER (Yeast Protein Extraction
Agent), que es un tampdn de lisis, para permeabilizar la pared de la levadura y extraer las

proteinas solubles. Se incuban de nuevo las placas 30 minutos a 30°C.

Se afiade el sustrato fluorescente MU-Gal para la deteccion de la B-galactosidasa a cada
uno de los pocillos y se deja reposar la placa durante 5 minutos para asegurar que los

restos celulares se depositen y se procede a la lectura de la placa.

Se mide la fluorescencia empleando el lector Tecan Infinite M200 a una longitud de onda
de excitacion de 360 nm y una longitud de onda de emisién de 460 nm cada 42 segundos
durante 20 minutos. La intensidad de la fluorescencia registrada en ese tiempo
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corresponde con la actividad enzimatica. Dicha cantidad es proporcional a la cantidad de
enzima, que a su vez es proporcional a la cantidad de complejo ligando-receptor formado
que active la transcripcion del gen LacZ. La actividad maxima ha de ser la del control

positivo y la actividad minima la del control negativo.

La actividad de p-galactosidasa se calcula a partir de las pendientes de la recta de los
valores de fluorescencia frente al tiempo. Para ello se asume que en la formacion del

complejo ligando-receptor nunca es limitante.

Este ensayo no proporciona una medida directa de los contaminantes potencialmente
toxicos o de sus actividades, por lo que los resultados se calculan como equivalentes E2
(EEQ). Los equivalentes son la concentracion de los ligandos de referencia (ng L) que
deberia estar presente para obtener una respuesta similar a la observada (Noguerol et al.,
2006)

3.6. Métodos matematicos y estadisticos

3.7.1. Analisis estadisticos de los bioensayos de toxicidad

Para los diferentes ensayos de toxicidad realizados se ha calculado el valor MID, que es
el factor de dilucion requerido para producir un 50% de efecto en la poblacion estudiada,
el LID, que es la dilucion mas baja que no produce efecto en la poblacion estudiada, y la
CEso (Concentracion Efectiva 50) que es la concentracion requerida para causar el 50%
de respuesta en la poblacion.

El valor MID se ha calculado mediante andlisis Probit, utilizando el programa estadistico
SPSS (version 16.0), y el valor LID se ha calculado mediante el programa estadistico
Statgraphics Plus (version 5.1). Ademas, se ha aplicado anélisis de la varianza ANOVA
para conocer el efecto del tiempo de tratamiento en los procesos de degradacion, tomando
un p<0.05.

3.7.2. Andlisis de matrices de excitacion emision de fluorescencia (EEM) y anélisis
paralelo de factores.

Las matrices de excitacion emisién son una técnica analitica complementaria que
proporciona gran cantidad de informacion que de otra manera seria complicada de
conocer. Generalmente se han utilizado para obtener informacion acerca de la
composicion quimica de la materia orgéanica disuelta (MOD) gracias a la alta sensibilidad
que presenta esta técnica. En aplicaciones simples, la fluorescencia de un fluoréforo a una

longitud de onda de excitacion emision concreta se utiliza para medir concentraciones.
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Sin embrago, generalmente se utilizan barridos de fluorescencia para medir una muestra
combinada de fluor6foros conocidos y desconocidos (Bahram et al., 2006). Las técnicas
de andlisis multivalentes de datos se han utilizado para el estudio de sefiales de
fluorescencia de muestras complejas (Stedmon et al., 2003), siendo de las més utilizadas
PARAFAC.

El anélisis paralelo de factores (PARAIllel Analysis FACtor) proporciona un modelo tanto
cuantitativo como cualitativo de los datos analizados, y separa la sefial medida en sefiales
individuales con espectros de ExX/Em especificos. Los datos de fluorescencia son
multidireccionales, ya que dependen de tres factores: de la longitud de onda absorbida
(excitacion) y de la longitud de onda a la que presenta fluorescencia (emision).
Combinando los datos medidos de una serie de muestras se obtiene una matriz
tridimensional definida por tres matrices bidireccionales A, B y C con elementos aij, bij y
cij (Ecuacion 40), donde xijk es la matriz tridimensional con dimensiones I, J y K. Es la
intensidad de fluorescencia de la muestra i medida a la longitud de onda de emision jy a
longitud de onda de excitacion k, eijk s el error o residuo derivado del ruido o cualquier
otra variacion no modelada. Si hay fluor6foros F en la mezcla la sefial medida es la suma

de la contribucion de cada uno de ellos.
Xijk= Z?:l aifbjfckf + gijk' i = 1,1,] = 1,],k = 1,.,K; (EC 40)

El resultado del modelo son los parametros a, b y c. Representan respectivamente la

concentracion, los espectros de emision y los espectros de excitacion de los fluoréforos.

En la presente tesis doctoral la representacion y analisis por PARAFAC de las matrices
medidas se ha realizado usando MATLAB2018b junto a la interfaz de usuario
desarrollada por nuestro grupo de investigacion en el proyecto al que estd asociado mi
contrato FPI (Mico et al., 2019) la cual emplea rutinas de drEEM toolbox para el
pretratamiento y analisis de los datos. Los pasos seguidos para medir y obtener las EEMs

y la representacion y analisis de estas se muestran a continuacion (Figura 3.7.2-1).

71



Material y métodos

Preparacion base de « Rellenar el archivo Samplelog y organizar los
datos datos en carpetas.
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Figura 3.7.2-1. Flujo de trabajo de la aplicacion EEMIlab. Extraido de Mico et al., 2019.
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Esta parte de la tesis se va a dividir en 5 capitulos dirigidos a cumplir los objetivos
especificos de la Tesis, y que se corresponden con 5 articulos cientificos derivados de la

misma (ya publicados o en fase de publicacion).
Capitulo 1

En este capitulo se sintetizan las STH, se caracterizan y se platea la posibilidad de aplicar
diferentes tiempos de fermentacion del residuo de la produccion del aceite de oliva para
la extraccion de STH y su aplicacién al proceso foto-Fenton a pHs mas préximos a la
neutralidad. Se utilizan residuos a los que se les ha aplicado tres tiempos de fermentacion
diferentes y se caracterizan las STH obtenidas, posteriormente se aplican al proceso foto-
Fenton y se comprueba su eficiencia, determinando que no es necesario fermentar los

residuos para mejorar la eficiencia de las STH obtenidas.

Articulo derivado: “Degradation of emerging polltants using different fermentation times

olive mill wastes humic like substances at circumneutral photo-Fenton process ”. (articulo

en fase de escritura)
Capitulo 2

Una vez comprobada la eficiencia de los diferentes tiempos de fermentacion, se decide
separar STH de diferente tamarfio de particula para comprobar el efecto que puede tener
sobre el proceso foto-Fenton este factor. Se comprueba la eficiencia de tres fracciones de
STH separadas mediante membranas y se evalua la toxicidad sobre varios organismos

pertenecientes a diferentes niveles de la cadena trofica.

Articulo derivado: “Humic like substances isolated from olive mill wastes as iron

complexants for the photo-Fenton treatment of emerging pollutants at mild conditions:
toxicity assessment. 2021 . Journal of Environmental Chemical Engineering (enviado).

Capitulo 3

Estudiada la influencia del tratamiento del residuo con diferentes condiciones de
extraccion y separacion para su posterior aplicacion al proceso foto-Fenton, asi como su

carcaterizacion y toxicidad, se evalta el mecanismo de reaccion de las STH en el proceso.

Avrticulo derivado: “Unveiling the dependence between hydroxyl radical generation and

performance of Fenton systems with complexed iron”. 2019. ACS Omega. 4, 21698-
21703.
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Capitulo 4

Una vez determinada la mejor metodologia de extraccién de las STH asi como su
mecanismo de reaccion, se compara la aplicacion en el proceso foto-Fenton de tres tipos
diferentes de STH provenientes de tres tipos de residuos sobre una mezcla de parabenos,

seleccionados como ejemplo de CE listados por la UE, y se evalua la toxicidad derivada.

Articulo derivado: “Removal of pharmaceutical and personal care products (parabens)

presents in cosmetic wastewaters by mild photo-Fenton process using humic like
substances and their toxicity assessment ”. (En proceso de escritura).

Capitulo 5

Finalmente, estudiado el efecto de las STH en la mejora de la eficiencia del proceso
oxidativo foto-Fenton a pHs mas proximos a la neutralidad, se buscan otras posibles
aplicaciones de las STH para el desarrollo de tecnologias mas eficiencientes para la
eliminacién de contaminantes emergentes. Se estudia la capacidadde las STH para
concentrar los contaminantes y de este modo, acoplar procesos de membrana seguidos de

procesos foto-Fenton para descontaminar aguas con una elevada carga de contaminante.

Articulo derivado: “Use of membranes systems coupled with photo-Fenton process to

remove emerging pollutants at high concentrations ”. (En proceso de escritura)
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4.1. APLICACION DE SUSTANCIAS TIPO HUMICAS CON DIFERENTE
TIEMPO DE FERMENTACION PROCEDENTES DEL RESIDUO DE LA
OLIVAPARA LAELIMINACION DE CONTAMINANTES EMERGENTES POR
PROCESO TIPO FOTO-FENTON.

4.1.1. Introduccion

El uso de agentes quelantes capaces de complejar el hierro es una de las estrategias mas
prometedoras para llevar el proceso foto-Fenton a pH mas proximos a la neutralidad.
Estos compuestos son capaces de formar complejos fotoactivos y son estables durante el
proceso (Santos-Juanes et al., 2017). Como hemos visto en el Apartado 1.2.2.3.4, en los
ultimos afios se ha estudiado la aplicacion de diferentes complejos como el EDTA (De
Lucaetal., 2014), el EDDS (Soriano-Molina et al., 2019; Miralles-Cuevas et al., 2019) o
el NTA (Dong et al., 2019) entre otros.

A parte de agentes complejantes de origen quimico, otro tipo de sustancias como las SH
(Sustancias Humicas) o STH (Sustancias Tipo Humicas) han generado interés en cuanto
a su uso como agentes complejantes del hierro. Son macromoléculas naturales originadas
por transformaciones microbianas y quimicas que tienen lugar en los suelos. En su
estructura presentan quinonas (ademas de grupos -OH y -COOH) que ayudan a reducir el
Fe(l11) a Fe(Il) manteniendo el Fe en disolucién y ampliando el rango de aplicacién del
proceso foto-Fenton, como ha demostrado (Georgi et al., 2007). Como se ha citado
anteriormente, algunos autores de nuestro grupo de investigacion han extraido STH de
diferentes tipos de residuos como residuos sélidos urbanos (Gomis et al., 2014) o residuo
de la produccion del aceite de oliva (Garcia-Ballesteros et al., 2018) y las han adicionado
al proceso foto-Fenton consiguiendo buenos resultados de degradacion de los

contaminantes seleccionados en cada caso.

Considerando la importancia de la produccion del aceite de oliva en los paises
mediterraneos, con los consiguientes residuos asociados al proceso, pone de manifiesto
el creciente interés en la extraccion de STH provenientes de este residuo y, en profundizar

en el conocimiento de sus posibles aplicaciones.

Hay que considerar que los residuos generados en la produccion del aceite de oliva son
recalcitrantes y fitotoxicos (Roig et al., 2006) y necesitan de procedimientos especiales

de gestion de residuos en la mayoria de los paises. La revalorizacion de este residuo
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estaria de acuerdo con los objetivos de la Union Europea respecto al fomento de la

economia circular.

Para el presente trabajo, se han extraido STH procedentes del residuo de la produccion
del aceite de oliva de la almazara de Millena (Alicante) y se han sometido a diferentes
tiempos de fermentacion. Se ha empleado residuo fresco (MH), residuo fermentado un
mes (MHF) y residuo fermentado un afio (MHF-1A) sin dializar y dializado
respectivamente (MH-D, MHF-D y MHF-1A-D). Posteriormente, se ha estudiado su
adicion como agentes complejantes del Fe en el proceso foto-Fenton. Se han caracterizado
las STH obtenidas mediante diferentes técnicas: espectroscopia UV-Vis, DLS, FTIR,
TGA vy fluorescencia. De entre las técnicas seleccionadas, las matrices de excitacion
emisién (EEMs) que se obtienen por fluorescencia, arrojan informacion acerca de la
composicion de las muestras mediante la identificacion de fluor6foros que pueden ser
asignados a diferentes familias de compuestos. Las EEMs combinadas con el analisis
matematico PARAFAC nos permite conocer la tendencia de los diferentes componentes

de las muestras a lo largo del tratamiento, evitando el uso de técnicas sofisticadas.

El objetivo final del estudio es determinar y comparar el papel de las STH sometidas a
diferentes tiempos de fermentacion como agentes complejantes del hierro en el proceso
tipo foto-Fenton a pH 5, prestando especial atencion a los cambios en la composicién de
la materia organica medida por EEM-PARAFAC. Para los experimentos de degradacion
se han seleccionado seis contaminantes emergentes: acetaminofeno (ACF), amoxicilina
(AMOX), acetamiprid (ACP), cafeina (CAF), carbamazepina (CAR) y acido clofibrico
(CLOF).

4.1.2. Extraccion de las STH

La extraccion de STH se realiza a partir del residuo sélido de la produccion del aceite de
oliva (alperujo) obtenido de la Almazara de Millena (Alicante), al que se ha sometido a
diferentes tiempos de fermentacion. Se somete a digestion basica 0.125 kg del residuo
fresco corregido por la humedad con 0.5 L de KOH 0.3 M a 400 rpm y 24 horas. Una vez
transcurrido este tiempo, se lleva el volumen hasta 5 L con KOH a la misma
concentracion para acabar de extraer las STH que puedan quedar, y se filtra la muestra
por un tamafio de poro de 100 um para eliminar toda la parte insoluble que pueda estar
presente como piel o restos de hueso. Posteriormente se filtra toda la solucion por

membranas ceramicas de TiO2 de siete canales interiores con un tamafio de poro de 50
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kDa, asi se obtienen tres tiempos de fermentacién de STH: MH, MHF y MHF-1A. El
retentato (RT) obtenido en cada filtracidn se seca en la estufa hasta la eliminacion total
de toda la humedad y se tritura, obteniendo asi las STH. De cada tiempo de fermentacion
se toma una parte y se somete a dialisis con membranas de tamafio de poro 12 000 Da
para eliminar todas las sales procedentes de la extraccion. Posteriormente estas STH de
diferentes tamafios se aplicaran al proceso foto-Fenton a pH mé&s neutros; se busca
determinar si el tiempo de fermentacion del residuo de las STH condiciona el proceso.

4.1.3. Caracterizacion de las STH

El peso molecular de las diferentes STH se ha calculado por cromatografia de exclusion
por tamafios (SEC); cuanto mayor sea la molécula, menor es el tiempo de retencion. El
tamafno y el peso molecular se especifica comparando los valores obtenidos con
estandares de tamafios moleculares conocidos. Generalmente se utiliza el poliestireno de
sulfonato como estandar (PSS) (Liu et al., 2010). Hay que tener en cuenta que la MOD o
SH pueden presentar estructuras mas ramificadas y entrecruzadas que el patrén PSS, por
lo que los resultados obtenidos son aproximados (Sillanpéa et al., 2015). Como puede
observarse en la Figura 4.1.3-1 los tiempos de elucion son practicamente los mismos en
todos los casos, indicando que todas las STH tienen pesos moleculares (Mw) similares.
Las muestras dializadas presentan un mayor peso molecular, en torno a los 6400 kDa,
mientras que las no dializadas se encuentran en los 4600 kDa. Estos valores estan de

acuerdo con los obtenidos por Garcia-Ballesteros et al., 2018.

I/lmax (mV)
O P N W B~ 01 O

t (min)

Figura 4.1.3-1. Cromatograma de exclusién por tamafios obtenido para las diferentes STH. Muestras no
dializadas: MH, MHF, MHF-1A (negro) y dializadas: MH-D, MHF-D, MHF-1A-D (gris).

El tamafio de los agregados se ha determinado usando la técnica de dispersion de luz

dindmica (DLS); esta técnica se utiliza para conocer el radio hidrodindmico de las
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particulas. Los resultados obtenidos (Figura 4.1.3-2) varian entre los diferentes tiempos
de fermentacion de las STH. En el caso de MH y MH-D se han obtenido valores en torno
a los 400 nm (419.2 y 379.6 nm respectivamente) de acuerdo con los valores obtenidos
por Garcia-Ballesteros et al., 2018. El radio hidrodindmico obtenido para MHF (218.6
nm) es mas similar a los obtenidos por Avetta et al., 2015 en la caracterizacion de STH
extraidas de residuos sdlidos urbanos, donde se obtuvieron valores de 135 nm, lo cual
tiene sentido ya que estas se obtuvieron del digestato de un digestor anerobio, es decir,
estaban fermentadas. Los elevados valores obtenidos para MHF-D y MHF-1A-D podrian

explicarse por la capacidad de las STH de formar agregados (Sutton et al., 2005).
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Figura 4.1.3-2. Valores obtenidos para la medida DLS de las STH dializadas (m) y no dializadas (¢).

Respecto a la medida FTIR, las principales caracteristicas son similares entre las
diferentes STH indicando el origen comun de las muestras, asi como los mismos grupos
funcionales, aunque, pueden observarse algunas diferencias entre las muestras dializadas
y las no dializadas. El ancho pico registrado entre 3600-3000 cm™ se asigna a las
vibraciones de los grupos O-H de fenoles, alcoholes y &cidos carboxilicos y, a vibraciones
de los N-H de amidas y aminas (Andjelkovic et al., 2006). Es la banda de absorcién IR
mas marcada en todas las muestras analizadas. La banda de absorcion entre los 2960-
2860 cm! se relaciona con cadenas alifaticas (C-H) (Krivacsy et al., 2001). Los picos de
absorcion medidos a 1800-1650 cm™ muestran la presencia de dobles enlaces (C=0) de
grupos ésteres y carboxilicos. El primer pico se relaciona con enlaces C=0 de COOH y
otros grupos carboxilicos como cetonas y aldehidos (Duarte et al., 2007; Duarte et al.,
2005). La segunda banda se relaciona con la presencia de deformaciones de los C-O y O-
H de COOH y enlaces fendlicos C-O. Alrededor de los 16212 cm™ aparecen las bandas
de absorcion de los grupos carboxilicos ionizados; la region entre los 1620-1600 cm™
también puede relacionarse con estiramientos C=C de anillos aromaticos, estiramiento

C=0 en quinonas, acidos cetonicos y amidas primarias (Enev et al., 2014). El espectro de
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FTIR que se muestra en la Figura 4.1.3-3 esta de acuerdo con los diferentes autores:
Marques et al., 2005; Francioso et al., 2007; Enev et al., 2014; Kristensen et al., 2015. No

se han observado grandes diferencias entre las medidas de las distintas muestras.
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Figura 4.1.3-3. Espectro de absorbancia FTIR obtenido para las diferentes muestras de STH.

En la Figura 4.1.3-4 se muestra el andlisis termogravimétrico. Esta técnica se usa
normalmente para la caracterizacion de AH y para conocer su descomposicion termal
(Kucerik et al., 2004). Pueden observarse diferentes picos, que varian entre las muestras
dializadas y no dializadas y entre los diferentes tiempos de fermentacion de las STH.
Generalmente, se registra una primera reaccion exotérmica en torno a los 300°C debida a
la descomposicion de las proteinas y los grupos carboxilicos, y una segunda reaccion
exotérmica a 450°C aproximadamente que indica la descomposicion del carbén
refractario (Francioso et al., 2007). En las muestras dializadas, la pérdida de masa es
mucho mas acusada, se observa una fuerte pérdida de masa entre los 350-550°C. La
descomposicion de proteinas, carbohidratos y &cidos grasos poliinsaturados tiene lugar a
los 330°C (Garcia-1bariez et al., 2006), de acuerdo con la pérdida del nicleo aromatico

por la descomposicion termal (Marques et al., 2005).
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Figura 4.1.3-4. TGA obtenido para las diferentes STH. Muestras no dializadas (negras) y dializadas
(grises). Gréfica de la pérdida de peso (%/°C) frente a la T (°C).

La fluorescencia es una funcion de la estructura y de los diferentes grupos funcionales
presentes, y es capaz de discriminar entre diferentes cromoforos (Valencia et al., 2013).
Esta técnica espectroscopica es sensible y selectiva y no precisa de preparacion de las
muestras (Matilainen et al., 2011). La combinacién entre la fluorescenciay la absorbancia
a determinadas longitudes de onda caracteristicas (como los valores SUVA2s4, E2/E3 0
E4/Es ratios) son Utiles para conocer los mecanismos de degradacion y la eficiencia en
procesos fotocataliticos. Las matrices de excitacién emision son una herramienta muy Util
para la caracterizacion de muestras complejas con presencia de MOD (Xiao et al., 2020;
Her et al., 2003). En la Figura 4.1.3-5 se muestra las EEM obtenidas para las diferentes

muestras de STH. Las muestras no dializadas presentan una sefial muy intensa entre los
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400-500 nm, que corresponde con la region atribuible a las SH (Yang et al., 2015). En el
caso de las muestras dializadas el area de emision es mayor (350-550 nm) pero, en
cualquier caso, entran dentro de la region caracteristica de las SH (Coble, 1996;
Henderson et al., 2009); el movimiento del area de emision puede deberse a una mayor

fuerza idnica en estas muestras.
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Figura 4.1.3-5. EEM obtenidas para las diferentes STH. Arriba: no dializadas, abajo: dializadas. El eje X
corresponde a las longitudes de onda de excitacion (250-500 nm) y el eje Y a las longitudes de onda de
emision (300-600 nm).

En el caso de valores especificos de emision a determinadas longitudes de excitacion
como los indices FI (indice de fluorescencia) o HIX (indice de humificacidn) no se han
obtenido conclusiones claras. Respecto al FI los valores entre las diferentes muestras son
muy parecidos (entre 0.8-1.5) lo que indicaria que las muestras provienen del mismo
origen, mientras que para el indice HIX los valores fueron muy dispares entre ellos, no
obteniéndose una conclusion clara sobre el grado de humificacion con esta técnica.

De acuerdo con los resultados obtenidos para la caracterizacion de las diferentes STH, se
puede concluir que estas sustancias son tipo humicas y que por lo tanto van a actuar como

agentes complejantes del hierro en el proceso tipo foto-Fenton.

4.1.4. Aplicacion de las STH en proceso foto-Fenton

Se ha estudiado la capacidad de estas sustancias para llevar a cabo el proceso foto-Fenton
a pHs mas proximos a la neutralidad sobre la degradacion de una mezcla de seis
contaminantes a una concentracion de 5 mg L™ cada uno. La Figura 4.1.4-1 muestra la

degradacién de los seis contaminantes seleccionados a pH 5 en ausencia de STH, donde
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se alcanza cierta degradacion de estos. Sin embargo, si comparamos con la adicion de 20
mg L de STH (Figura 4.1.4-2), se alcanzan mejores resultados de degradacion en el uso
de cualquiera de los diferentes tiempos de fermentacion a excepcién de las sustancias
fermentadas un afio (MHF-1A y MHF-1A-D). La decision de qué cantidad de STH
adicionar al proceso para que sea eficiente, se ha hecho de acuerdo con los estudios de
Gomis et al., 2015, quienes concluyeron para la misma mezcla de contaminantes, que la
cantidad optima de STH necesaria para complejar 4-5 mg L* de Fe era de 19-22 mg L*
de STH.

CIC,

0 10 20 30 40 50 60
tiempo (min)

Figura 4.1.4-1. Degradacion de la mezcla de contaminantes frente al tiempo sin la adicién de STH.
Condiciones experimentales: [CEs]o 5 mg L cada uno, [Fe(I11)]o 5 mg L, [H202]o 75 mg L™, pHo 5. ACF
(8), AMOX (m), CAF (#), ACP (+), CBZ (x), CLOF (A).
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Figura 4.1.4-2. Degradacion de la mezcla de contaminantes con la adicion de las diferentes STH. A: MH,
B: MHF, C: MHF-1A, D: MH-D, E: MHF-D, F: MHF-1A-D. Condiciones experimentales: [CES]o 5 mg
L cada uno, [Fe(111)]Jo 5 mg L%, [H202]o 75 mg L, [STH]o 20 mg L*. ACF (e), AMOX (m), CAF (#),
ACP (+), CBZ (X), CLOF (A).

Se observa que mediante la adicion de las STH (a excepcidn del residuo fermentado un
afio: MHF-1A y MHF-1A-D), tas 1 hora de tratamiento se eliminan todos los
contaminantes excepto el ACP, quedando presente en la disolucion aproximadamente un
20% de la cantidad inicial; estos resultados estan de acuerdo con los porcentajes de
degradacion obtenidos por Gomis et al., 2014 y Gomis et al., 2015. EI ACP se usa
generalmente como contaminante modelo debido a que es un pesticida muy recalcitrante
(Arzate et al., 2017). Klamerth et al., 2011 estudiaron diferentes agentes complejantes de
Fe en proceso foto-Fenton para la degradacion de una mezcla de contaminantes (entre los
que se encontraban CBZ, CAF y ACF), concluyendo que la adicion de 10 mg L de SH

a pH cercano a 5 conseguia degradar los contaminantes en tiempos de tratamiento
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razonables. Si se comparan los resultados de degradacion obtenidos con el uso de las STH
dializadas y no dializadas, se observan mejores tiempos de degradacion en el caso de las
STH dializadas (MH-D y MHF-D), contrariamente a lo obtenido en el trabajo de Garcia-
Ballesteros et al., 2018. Debido a estos resultados, se decide repetir los experimentos
adicionando la misma cantidad de carbono en lugar de la misma cantidad de STH. La
Figura 4.1.4-3 muestra las degradaciones para el uso de las STH fermentadas un mes
(MHF y MHF-D) con la misma cantidad de carbono en ambos casos (20 mg L* de C).
Se observan mejores resultados de degradacion para el uso de las STH no dializadas (A),
por lo que se concluye que no es necesario realizar el proceso de dialisis para las STH.

1

0,8 0,8
506 0,6 -
Q S
O
04 © 041
0,2 0,2 -
0 0
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
tiempo (min) tiempo (min)

Figura 4.1.4-3. Degradacion de la mezcla de contaminantes frente al tiempo. Condiciones experimentales:
[CEs]o 5 mg L cada uno, [Fe(111)]o 5 mg L%, [H202]o 75 mg L%, [STH]o 20 mg L* de C, pHo 5. A: MHF,
B: MHF-D. ACF (o), AMOX (m), CAF (4), ACP (+), CAR (x), CLOF (A).

De forma complementaria a las medidas y seguimiento de la degradacion de los
contaminantes por HPLC, también se realizaron medidas de fluorescencia de las
diferentes muestras tomadas durante los tratamientos. La fluorescencia es una técnica
muy util para estudiar quimicamente muestras complejas que contengas MOD (W(insch
et al., 2019). Las matrices de excitacion emision (EEMs) se han combinado con
PARAFAC para obtener mas informacion del proceso de degradacion de los
contaminantes en presencia de las STH. EEM-PARAFAC se basa en la descomposicién
de las EEM medidas en sus diferentes componentes quimicos, que pueden asociarse
posteriormente con familias de compuestos y sus fluoroforos (Garcia-Ballesteros et al.,
2019). Sirve para obtener mas informacién de la fraccién organica contenida en matrices
de agua complejas con presencia de MOD (McKnight et al., 2001; Stedmon et al., 2003;
Stedmon & Bro, 2008). Las EEM medidas nos facilitan las huellas de cada componente
quimico o cromoforo principal presente en la muestra. En el caso de las EEMs de
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muestras con contenido de materia organica los andlisis publicados por otros autores
suelen ser analisis de dos a cuatro componentes y, en ocasiones muestran espectros poco
comunes (Bro et al., 2013).

El andlisis por PARAFAC se realizd sobre una base de datos conteniendo diferentes
tiempos de cada experimento realizado. Los tiempos analizados fueron 0, 15, 30 y 60. El
modelo que mejor se adaptaba y que mayor sentido quimico tenia respecto al contenido
de las muestras fue un modelo de 3 componentes. La Figura 4.1.4-4 muestra las huellas
caracteristicas para cada uno de los componentes.
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Figura 4.1.4-4. Huellas de los 3 componentes (C1, C2 y C3 respectivamente) obtenidos aplicando el
método de andlisis matematico PARAFAC para el conjunto de muestras de los experimentos foto-Fenton
en presencia de STH. El eje X corresponde a las longitudes de onda de excitacion (250-500 nm) y el eje Y

a las longitudes de onda de emisién (300-600 nm).

La huella C1 se atribuye a las STH. Las sefiales de fluorescencia de las SH se detectan
entre 237-260/400-500 nm, 300-370/400-500 nm y 290-325/370-430 nm de EX/Em
(Hudson et al., 2007; Henderson et al., 2009). En todos los casos los maximos de emision
de han detectado por encima de los 400 nm, lo que indica el origen terrestre de estas STH
(Yang et al., 2015) estando en concordancias con el origen del residuo utilizado. El
componente C2 corresponde a la huella de la mezcla de los seis contaminantes emergentes
estudiados. Los maximos de Ex/Em para la mezcla de contaminantes son 320/275 nm y
concuerda con los maximos para el componente C2. En el caso del componente C3 los
maximos de ExX/Em se encuentran entre 270-230/325-350 nm coincidiendo con las
regiones de Ex/Em asociadas a las proteinas o moleculas similares al triptofano. Las
moléculas similares al triptofano son generalmente las mas detectadas de entre los

compuestos tipo proteinas (Yang et al., 2015); teniendo en cuenta el origen de partida del
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residuo para la produccién de las STH es coherente que haya presencia de proteinas. Em
< 380 nm (C2 y C3) se asocian generalmente con sustancias alifaticas con anillos
aromaticos (Hao et al., 2021) y Em > 380 (C1) con fluoréforos de complejos aromaticos
policiclicos y moléculas aliciclicas ricas en grupos carboxilicos (Carstea et al., 2016).
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Figura 4.1.4-5. Evolucion de los componentes obtenidos por EEM-PARAFAC normalizados frente al
tiempo. Foto-Fenton con [MHF]o 20 mg L"* (e), foto-Fenton con [MHF-D]o 20 mg L™ (m), foto-Fenton con
[MHF]o C 20 mg L™ (o), foto-Fenton con [MHF-D]o C 20 mg L™ (o). Resto condiciones experimentales:
[CEs]o 5 mg L cada uno, [Fe(111)]J0 5 mg L%, [H202]o 75 mg L%, pHo 5.

La Figura 4.1.4-5 muestra la evolucion de los distintos componentes normalizados a lo

largo del proceso tipo foto-Fenton para los experimentos realizados con la STH
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fermentada un mes, sustancia seleccionada, puesto que es con la que se han obtenido
mejores resultados y con la que se ha estudiado la adicion de la misma cantidad de
carbono. En el caso del componente C1 no se observan grandes diferencias a lo largo del
proceso, pero si entre las STH dializadas y no dializadas. Las no dializadas sufren menos
variaciones, manteniéndose estables. Esta tendencia nos indica que no experimentan
oxidacion durante el proceso y, por tanto, se encontrarian complejando el hierro. El
componente C2 no sufre cambios a lo largos del proceso oxidativo; este componente hacia
referencia a la mezcla de contaminantes. Aunque en el seguimiento por HPLC si se
observa la degradacion de los compuestos de partida, es muy probable que los intermedios
de reaccion formados aln estén presentes en la disolucion. Por dltimo, el componente C3
experimenta un incremento conforme transcurre el tiempo de tratamiento, mas acusado
en el caso de las STH dializadas. Este componente esta relacionado con aminoécidos y
en el caso de las STH dializadas al no contener sales puede ser que estén presentes en
mayor proporcion.

Con las pruebas realizadas en este capitulo se concluye que no es necesario someter el

residuo seleccionado para la extraccion de las STH a ningln tiempo de fermentacion.
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4.2. EVALUACION DE LA TOXICIDAD DE CUATRO CONTAMINANTES
EMERGENTES CONTENIDOS EN LA DIRECTIVA 2013/39/CE TRATADOS
POR PROCESO TIPO FOTO-FENTON EN CONDICIONES DE pH PROXIMAS
A LANEUTRALIDAD.

4.2.1. Introduccion

Los procesos de oxidacion avanzada (POAS) se han utilizado para la eliminacion de
contaminantes presentes en las aguas residuales, especialmente para la eliminacion de
contaminantes de preocupacion emergente, pesticidas o farmacos (Garcia-Ballesteros et
al., 20016; Ribeiro et al., 2015). El proceso foto-Fenton (Apartado 1.2.2.2) es uno de los
PAOs maés utilizados, basado en la utilizacion de sales de hierro que catalizan la
descomposicion del peréxido de hidrégeno dando lugar a los radicales hidroxilo, que son
no selectivos y tienen un potencial de oxidacion de 2.8 V, que junto a la aplicacion de
radiacion solar constituyen un buen sistema para la eliminacién de compuestos organicos
persistentes (Pignatello et al., 2006). Como se ha explicado, el principal inconveniente de
este proceso es la necesidad de llevarlo a cabo a pH acidos (pH 2.8) para evitar la
formacion de especies no activas de hierro como 6xidos e hidréxidos de hierro (Santos-
Juanes et al., 2017). Esta necesidad de pH &cido puede solventarse por la adicién de
sustancias quimicas capaces de formar complejos fotoactivos con el hierro manteniéndolo
en disolucién y, por tanto, disponible para la reacciéon. La materia organica disuelta
(MOD), como pueden ser los acidos humicos (AH) y los acidos falvicos (AF), son
capaces de formar bajo radiacion especies reactivas y asi oxidar contaminantes (Tixier et
al., 2003; Guerard et al., 2009) y a su vez, han demostrado ser buenos complejantes de
metales como el hierro (Garcia-Ballesteros et al., 2017). Con estas premisas, el uso de
otras macromoléculas con caracteristicas similares como las sustancias tipo humicas
(STH) puede ayudar a la degradacion de compuestos orgéanicos aplicando proceso foto-
Fenton a pH mas neutros (Gomis et al., 2014). Las STH como se ha mencionado
anteriormente, pueden ser extraidas de diferentes tipos de residuos como los residuos
solidos urbanos o residuos agricolas, fomentando su revalorizacion y la economia circular
de acuerdo con los objetivos de la Unién Europea (COM/2017/033). En este contexto,
Garcia-Ballesteros et al., 2018 extrajeron STH del residuo de la produccion del aceite de
oliva, lo cual resulta muy interesante en los paises mediterraneos donde se produce gran
cantidad de aceite de oliva y por consiguiente gran cantidad de residuos derivados de esta
actividad. Por otro lado, es importante conocer la biocompatibilidad de estos residuos en
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el tratamiento fotoquimico, por lo que el monitoreo de la toxicidad mediante diferentes
ensayos toxicoldgicos resulta interesante, de acuerdo con los requerimientos europeos
(Directiva 91/689/CEE).

En este capitulo se van a abordar por tanto dos objetivos, el primero es la capacidad
complejante de STH de diferente tamafio molecular (> 300 kDa, 300-150 kDa y 150-50
kDa) extraidas del residuo de la produccion del aceite de oliva y su accién en el proceso
de degradacion de los contaminantes seleccionados y por otro lado, se va a realizar el
seguimiento y evaluacion de la toxicidad y los cambios que en ella se producen durante
el tratamiento, teniendo en cuenta la importancia en la seleccion del ensayo de toxicidad
y los mecanismos de actuacion de cada uno de los contaminantes sobre los diferentes
organismos. De ahi la importancia de no confiar en los resultados toxicologicos de un
unico ensayo sino en la realizacion de ensayos de toxicidad sobre diferentes organismos
pertenecientes a diferentes niveles de la cadena trofica. Para el presente caso de estudio
se han seleccionado los siguientes: la bacteria Aliivibrio fischeri, el alga
Pseudokirchneriella subcapitata, el crustaceo Daphnia magna, la lombriz de tierra

Eisenia fetida y, las dos lineas celulares HEK y N2a.

El objetivo final es la determinacion de la actuacion de las STH adicionadas en el proceso
foto-Fenton como agentes complejantes del hierro y su capacidad para llevar el proceso
a pHs mas préximos a la neutralidad, prestando especial atencion a la posible toxicidad
derivada de su adicion a la disolucion y de la evolucion del proceso. Para ello, se han
seleccionado cuatro contaminantes emergentes contenidos en las Directivas europeas
2008/105/CE y 2013/39/CE como sustancias prioritarias para el desarrollo de tecnologias
eficientes en su degradacion. Los cuatro contaminantes diana pertenecen a diferentes
familias: la terbutrina (TBT) es un herbicida perteneciente a la familia de las triazinas, el
diclofenaco (DCF) es un antiinflamatorio, el clorfenvinfos (CVF) es un insecticida y el
pentaclorofenol (PCP) es un desinfectante ampliamente utilizado en la industria textil y
en el tratamiento de la madera, asi como en otros sectores industriales (Ribeiro et al.,
2015).

Estos contaminantes emergentes pueden afectar a diferentes organismos a muy bajas
concentraciones, por lo que para los ensayos de toxicidad se han tomado muestras a
distintos tiempos de tratamiento para comprobar si el proceso foto-Fenton es capaz de
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eliminar los compuestos seleccionados, asi como sus intermedios de reaccion sin causar

dafios en el medio ambiente en caso de descarga de las aguas.

4.2.2. Extraccion y caracterizacion de las STH

La extraccién de STH se realiza a partir del mismo tipo de residuo sélido que en el
Capitulo 1 (alpechin procedente de almazara de Millena, Alicante) y de acuerdo con lo
descrito en el Apartado 3.2, pero en este caso no se somete el residuo a ningn tiempo
de fermentacién, (a la vista de los resultados del capitulo anterior). Puesto que en esta
ocasion se busca confirmar la influencia del tamafio de las STH en el proceso foto-Fenton,
el residuo se filtra por membranas de diferente tamafio de poro: 300 kDa, 150 kDa y 50
kDa, obteniéndose asi tres fracciones o tamafios de STH > 300 kDa, 300-150 kDa y 150-
50 kDa. Se empieza el proceso de filtracion de la membrana de mayor tamafio a la de
menor tamafo, y el permeado (PM) de cada filtracidn pasa al tanque de alimentacion del
siguiente filtrado. De cada tamafio de STH se toma una parte y se somete a dialisis
siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. De la cantidad inicial de residuo
fresco utilizada (0.125 kg) se obtuvieron un total de 53.22 g de STH de los tres tamafos
(Tabla 4.2.2-1).

Tabla 4.2.2-1. Cantidad en gramos obtenida de cada fraccion de STH.

> 300 kDa 20.13¢
300-150 kDa 9.00g
150-50 kDa 24.099

El primer paso para saber si las sustancias extraidas pueden actuar como STH, es su
caracterizacion usando en este caso, como técnicas analiticas: dispersion de luz dinamica
(DLS), cromatografia de exclusién por tamafios (SEC), espectroscopia UV-Vis y
fluorimetria. Los acidos humicos (AH) comerciales de la casa Sigma-Aldrich fueron
sometidos también a la caracterizacion con la finalidad de comparar las caracteristicas de

los STH obtenidos con este comercial.

El peso molecular se determind por cromatografia de exclusion por tamafios a una
concentracion de cada una de las fracciones de 20 y 50 mg L. Los pesos moleculares se
calcularon de acuerdo con los estandares utilizando los tiempos de retencion de cada
fraccion de STH conforme se indica en el Apartado 3.5.9. En la Figura 4.2.2-1 se
muestra el cromatograma obtenido, la distribucion es similar para todas las STH

exceptuando la muestra dializada de la mezcla de las tres fracciones que presenta un
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tiempo de elucion mayor. Todas las STH presentan pesos maximos en torno a los 6000
Da, asi como los AH de Sigma-Aldrich. La mezcla de las tres fracciones de STH
dializadas muestran un peso molecular menor, de 4000 Da. Los valores obtenidos estan

de acuerdo con los obtenidos por Perminova et al., 2003 para sustancias hdmicas

acuaticas.
> 300 kDa > 300-D kDa
--------- 300-150 kDa --------- 300-150-D kDa
———-150-50 kDa — ——-150-50-D kDa
—--—- Mezcla tres fracciones —--—- Mezcla tres fracciones-D
HA Sigma-Aldrich
1,2
1
<08
£
=< 0,6
[9+]
1=
=04
0,2
O T T T

Figura 4.2.2-1. Cromatograma de exclusion por tamafios obtenido para las diferentes fracciones de STH

dializadas y sin dializar y para los AH Sigma-Aldrich.

En la Figura 4.2.2-2 se muestran los valores obtenidos para la medida del DLS, que
muestra el radio hidrodinamico de las particulas. Las medidas se realizaron a una
concentracion de sustancias de 3 g L™ a 50 mg Ly se calculd la media de los valores.
Todas las fracciones se encuentran entre los 290-450 nm. Avetta et al., 2015 obtuvieron
valores méas bajos en la caracterizacion por la misma técnica de STH provenientes de
residuos sélidos urbanos (135 nm). Pero, en cualquier caso, estos valores estan en
concordancia con los obtenidos por Garcia-Ballesteros et al., 2018 que obtuvieron valores
de 420 y 380 nm para STH sin dializar y dializadas respectivamente trabajando con el

mismo tipo de residuos de partida para la obtencion de las STH.
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Figura 4.2.2-2. Valores de DLS para las diferentes fracciones de STH dializadas (®) y sin dializar (A).

Se realiz6 caracterizacion espectroscopica con la finalidad de obtener mas informacion
sobre la naturaleza de las sustancias obtenidas. Para ello se prepararon disoluciones a pH
5y a concentracion 20 mg L de cada una de ellas y se realiz6 un barrido de 200 a 700
nm cada 5 nm. Del barrido obtenido se calcularon los valores E2/E3 (Abszso/ Absses), E4/Es
(Absass/Absess) y SUV Azss, parametros ampliamente utilizados para la caracterizacion de
materia organica (Garcia et al., 2019; Matilainen et al., 2011). Tanto esos valores como
los de absorbancia a longitudes de onda especificas (250, 254, 280, 300, 365, 400, 436y,
465 nm) son Utiles para la caracterizacion de la MOD (Spencer et al., 2007; Hur et al.,
2006; Korshin et al., 2009). Las diferentes longitudes de onda especificas se pueden
asociar con diferentes cromdforos. Por ejemplo, la medida obtenida a 220 nm se atribuye
a grupos aromaticos y carboxilicos, mientras que la absorbancia medida a 254 nm se
relaciona solo con grupos aromaticos con diferentes grados de activacién (Korshin et al.,
2009). Los valores calculados se muestran en la Tabla 4.2.2-2. El ratio E2/E3 esta
relacionado con el peso molecular y con la aromaticidad, y se usa como indice de
humificacion, asi como el ratio E4/Es (Peauravori & Pihlaja, 1997). Cuanto mayor es el

valor E2/E3 obtenido, menor es la aromaticidad y peso molecular de la sustancia.
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Tabla 4.2.2-2. Valores espectroscépicos obtenidos para cada una de las STH. Se muestran los valores
Eo/Es, Eo/Es y SUV A, para cada fraccion dializada y sin dializar, asi como los valores para los AH

comerciales de Sigma-Aldrich.

E4/Es E/E3 SUVA254

> 300 kDa 2.29 2.75 2.86

> 300-D kDa 2.48 2.70 3.73

300-150 kDa 2.78 3.13 2.40

300-150-D kDa 1.69 2.55 4.48

150-50 kDa 3.14 3.21 1.60

150-50-D kDa 3.03 2.82 5.96

Mezcla de las tres 2.67 3.23 2.17
fracciones

HA (Sigma-Aldrich) 5.57 2.72 7.22

Los valores obtenidos para los ratios E2/Es y E4/Es no difieren mucho entre las distintas
STH extraidas, pero si con los valores obtenidos para los AH de Sigma-Aldrich que
muestra valores mas altos en el caso del ratio E4/Es, l0 que indicaria un mayor peso
molecular y mayor aromaticidad de las STH provenientes del residuo de la oliva. En
cualquier caso, los valores obtenidos para estas STH estdn en concordancia con los
obtenidos por Uyguner & Bekbolet, 2005 que compararon espectroscopicamente
diferentes tipos de AH. La absorbancia especifica a 254 nm se usa para conocer la
presencia de grupos aromaticos (Korshin et al., 2009). En el caso de las STH dializadas
se obtienen valores mas altos, lo que indicaria mayor grado de aromaticidad, aunque
también puede ser debido a la presencia de sales en las no dializadas, que estarian
interfiriendo en las transiciones electronicas. Para poder comparar cuantitativamente este
dato, se normaliza utilizando el valor de carbono organico disuelto (COD) y se obtiene
asf el valor SUVA2s4 (absorbancia UV Azss (1emy /mg C* LY). Este valor especifico se
relaciona con el origen de la materia organica en términos de hidrofobicidad e
hidrofilicidad (Matilainen et al., 2011) y con la cantidad de carbono aromético presente
(Jung & Son, 2008). Valores de SUVA2s: > 4 indicarian presencia de materiales
aromaticos e hidrofobicidad, mientras que valores de SUVA2s4 < 3 hacen referencia a
materiales principalmente hidrofilos (Edzwald & Tobiason, 1999). Los valores obtenidos
para las STH son diferentes a los de Sigma-Aldrich, indicando que las STH extraidas son
principalmente hidrofilicas y las comerciales hidrofdbicas, lo cual estaria en concordancia
con los valores E4/Es obtenidos, que ponen de manifiesto mayor presencia de grupos
aromaticos que en las comerciales, en las que predominan las cadenas alifaticas

hidrofébicas. Los grupos aromaticos son hidrofébicos, pero al poseer grupos hidroxilo
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aumentan su hidrofilia. De este valor podemos deducir que se puede usar una mayor
cantidad de STH que de las comerciales sin problemas de solubilidad. Las STH son
moléculas complejas y su estructura y caracteristicas pueden variar entre ellas, pero en

cualquier caso los valores obtenidos son similares a los obtenidos por Korshin et al., 1997.

Respecto a las matrices de excitacion emisién (EEMs) se consideran una buena
herramienta para el analisis de muestras de agua complejas que contengan materia
organica (Her et al., 2003). Una de sus mayores ventajas es la buena sensibilidad de la
técnica (Bieroza et al., 2009; Peiris et al.,, 2010). Permite obtener el indice de
fluorescencia (IF) y el indice de humificacion (HIX), que ayudan a identificar la
contribucién en la formacién de las STH terrestre o microbiana (Cory et al., 2010;
McKnight et al., 2001) y el grado de humificacion respectivamente. En el caso del HIX,
este indice se usa como indicador del contenido de SH y a mayores valores, mayor grado
de humificacién (Ohno, 2002). Los resultados que se obtuvieron para cada una de las
STH preparadas y la comercial fueron muy similares, lo que no permitié sacar ninguna

conclusién de estos valores.
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Figura 4.2.2-3. EEMs para las tres fracciones no dializadas, la mezcla de las tres fracciones no dializadas
y los AH comerciales de Sigma-Aldrich. El eje X corresponde a las longitudes de onda de excitacion (250-
500 nm) y el eje Y a las longitudes de onda de emision (300-600 nm).

La Figura 4.4.2-3 muestra las EEMs medidas para las diferentes STH. Al igual que en el

caso de la espectroscopia UV-Vis, no existe mucha diferencia en la sefial para las STH
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extraidas, pero si de éstas con la sefial obtenida para los AH de Sigma-Aldrich donde la
sefial se expande méas llegando a los 450-500 nm de excitacion. Aunque las matrices
obtenidas entre las STH extraidas y las de Sigma-Aldrich difieran, las areas de méaxima
intensidad de fluorescencia corresponden con la region asignada a los &cidos humicos y
a las sustancias tipo himicas en todos los casos, longitudes de onda de Ex/Em 250-
400/380-550 (Yang et al., 2015) de acuerdo con las obtenidas por Garcia-Ballesteros et
al., 2017.

En la matriz obtenida para los AH de Sigma-Aldrich no existe fluorescencia en la region
Ex/Em 250-320/300-400 mientras que en las STH extraidas si. Esta region se atribuye a
la presencia de aminoacidos y proteinas (Yang et al., 2015); teniendo en cuenta que la
extraccion de STH se ha realizado a partir del residuo de la produccion de aceite de oliva
es coherente. La presencia de aminoacidos y proteinas no parece interferir en la capacidad
complejante ya que, las intensidades obtenidas en esta region son diferentes para las
distintas fracciones de STH, pero la aplicacion en el proceso foto-Fenton de unas y otras

no presenta grandes diferencias.

4.2.3. Aplicacion de las STH en proceso foto-Fenton a pH mas cercanos a la
neutralidad

Se realiz6 una primera tanda de experimentos a escala de laboratorio utilizando el
simulador solar. Se adicionaron todas las fracciones obtenidas (dializadas y sin dializar)
y se comprobd su efecto en el proceso (Figura 4.2.3-1), asi como la adicion de los AH
de Sigma-Aldrich. La concentracion inicial de cada uno de los contaminantes fue de 1 mg
L, se utilizd Fe(111) como fuente de hierro a una concentracion de 5 mg L, cantidad
estequiométrica de perdxido de hidrégeno (2.75 mg L) y se adiciond cada una de las

diferentes fracciones de STH obtenidas a una concentracion inicial de 20 mg L.

98



Resultados y discusion

1 A o 1 B
g 0,8 8"’ 0,8
/2,06 N 0.6
o4 04
O
i 0,2 [% 0,2
N T T T 1 T T T 1
0 20 40 60 0 20 40 60
tiempo (min) tiempo (min)
o 1 1
& 08 c @08 D
&, 06 =, 06
o4 o4
g 02 Q02
VI_‘\] T T T 1 m 0 T T T 1
0 20 40 60 0 20 40 60
tiempo (min) tiempo (min)
o 1 o 1
& 08 E & 08 F
.06 &, 06
o4 o4
% 02 % 02
N T T T 1 N T T T 1

0 20 40 60
tiempo (min)

o 1 G
=08
006
o4
30,2
g0

0 20 40 60
tiempo (min)

2[ECSIY[ECs],
] I

0 20 40 60 0 20 40 60
tiempo (min) tiempo (min)

o 1 | 1
Y = J
S 0,8 % 0,8
.06 0
N = 0,6
T 0’4 r;! 0,4
% 0,2 (Lﬁ) 0,2
N T T T 1 m T T T 1

0 20 40 60
tiempo (min)

0 20 40 60
tiempo (min)

Figura 4.2.3-1. Degradacion de la suma de los 4 CEs (TBT, DCF, CVF y, PCP) frente al tiempo usando
el simulador solar. Condiciones experimentales: [CEs]o 1 mg L™ cada uno, [Fe(111)]o 5 mg L%, [H202]0 2.75
.9 L%, pHo 5. Sin adicion de STH (A, B), > 300 kDa (C, D), 300-150 kDa (E, F), 150-50 kDa (G, H),
mezcla de las tres fracciones de STH (I, J). Agua MQ (A, C, E, G, I), agua del grifo (B, D, F, H, J).
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Los resultados obtenidos, junto con los del Apartado 4.2.2, muestran que las diferentes
fracciones de STH son similares y acttian de la misma manera en el proceso foto-Fenton.
La utilizacién de membranas con diferente tamafio de poro no supone la obtencion de
STH diferentes, seguramente debido a la capacidad de estas sustancias de formar
agregados, por lo que su peso molecular depende no solo del peso molecular de las
macromoléculas individuales, sino, de méas factores dificiles de controlar. Por ello, la
utilizacion de la mezcla de las tres fracciones es la que va a utilizarse para el resto de los

experimentos, ya que es la fraccion més representativa.

Los resultados de degradacion obtenidos en presencia y ausencia de las STH se muestran
en la Figura 4.2.3-2. La comparacion entre las STH obtenidas y las comerciales de
Sigma-Aldrich no puede hacerse adicionando la misma cantidad total de producto (20 mg
L), ya que cada una tiene diferentes cantidades de especies inorganicas (por ejemplo,
sales). Por ello se han realizado dos pares de experimentos adicionando la misma cantidad
de carbono, a) 20 mg L de AH de Sigma-Aldrich y 53.1 mg L de la mezcla de STH y,
b) 20 mg L de lamezclade STHy 7.6 mg L de los AH de Sigma-Aldrich. Como puede
observarse, en todos los casos en los que se han adicionado sustancias humicas o STH, la
eficiencia del proceso oxidativo foto-Fenton es mayor que en ausencia de estas,
demostrando la capacidad de mantener el papel catalitico del hierro de todas ellas. Por
otro lado, los resultados de degradacion obtenidos son muy similares en el uso de unas

sustancias u otras, independientemente de su origen y cantidad adicionada.
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Figura 4.2.3-2. Degradacién de la suma de los 4 CEs (TBT, DCF, CVF y, PCP) frente al tiempo utilizando
el simulador solar. Condiciones experimentales: [CEs]o 1 mg L™ cada uno, [Fe(111)]o 5 mg L%, [H202]0 2.75
mg L2, pHo 5. (e) sin adicion de STH, (o) mezcla de las tres fracciones de [STH]o 20 mg L%, (A) [AH
Sigma-Aldrich]o 20 mg L, (o) mezcla de las tres fracciones de [STH]o 53.08 mg L2, (0) [AH Sigma-
Aldrich]o 7.54 mg L.

Para completar la informacion acerca de cOmo estas sustancias son capaces de complejar
el hierro en el proceso foto-Fenton a pH mas neutros, se llevaron a cabo experimentos en
las mismas condiciones experimentales, pero utilizando agua del grifo y agua proveniente
de una estacion depuradora de aguas residuales (EDAR), en presencia y ausencia de STH
(mezcla de las tres fracciones). En la Figura 4.2.3-3 puede observarse que la eficiencia
del proceso en ambos casos es menor que con el uso de agua MQ, existiendo diferencias
en el uso de una matriz u otra. En el caso del uso de agua del grifo se observa una mejora
en el porcentaje de degradacion de los contaminantes en presencia de las STH (40%)
frente al alcanzado en ausencia de estas (25%), es decir, se observa en mejora en los dos
casos, pero menor en el caso del agua del grifo. Este efecto es debido principalmente a
que, aunque las STH tienen capacidad de complejar el hierro presente en la disolucién,
ésta se ve en parte mermada por la interferencia de aniones (por ejemplo, cloruros),
disminuyendo la eficiencia del proceso por la formacion de complejos menos activos
(FeCI?*). Por otro lado, en el caso del uso del agua de EDAR se obtiene el mismo
porcentaje de degradacidn para ambos casos (presencia y ausencia de STH). Este efecto
puede atribuirse a la presencia de materia organica disuelta capaz de complejar el hierro,
haciendo innecesaria la adicién de STH. La materia organica disuelta y las STH compiten

por las especies reactivas, disminuyendo el efecto beneficioso de la adicion de las STH.
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Figura 4.2.3-3. Degradacion de la suma de los 4 CEs (TBT, DCF, CVF y, PCP) frente al tiempo utilizando
el simulador solar. Condiciones experimentales: [CEs]o 1 mg L cada uno, [Fe(111)]o 5 mg L%, [H202]0 2.75
mg L%, pHo 5. (m) agua del grifo sin STH; (o) agua del grifo con [STH]o 20 mg L%; (e) agua de EDAR sin
STH; (o) agua de EDAR con [STH], 20 mg L.

Para comprobar la eficiencia complejante de estas sustancias, se determiné el hierro
presente mediante el método normalizado de la o-fenantrolina (ISO 6332) a los tiempos

0, 30, 60 y 120 para cada uno de los experimentos (Figura 4.2.3-4).
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Figura 4.2.3-4. Fe (mg L-1) para cada uno de los experimentos a tiempo 30 minutos (gris oscuro), 60

minutos (gris claro) y 120 minutos (negro).

En todos los casos en que se han adicionado STH, se comprueba que permanece mas
hierro disponible para la reaccion al final del proceso, lo que demuestra la capacidad
complejante de estas sustancias en el proceso foto-Fenton a pHs mas préximos a la
neutralidad. Cuando la misma cantidad de carbono es adicionada al proceso, no existen
diferencias entre la adicion de las STH extraidas del residuo de la oliva y los AH
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comerciales de Sigma-Aldrich, lo que estaria en concordancia con los resultados
obtenidos en la caracterizacion. En el caso del uso de agua de EDAR permanece mas
hierro en disolucién al final del proceso comparando con los otros supuestos, lo que se

explicaria teniendo en cuenta la presencia de materia organica disuelta.

4.2.4. Experimentos en planta piloto y ensayos de toxicidad

4.2.4.1. Degradacion en planta piloto

Una vez realizados los experimentos a escala de laboratorio y sabiendo que las STH
extraidas del residuo de la oliva actian como agentes complejantes del hierro, se traslado
el proceso a planta piloto (Figura 4.2.4.1-1). Se realizaron ensayos en las condiciones
optimas del proceso foto-Fenton y a pH 5 en presencia y ausencia de las STH. El volumen
total de mezcla tratada fue de 5 L y las condiciones experimentales restantes fueron las
mismas que en el caso de los experimentos realizados a escala de laboratorio. Los
resultados obtenidos muestran la mejora en la degradacién para todos los contaminantes
en presencia de las STH, aunque el orden de eliminacion se mantiene: DCF > PCP > TBT
> CVF. Cuando se alcanza un tsow de 90 minutos, el CVF es el Unico contaminante que
permanece en disolucion (20% de la cantidad inicial adicionada) frente al 50% de CVF y
20% de TBT que permanece en el experimento llevado a cabo sin adicion de STH para la

misma radiacion.

Esta mejora en la eficiencia del proceso se puede explicar por la capacidad estabilizadora
de los complejos formados entre las STH y el Fe, capaces de mejorar su rendimiento. En
ausencia de las STH, se forman especies no solubles del hierro como 6xidos e hidréxidos,
pero por otro lado en presencia de éstas, el consumo de peréxido de hidrdégeno es mayor
ya que compiten con los contaminantes por las especies reactivas. De hecho, se observa
que el consumo de este reactivo se produce a los tsow 30 minutos cuando se han adicionado
las STH.

Como puede observarse, el uso de este tipo de sustancias en el proceso tipo foto-Fenton,
permite llevar el proceso a pHs mas proximos a la neutralidad. Sin la adicion de estas
STH no se alcanzan los mismos resultados de detoxificacion de la muestra de agua. Sin
la adicion de STH, se consigue la degradacion del DCF y del PCP, pero no de la TBT y
el CVF, de los cuales se consigue un porcentaje de degradacion del 78% y 57%
respectivamente frente al 100% y 81% que se alcanza respectivamente cuando se

adicionan las STH extraidas del residuo de la produccion del aceite de oliva.
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Figura 4.2.4.1-1. Degradacién durante el proceso foto-Fenton a pHo 5 en ausencia de STH (A) y en
presencia de STH (B). Condiciones experimentales: [CEs]o 1 mg L™ cada uno, [Fe(111)]o 5 mg L, [H202]o
2.75 mg L, [STH]o 20 mg L. TBT (o), DCF (0), CVF (A) and PCP (0); Fe (mg L) (®) y consumo de

H,O, (m). Experimento realizado en planta piloto.

4.2.4.2. Ensayos de toxicidad

Como hemos visto, el uso de este tipo de sustancias como agentes complejantes del hierro
ha sido estudiada anteriormente por autores como Gomis et al., 2013; Gomis et al., 2015a;
Gomis et al., 2015b; Garcia-Ballesteros et al., 2018 y Caram et al., 2018. Sin embargo,
existe una falta de bibliografia en cuanto a la toxicidad derivada de la aplicacion de estas
sustancias en el proceso foto-Fenton y si este proceso es suficiente para garantizar una
buena detoxificacion de las muestras sin causar dafios ambientales derivados de la posible

descarga de las aguas a los cauces naturales.

En primer lugar, se realizaron los ensayos de toxicidad para los compuestos de forma
individual y para la mezcla de los cuatro contaminantes, con el fin de determinar si existe
un efecto sinérgico o antagonico entre ellos (Figura 4.2.4.2-1). Los resultados se
expresan como CEso (mg L), concentracién media necesaria para causar respuesta en el
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50% de la poblacién. Los organismos ensayados han sido: A. fischeri, P. subcapitata, D.

magna y, las lineas celulares HEK y N2a.
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Figura 4.2.4.2-1. Valores de CEso (mg L) para cada uno de los contaminantes seleccionados en cada
ensayo toxicoldgico. A: citotoxicidad. HEK (gris claro), N2a (negro); B: A. fischeri; C: P. subcapitata; D:
D. magna (48 h).

El ensayo toxicologico de la bacteria marina A. fischeri es un buen método para evaluar
la toxicidad derivada del metabolismo celular (Acevedo-Barrios et al., 2018). ElI PCP es
el compuesto méas toxico para este organismo, con un CEso de 0.4 mg L, aunque se
observa una disminucion de la bioluminiscencia en todos los contaminantes, CEso de
13.8,11.3y 27.7 mg L"* para la TBT, DCF y CVF respectivamente.

En el caso del alga P. subcapita se observa una alta sensibilidad para el PCP (CEso
8.90*10* mg L) seguida de la TBT (CEso 2.10*10 mg L™1). Algunos autores (Smith et
al., 2004; Céceres et al., 2008; Fu et al., 2017) han destacado que este organismo presenta
una alta sensibilidad a la exposicion a xenobidticos, pudiendo ocasionar efectos adversos
en la cadena alimenticia, ya que las algas son productores primarios. La TBT es un

herbicida, por lo que la elevada toxicidad que presenta estaria justificada.

En el caso del cladécero D. magna, el CVF es el compuesto que presenta mayor toxicidad
con diferencia (CEso 3.2*10* mg L) comparado con los otros compuestos. EI CVF es

un insecticida organofosforado neurotoxico que afecta a la enzima acetilcolinesterasa
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(Walker et al., 2001), de entre todos los organismos ensayados D. magna es el unico que
cuenta con esta enzima, de ahi que los insecticidas pueden afectar mas a los vertebrados

(ue a otros organismos.

Para los ensayos de viabilidad celular, todos los compuestos muestran toxicidad. La linea
celular HEK es mas sensible para el CVF, mientras que la linea celular N2a para la TBT.
El DCF muestra una CEso muy elevada para la linea celular HEK (551 mg L), lo cual
puede explicarse teniendo en cuenta que el DCF es un antiinflamatorio usado en humanos

y la linea celular HEK proviene de células humanas.

Respecto a la toxicidad observada par la mezcla de contaminantes (Tabla 4.2.4.2-1) D.
magna muestra los valores mas altos de toxicidad seguido del alga P. subcapitata. En el
caso de la citotoxicidad y de la bacteria A. fischeri los valores obtenidos fueron menores
a diluciones 1:1, lo que indica que no habria toxicidad en este caso concreto.

Tabla 4.2.4.2-1. Valores LID y MID para las lineas celulares HEK y N2a y los organismos A. fischeri, P.
subcapitata y D. magna para la mezcla de contaminantes TBT, DCF, CVF y PCP a una [1 mg L] cada

uno.
LID MID
HEK <l <l1
N2a <l <11
A. fischeri 1:2 1:21:1-1:2]
P. subcapitata <1:32 1:10 [1:8-1:11]
D. magna (24 h) 1:512 1:38[1:30-1:48]
D. magna (48h) 1:512 1:90 [1:85-1:100]

Paralelamente, también se han realizado ensayos de toxicidad para la lombriz de tierra E.
fétida. En este caso las concentraciones iniciales de cada contaminante se han
seleccionado de acuerdo con valores bibliograficos: TBT (30 mg L), DCF (30 mg L),
CVF (40 mg LY) y PCP (15 mg L%), por lo que, para expresar los resultados, éstos se han
normalizado para poder compararlos entre ellos. E. fétida muestra repulsion para todos
los compuestos (Figura 4.2.4.2-2) sin embrago, generalmente para considerar la
respuesta positiva a toxicidad se necesita encontrar al 80% de los organismos en el
compartimento con el suelo control al final del ensayo (Sdnchez-Hernandez et al., 2006).
Este porcentaje solo se ha alcanzado para el caso del herbicida TBT, y para la mezcla de

los cuatro compuestos que con una concentracién mucho menor teniendo en cuenta las
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iniciales de los compuestos individuales, ha alcanzado el 100% de repulsion. Esto
demostraria el efecto sinérgico de la mezcla. Los porcentajes de respuesta y los valores

normalizados se muestran a continuacion.
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Figura 4.2.4.2-2. Repulsion para los contaminantes TBT, DCF, CVF y, PCP para el organismo E. fétida.
[TBT]o 30 mg L, [DCF]o 30 mg L1, [CVF]o 40 mg L1, [PCP], 15 mg L. Se muestran (A) los valores
normalizados y (B) % de respuesta.

Los resultados obtenidos para los ensayos toxicologicos a diferentes tiempos de
tratamiento y en presencia de las STH se muestran en la Tabla 4.2.4.2-2.

Respecto a ambas lineas celulares y a A. fischeri, no se observa toxicidad al final del
tratamiento (valores LID y MID < 1:1). D. magna, en cambio, si presenta toxicidaden
este punto, lo cual es de esperar ya que el insecticida CVF no es degradado del todo al
final de el proceso. Si nos fijamos en la tabla, el organismo mas comprometido al final
del tratamiento es el alga P. subcapitata. Rizzo et al., 2009b sugirieron que P. subcapitata
es mas sensible que D. magna cuando se analizan toxicidades de soluciones tratadas
fotocataliticamente. Esta caracteristica de P. subcapitata y el hecho de que quede sin
degradar una pequefia parte de PCP al final del proceso lo convierte en el organismo mas

afectado.

Tabla4.2.4.2-2. Valores LID y MID para las muestras tomadas a diferentes tiempos de tratamiento (0,20,50
y 90 minutos tsow) para los diferentes organismos seleccionados. Condiciones experimentales: [Fe(l11)]o 5
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mg L7, [H202]0 2.75 mg L2, [STH]o 20 mg L%, [CEs]o 1 mg L cada uno, pHo 5 y realizado en planta
piloto.

Tratamiento sin STH Tratamiento con STH

0 20 50 90 0 20 50 90

t3ow t3ow t3ow T3ow 30w t3ow taow t3ow

HEK LID <11 <11 <11 <11 1:3 1:3 <11 <11
MID <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11

N2a LID <11 <11 <11 <11 1:6 1:6 1:2 <11
MID <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11 <11

A. fischeri LID 1:2 <11 <11 <11 15 1:8 1:3 1:3
MID 1:2 <11 <11 <11 1:1.8 1:0.8 <11 <11
P. LID 1:32 1:8 <11 <11 1:360 1:240 1:240 1:180
subcapitata MID 1:10 1:2 <11 <11 1:125 1:100 1:100 1:91
D. magna LID 1:512 1:128 1:128 1:54 1:512 1:256 1:128 1:128

(24 h)

MID 1:38 <11 <l1 <11 1:56 1:43 1:32 1:17
D. magna LID 1:512 1:256 1:128 1:128 1:512 1:256 1:256 1:128
(48 h)

MID 1:90 <11 <11 <11 1:83 1:32 1:14 1:7

La concentracién inicial de contaminantes estudiada es mayor a las que suelen
encontrarse en aguas naturales, pero estos resultados ayudan a comprender mejor como
pueden afectar diferentes contaminantes si entran al medio ambiente. Teniendo en cuenta
que P. subcapitata se encuentra en la base de la cadena trofica serian necesarios tiempos
de tratamiento mas largos, asi como, un mayor conocimiento de como pueden afectar

estas STH a los diferentes organismos presentes en el medio ambiente.
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4.3. GENERACION DE RADICALES HIDROXILO CON LA UTILIZACION DE
SUSTANCIAS TIPO HUMICAS EN PROCESOS TIPO FENTON

4.3.1. Introduccion

Como se ha explicado anteriormente, el proceso Fenton consiste en la aplicacion de la
combinacion de sales de hierro y perdxido de hidrdgeno, y ha sido ampliamente utilizado
para el tratamiento de aguas residuales debido a su capacidad para oxidar materia organica
(Pignatello et al., 2006). Aunque el mecanismo de reaccion es complejo, se sabe que los
radicales OH- juegan un papel fundamental. El proceso Fenton mejora su eficiencia en
presencia de radiacion en el rango UV-Vis (A < 540 nm) pudiendo asi utilizar la radiacion
solar para acelerar el proceso. En el proceso foto-Fenton hay que tener en cuenta la
necesidad de llevar el proceso a pH acido si se busca el 6ptimo del proceso foto-Fenton.
A pHs por encima de 4 se produce la inactivacion del hierro por la formacion de éxidos

e hidréxidos férricos.

Para evitar esta acidificacion y posterior alcalinizacion del proceso y hacerlo asi mas
facilmente escalable a escala industrial, a la vez que mas econémico y sostenible (Pérez
et al., 2013) se han propuesto diferentes estrategias que permitan desarrollar el proceso a
pHs mas cercanos a la neutralidad (Santos-Juanes et al., 2017; Zhang et al., 2019). En
particular, el uso de sustancias auxiliares capaces de complejar el hierro cambiando su
esfera de activacion y mantenerlo en disolucién, estan ganando atencion (Lee & Sedlack,
2009). Se ha estudiado el uso de diferentes sustancias (Apartado 1.2.2.3.4) como EDTA,
EDDS o NTA (Chen et al., 2011; Huang et al., 2012; Klamerth et al., 2012; De Luca et
al., 2014) con distintos grados de efectividad. También pueden usarse como agentes
complejantes macromoléculas con caracteristicas quimicas similares a las SH (Gomis et
al., 2014; Zingaretti et al., 2018). Estas sustancias, estan formadas por diferentes grupos
funcionales como acidos carboxilicos, aminas, hidréxilos o amidas, capaces de complejar
metales y, en este caso concreto el hierro, de forma eficiente (Garcia-Ballesteros et al.,
2017; Sukekava et al., 2018).

Las STH pueden extraerse a partir de diferentes tipos de fuentes como residuos solidos
urbanos o residuos de la produccion del aceite de oliva (Montoneri et al., 2011; Garcia-
Ballesteros et al., 2018). Estas sustancias han demostrado no ser toxicas para el medio
ambiente y capaces de llevar el proceso foto-Fenton a condiciones de pH més cercanas a

la neutralidad (Gomis et al., 2015). Sin embargo, la eficiencia en el tratamiento de este
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complejo Fe-STH no esta completamente definida debido a la existencia e intervencién

de mecanismos con efectos opuestos (Gomis et al., 2015).

Por un lado, las STH son moléculas fotoactivas capaces de generar especies reactivas
como oxigeno singlete y radicales hidroxilo (Bianco Prevot et al., 2011) aunque el
proceso no es muy eficiente, y solo la adicion de grandes cantidades de STH son capaces
de alcanzar una considerable degradacion de contaminantes (Avetta et al., 2013). No
obstante, el complejo Fe-STH ha demostrado ser capaz de incrementar la eficiencia del
proceso foto-Fenton a pHs mas cercanos a la neutralidad, seguramente debido a su
capacidad para generar especies altamente oxidantes como el OH- (Garcia-Ballesteros et
al., 2018).

Las STH son moléculas con color, cuya absorbancia en el rango UV-Vis no se puede
despreciar. Pueden actuar como filtro para la penetracion de la radiacién, disminuyendo
el nimero de fotones capaces de llegar a las partes mas profundas del reactor. Este hecho
va a disminuir previsiblemente la degradacion por fotolisis directa de los contaminantes,
como también se ha observado con la presencia de acidos humicos (Carlos et al., 2012),

disminuyendo y limitando la eficiencia del complejo Fe-STH.

Al ser las STH macromoléculas organicas, van a interactuar con las especies reactivas
que se generan durante el proceso tipo foto-Fenton. De hecho, Gomis et al., 2015
demostraron que estas sustancias sufren oxidacion cuando son sometidas a proceso foto-
Fenton en condiciones cercanas a la neutralidad cambiando su estructura molecular. Por
lo tanto, va a existir un proceso competitivo por las especies reactivas por parte de los
contaminantes y de las STH, lo que supone un descenso en el porcentaje de degradacion
de contaminantes conforme se aumenta la concentracion de STH presente; ademas de la
necesidad de adicionar mayores cantidades de peréxido de hidrogeno al sistema. Por
ultimo, las STH son capaces de mejorar la degradacion por proceso foto-Fenton de
contaminantes que se encuentran en concentraciones cercanas a su limite de solubilidad
(Caram et al., 2018). Esta caracteristica puede ser debida a la capacidad de las STH de

formar micelas, atrapando los contaminantes en el interior de las mismas.

Es interesante conocer las especies reactivas que se generan en el sistema Fenton-STH,
particularmente la generacion del radical OH-. Para ello, se usan métodos indirectos de
deteccion de especies reactivas que se formar por reaccion del OH- cuando se le aplica

radiacion (Zhang et al., 2018). Una de estas técnicas es la resonancia paramagnética
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electronica (EPR), en la cual el complejo que se forma entre el radical OH- y el DMPO
registra una sefial especifica. La EPR se ha utilizado, por ejemplo, en sistemas bioldgicos
para determinar la capacidad de diferentes sustancias de generar radicales OH- (Hirata &
Fujii, 2006). También se ha empleado para detectar la generacion de radicales en procesos
de tratamiento de aguas residuales (Su et al., 2017; Liu et al., 2019), particularmente en
el sistema foto-Fenton (Fontmorin, et al., 2016; Garcia-Ballesteros et al., 2018; Rutely et
al., 2018).

Con todo lo anterior, el objetivo del presente capitulo es estudiar la cantidad de radicales
OH- que pueden generarse y por tanto reaccionar con STH en diferentes condiciones de
ensayo. Los experimentos se han realizado en oscuridad para evitar la fotolisis y el efecto
de filtro interno por parte de las STH. Posteriormente, los resultados obtenidos por EPR
se han trasladado y se ha llevado a cabo experimentos tipo foto-Fenton con la adicion de
las STH (provenientes de residuos s6lidos urbanos) y usando la cafeina (CAF) como
contaminante modelo para las degradaciones. Se ha elegido la cafeina porque se sabe que
su degradacién por fotolisis es despreciable y porque al estar su consumo altamente
extendido se encuentra con facilidad en las aguas como contaminante presente (Buerge,
et al., 2003).

4.3.2. Generacion de especies reactivas por los complejos Fe(11)-STH y Fe(111)-STH
En primer lugar, se realizaron una serie de experimentos para comprobar la capacidad del
Fe(ll) de formar DMPO-OH en presencia de H202, asi como la variacién en la sefial
atribuible a este complejo en el tiempo. El pH al cual se realiz6 el experimento fue pH 5,
ya que es el pH mas préximo a la neutralidad, determinado en trabajos previos del grupo
de investigacion, para llevar el proceso foto-Fenton en presencia de STH sin que se pierda
mucha eficiencia en el proceso (Santos-Juanes et al., 2017). La cantidad de STH
adicionada fue de 20 mg L, la de Fe (11) de 5 mg L y la de H202 de 34 mg L%, que
corresponderia a una relacion molar Fe:H202 de 1:10 que segun Rutely et al., 2018 es la
relacion Optima para la generacion de radicales hidroxilo por parte de este sistema. La
sefial obtenida es alta (Figura 4.3.2-1), lo que supone una eficiente generacién de
radicales hidroxilo bajo estas condiciones. Para comprobar la estabilidad del sistema con
el tiempo, se midieron los espectros a diferentes tiempos tras la adicion del peroxido de
hidrogeno. La intensidad de la sefial se normalizé como la media de la altura de los cuatro

picos caracteristicos del espectro; las intensidades relativas obtenidas se representaron
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respecto al tiempo. Como se observa en la Figura 4.3.2-2, hay un rapido descenso en la

sefial, que seria compatible con la inactivacion del sistema Fenton.
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Figura 4.3.2-1. Espectro EPR del complejo DMPO-OH medido a pH 5 en presencia de [STH], 20 mg L*
y [Fe(1D]o 5 mg L tras la adicion de [H20,]o 34 mg L2,
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Figura 4.3.2-2. Variacion de la sefial del sistema DMPO-OH medida a pH 5 en presencia de [STH]o 20 mg
L, [Fe(INlo5mg L™y [H202]0 34 mg L™

En el proceso Fenton (Apartado 1.2.2.1) se producen dos reacciones principales
(Ecuaciones 41-42):

Fe?* + H,0, » Fe3* + OH + OH~  (Ec. 41)
Fe3t* + H,0, > Fe?* + O0H + H*  (Ec. 42)

La primera reaccion es muy rapida, pero cuando el Fe(ll) ha sido oxidado a Fe(lll) la
reduccion de este a Fe(ll) es muy lenta (Pereira et al., 2012), por lo que una vez oxidada
la cantidad inicial de Fe(ll) la concentracion disminuye en el sistema y se observa una

pérdida de eficiencia en la generaciéon de OH-. A la vista de estos resultados, se decidid
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adicionar como fuente de hierro, el Fe(l11), y comprobar la eficiencia del sistema bajo las
mismas condiciones experimentales. La intensidad de la sefial obtenida en este caso es
menor (Figura 4.3.2-3), indicando que bajo estas condiciones la generacion de OH- es
mas baja. Sin embargo, si se observa la Figura 4.3.2-4 donde se muestra la evolucion de
la sefial normalizada frente al tiempo vemos que ésta permanece practicamente constante
con el paso del tiempo, lo que supone que, aunque la generacién de radicales hidroxilo es
menor, la eficiencia en su generacion es la misma con el paso del tiempo. Esto puede
explicarse a partir de la Ecuacion 42 que es la limitante en caso anterior. Cuando se
empieza la reaccion con Fe(l11) en lugar de Fe(ll) la especiacion Fe(11)/Fe(l11) se alcanza
rapidamente y por tanto se obtiene una sefial estable. A efectos practicos y para el presente

estudio se va a usar Fe(lll) para el resto de experimentos y medidas EPR.
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Figura 4.3.2-3. Espectro EPR del complejo DMPO-OH medido a pH 5 en presencia de [STH]o 20 mg L*
y [Fe(111)]o 5 mg L™ tras la adicién de [H202]o 34 mg L™
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Figura 4.3.2-4. Variacion de la sefial del sistema DMPO-OH medida a pH 5 en presencia de [STH]o 20 mg
L™, [Fe(ll]o5mg Ly [H202]0 34 mg L™
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De forma complementaria, se investigé la degradacién de la cafeina por proceso Fenton
con ambas fuentes de hierro a pH 5. En la Figura 4.3.2-5 se observa que con el uso de
Fe(ll) la degradacion al inicio de la reaccion es muy répida, pero se ralentiza con el paso
del tiempo. Cuando la fuente de hierro que se adiciona es Fe(l11), la velocidad de reaccién
es mas lenta, pero se mantiene constante a lo largo del todo el proceso, de acuerdo a los

resultados obtenidos para la generacién de radicales hidroxilo con ambos sistemas.
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Figura 4.3.2-5. Degradacion relativa de la cafeina frente al tiempo mediante proceso Fenton. (m) en
presencia de Fe(Il) y (®) en presencia de Fe(1II). Condiciones experimentales: [CAF]o 5 mg L2, [Fe]o 5 mg
L'l, [HzOz]o 60 mg L1 y pHo 5.

4.3.3. Aplicacion de diferentes concentraciones de STH

La sefial de EPR del complejo DMPO-OH se ha medido en presencia de diferentes
concentraciones de STH (Figura 4.3.3-1). Puede observarse que, aunque en ausencia de
las STH como agentes complejantes se produce generacion de radicales OH-, su cantidad
es baja, lo que puede deberse a la pequefia fraccidn de hierro que queda sin desactivar en
el sistema. Como se ha explicado en el Apartado 1.2.2.3.2, la adicién de bajas
concentraciones de hierro es una de las estrategias usadas para llevar a cabo procesos tipo
foto-Fenton a pHs maés neutros, cuando debido a la baja concentracion de contaminantes
a degradar, se pueden asumir tiempos de degradacion mas largos. De hecho, se ha
demostrado que la presencia en agua de bajas concentraciones de hierro es suficiente para
degradar contaminantes en algunas situaciones (Serra-Clausellas et al., 2018).
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Figura 4.3.3-1. Sefial del complejo DMPO-OH frente a diferentes concentraciones de STH a pHo 5,
[Fe(11)]o 5 mg Ly [H20,]0 34 mg L.

La adicion de bajas concentraciones de STH (por debajo de 10 mg L) no resulta en la
generacion de una cantidad significativa de radicales OH-, lo cual podria deberse a que
no hay cantidad suficiente de STH para complejar la cantidad total de hierro presente en
la disolucidn. Sin embargo, conforme se aumenta la concentracion de STH presente en la
disolucidn, se observa una mayor eficiencia en la generacion de estos radicales. Por otro
lado, por encima de 30 mg L™ de STH la adicion de las mismas no supone un incremento
en la intensidad de la sefial del EPR. Este hecho puede ser debido a dos causas principales
(i) la mayoria del hierro ya esta formando el complejo Fe-STH vy, (ii) el exceso de STH
reacciona con los radicales OH- generados dando lugar a la perdida de eficiencia del

complejo.

El efecto del complejo Fe-STH hay que considerarlo también aplicado a la eliminacion
real de contaminantes. Para ello, se ha seleccionado la cafeina como contaminante modelo
y se han realizado experimentos Fenton a escala de laboratorio. Las condiciones
experimentales han sido las siguientes: [CAF]o 5 mg L2, [Fe(111)]Jo 5 mg Ly, [H202]o
60 mg L para la eliminacion de la CAF. En la Figura 4.3.3-2 se muestran los resultados
obtenidos para proceso Fenton y proceso foto-Fenton tras una hora de tratamiento. Como
puede observarse, la eficiencia del proceso Fenton es muy baja, alcanzandose
degradaciones menores al 20% tras 1 hora de tratamiento, resultados que estan de acuerdo
con la baja eficiencia del proceso a pH 5. Sin embargo, existen diferencias en los
resultados obtenidos dependiendo de la concentracion de STH adicionada. La
degradacion de la cafeina con la presencia de 10 mg L de STH es menor que en ausencia
de estas sustancias en el caso del proceso Fenton, pero para concentraciones de STH

comprendidas entre 20-40 mg L* se obtienen mejores porcentajes de degradacion. Esta
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tendencia estaria de acuerdo con los resultados obtenidos en la generacién de radicales
OH-.

La aplicacion del complejo Fe-STH también se ha estudiado en el proceso foto-Fenton
(realizando el proceso con luz solar). Las condiciones experimentales seleccionadas han
sido las mismas que en el caso de las degradaciones por Fenton (oscuridad). Los valores
de degradacion obtenidos en este caso son siempre superiores al 65%, de acuerdo con la
mayor eficiencia del proceso foto-Fenton respecto al Fenton. Bajo las condiciones
aplicadas en este caso, los resultados obtenidos coinciden méas con los datos obtenidos
para la EPR. La degradacion de la cafeina es muy parecida en ausencia de las STH y en
presencia de una concentracion de 10 mg L™, pero para la adicion de STH a una
concentracion de 20-40 mg L™ se observa una clara mejora del proceso de acuerdo con
una mayor generacion de radicales OH-. Los mejores resultados de degradacion se
obtienen con la adicion de 30 mg L de STH; a mayores concentraciones no se observa
una mejora en la eficiencia del proceso relacionada con una mayor produccién de

radicales OH-.
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Figura 4.3.3-2. Porcentaje de degradacion de la cafeina a los 60 minutos de tratamiento en proceso Fenton
(negro) y foto-Fenton (gris). Condiciones experimentales [CAF]o 5 mg L%, [Fe(l11)]o 5 mg L, [H20,]o 60
mg L, pHo 5 y diferentes concentraciones de [STH]o 0-40 mg L.

Para completar y facilitar la comprension del proceso, se determina la concentracion de
hierro transcurridos 15 y 60 minutos en ausencia y en presencia de STH en un rango de
0-40 mg L (Figura 4.3.3-3). Los resultados obtenidos estan de acuerdo con los
observados, tanto en la generacion de especies oxidantes, como en los procesos de

degradacion; el Fe(l11) presente y disponible en la disolucién aumenta conforme aumenta
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la concentracion de STH presentes en la muestra. Se llevaron a cabo también las mismas

medidas en presencia de Fe(ll) a modo de control.
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Figura 4.3.3-3. Concentracién de hierro total de acuerdo al método de la o-fenantrolina transcurridos 5
minutos (gris claro) y 60 minutos (gris oscuro) a pHo 5, [Fe(111)]o 5 mg L™ y diferentes concentraciones de
STH 0-40 mg L. Se muestra también la medida de [Fe(11)]o 5 mg L™ sin STH a modo de control.

Para finalizar, la Figura 4.3.3-4 muestra la degradacion de la CAF en presencia y
ausencia de STH para el proceso foto-Fenton. La concentracion inicial de STH
adicionadas fue de 30 mg L* de acuerdo con los resultados obtenidos anteriormente. Se
observa que las velocidades de reaccion iniciales en ambos casos son similares, pero en
el experimento en ausencia de STH, transcurridos 15 minutos la velocidad de degradacion
cae y se estanca a los 45 minutos, contrariamente a lo que ocurre con la adicion de STH.

Estos resultados nos estarian revelando la capacidad complejante de estas STH.
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Figura 4.3.3-4. Degradacion relativa de la CAF en proceso foto-Fenton en ausencia de STH (@) y con la

adicién de 30 mg L' de [STH]o (m) frente al tiempo. Condiciones experimentales: [CAF]o 5 mg L7,
[Fe(11D]o 5 mg L, [H20,]0 60 mg L.
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4.4. ELIMINACION DE CONSERVANTES COSMETICOS (PARABENOS)
PRESENTES EN AGUAS RESIDUALES DE LA INDUSTRIA COSMETICA POR
PROCESO FOTO-FENTON Y EVALUACION DE SU TOXICIDAD

4.4.1. Introduccion

Los parabenos son ésteres alifaticos del &cido p-hidroxibenzoico (p-HBA), ampliamente
utilizados como conservantes en industria cosmética, farmacéutica y alimentaria (Petric
et al., 2021). En la industria cosmética su uso se encuentra regulado por el Reglamento
1223/09 CE, recogidos en el anexo V de dicho Reglamento. Los parabenos se encuentran
presentes en gran cantidad de formulaciones cosméticas debido a su estabilidad quimica
en un amplio rango de pHs (son eficaces entre pH 4.5-7.5), poseen gran capacidad
antimicrobiana y antifungica y, ademas, son incoloros, inodoros y tienen bajos costos de
produccién. La efectividad como conservantes aumenta conforme aumenta la longitud de
sus cadenas alifaticas: metilparabeno (MP) < etilparabeno (EP) < propilparabeno (PP) <
butilparabeno (BP) < BZP (benzilparabeno) (Figura 4.4.1-1).

Segun el Reglamento 1223/09 CE sobre productos cosméticos, pueden utilizarse solos o
combinados, pero siempre a una concentracion méaxima de 0.4% (de acido) para ésteres,
y 0.8% (de acido) para las mezclas de ésteres (Andersen., 2008). Segun Pouillot et al.,
2006 se encuentran presentes en el 80% de las formulaciones cosméticas. Actualmente
en cosmética solo pueden utilizarse como conservantes el MP, EP y PP, pero en

alimentacion si se siguen utilizando el BP y el BZP.

0 Paraben R
Methylparaben -CHs
/©/U\OR Ethylparaben -CH2CHs
HO Propylparaben -CH-CH-CHs
Butylparaben -CH2CH>CH=CH3

Figura 4.4.1-1. Estructura de los diferentes parabenos (Sheskey et al., 2017).

La creciente preocupacion social generada alrededor del uso de estos conservantes radica
en el estudio publicado por Darbre et al., 2004 en el cual planteaba una relacion entre el
uso de desodorantes con parabenos y el cancer de mama. Anteriormente Routledge et al.,
1998; Oishi, 2002a, b ya habian sugerido que los parabenos podian actuar como

disruptores endocrinos. La exposicion a parabenos puede venir de la alimentacion, uso de
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farmacos y del uso de cosméticos, siendo la mayor fuente de exposicidén en humanos la
cosmeética (Bledzka et al., 2014; Soni et al., 2005).

Como ya se ha dicho, mediante los tratamientos de agua convencionales no es posible la
completa eliminacion de los CE y estos son detectados posteriormente en los efluentes de
aguas urbanas ya tratadas en concentraciones de pg L™* y ng L™ (Gmurek et al., 2019).
Debido al creciente y generalizado uso de PPCPs por parte de la poblacion, la presencia
de compuestos contenidas en esas formulaciones, como los parabenos, aparecen en los
reservorios de agua y los convierte en un serio problema ambiental a tener en cuenta
(Yang et al., 2017).

La concentracion de parabenos detectada en el agua de entrada de las EDARS es incluso
de mg Ly a la salida después de los diferentes tratamientos sigue siendo considerable
(Marta-Sanchez et al., 2018; Gomes et al., 2018a). Se ha detectado la presencia de
parabenos en aguas naturales en Japon, Reino Unido, Portugal, Suiza, Bélgica, China,
EE. UU. y Espafia entre otros, asi como en aguas potables de Alemania, EE. UU. y Espafia
(Haman et al., 2015).

La insuficiente eliminacion de los parabenos deriva en su acumulacion en diferentes
organismos acuaticos y representa un serio riesgo ambiental, por lo que es importante el
desarrollo de tecnologias de tratamiento eficientes. Los procesos mas efectivos para la
eliminacion de estos contaminantes segun la bibliografia se basan en la generacion de
especies quimicas oxidantes con ayuda de radiacion ultravioleta (UV), radiacion visible
(Vis) y ozono (Nakada et al., 2007; Gomes et al., 2017a; Wang et al., 2018).

El presente capitulo tiene como objetivo evaluar la degradacion de una mezcla de
parabenos (MP, EP, PP, IP y, BZP) mediante aplicacion de proceso foto-Fenton en
condiciones de pH mas cercanas a la neutralidad que el 6ptimo de 2,8; esto se realizara
mediante la adicion de diferentes STH. Estas STH, como se ha comentado en capitulos
anteriores, se han extraido de diferentes tipos de residuos (oliva, café y de lodo
deshidratado del reactor anaerobio de una EDAR). El proceso foto-Fenton se ha llevado
a cabo en diferentes condiciones experimentales con la finalidad de buscar el proceso mas
adecuado, y su evolucion se ha estudiado mediante el analisis cromatografico de los
contaminantes y el seguimiento de toxicidad aguda y de actividad endocrina durante los

tratamientos realizados en planta piloto.
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4.4.2. Seleccién de las STH a adicionar al proceso

Se ha realizado una primera serie de experimentos a escala de laboratorio con agua
destilada para determinar el efecto del pH y las concentraciones de H202 y STH en el
proceso de oxidacion. La concentracion inicial de parabenos en la mezcla es de 5 mg L
para cada uno de ellos. Se ha tomado muestra a diferentes tiempos de reaccién y se han
analizado por UHPLC en el menor tiempo posible desde que se recoge la muestra. La
Figura 4.4.2-1 presenta la concentracion relativa de cada uno de los parabenos vs el
tiempo a pH 6ptimo para el proceso (pH 2.8). La velocidad de eliminacion difiere de un
parabeno a otro, siendo: MP=ET > PP > IP > BZP, lo que esta de acuerdo con la longitud

de sus cadenas alifaticas.

Antes de empezar con los experimentos foto-Fenton, se realizaron los blancos pertinentes,
fotolisis y reaccion Fenton a pH 2.8 y 5 para comprobar la degradabilidad de los
parabenos. En el caso Fenton a pH 2.8 todos los parabenos son eliminados en un tiempo
de 30 minutos, no asi a pH 5 donde al cabo de una hora solo se alcanza un 2.6% de
degradacion. Se realizan una serie de experimentos foto-Fenton sin la adicion de STH a
diferentes pHs para conocer el efecto de este factor sobre la degradacion de los parabenos.
Los experimentos se realizaron en agua destilada y agua del grifo, a pHs 2.8, 5y 6. Dado
que el optimo para el proceso foto-Fenton es pH 2.8 se observa una rapida degradabilidad
de todos los parabenos, habiéndose eliminado el 95% de estos en agua destilada y el 80%
en agua del grifo a los 5 minutos en ambos casos (Figura 4.4.2-2). A pH 5 se observa que
la eliminacién es mucho mas lenta, debido a la generacion de especies no activas del
hierro. En este caso se alcanza una degradabilidad del 80% en 50 minutos con agua
destilada y en 60 minutos con agua del grifo. A pH 6 no se observa una buena degradacion

de los parabenos aun transcurridas dos horas de tratamiento.
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Figura 4.4.2-1. Degradacion relativa de los parabenos vs tiempo para el proceso foto-Fenton. Condiciones
experimentales: [parabenos]o 5 mg L cada uno, [Fe(ll1)Jo 5 mg L, [H20,]0213 mg Ly, a pHo 2.8.

Experimento realizado en agua MQ.
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Figura 4.4.2-2. Degradacion de la suma de los parabenos a diferentes tiempos de tratamiento vs diferentes
pHs (2.8, 5y 6) y diferentes matrices de agua. A: agua destilada, B: agua del grifo a los 5 y 60 minutos de
tratamiento (gris claro y gris oscuro respectivamente). Condiciones experimentales del proceso foto-
Fenton: [parabenos]o 5 mg L  cada uno, [Fe (111)] 5 mg L1y [H20;]0 213 mg L.

Con objeto de determinar si existen diferencias de comportamiento estabilizador de hierro
en disolucion y por tanto de efectividad en la aplicacion del proceso foto-Fenton, se han
probado tres tipos diferentes de STH provenientes de diferentes tipos de residuos:

e STH extraidas del residuo del café,
e STH extraidas del residuo de la produccion del aceite de oliva y,
e STH extraidas de lodos de depuradora.

Previo a la realizacion de los experimentos foto-Fenton con la adicion de las STH, se
miedieron las matrices de excitacion emision de las mimas a diferentes concentraciones
(20-50 mg L1) y se analizaron por PARAFAC (Figura 4.4.2-3).
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Figura 4.4.2-3. Diferentes componentes obtenidos para el analisis por PARAFAC de las diferentes STH
extraidas (residuo de la oliva, café y lodo) a diferentes concentraciones (20-50 mg L), de los AH
comerciales de Sigma-Aldrich y de las STH CVT-230 extraidas en lItalia. El eje X corresponde a las
longitudes d eonda de excitacion (250-500 nm) y el eje Y a las longitudes de onda de emisién (300-600
nm).

Del analisis por PARAFAC se obtienen 4 componentes de los cuales los componentes C1
y C2 correspondes a las sefiales tipicamente asignadas a las sustancias tipo htimicas (237-
260/400-500 nm y 300-370/400-500 nm Ex/Em). El componente C3 presenta su maximo
de Ex/Em entre los 260-300/300-480 nm aproximadamente, lo que puede corresponderse
segun Yang et al., 2015 con las sefiales asociadas a proteinas, acidos tipo humicos y
falvicos, y a moléculas tipo triptéfano. Teniendo en cuenta el origen de los residuos es
coherente que aparezca esta sefial en el analisis. Por Gltimo, el componente C4 presenta
dos regiones destacadas, la comprendida entre los 250-300/300-400 nm de ExX/Em se
corresponde con proteinas, triptéfano y tirosina, y la region comprendida entre 410-

600/250-300 nm de Ex/Em con los acidos tipo humicos y fulvicos.

En el set de datos del andlisis se incluyeron muestras de acidos humicos comerciales
(Sigma-Aldrich) y provenientes de Italia (CVT-230), usadas y caracterizadas en
anteriores trabajos del grupo de investigacion (Gomis et al., 2013; Gomis et al., 2014;
Gomis et al., 2015; Caram et al., 2018) para poder comparar el peso de los diferentes
componentes en las STH extraidas en la presente tesis con estas conocidas y asi

determinar cuales son las que van a actuar de forma mas eficiente como STH.
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Figura 4.4.2-4. Peso de los diferentes componentes obtenidos por PARAFAC para las diferentes muestras
de STH anafiizadas. Componente C1 (blanco), componente C2 (gris claro), componente C3 (gris oscuro),

componente C4 (negro).

En la Figura 4.4.2-4 se observa que los componentes correspondientes a las regiones de
Ex/Em asociadas a las sustancias tipo himicas (C1 y C2) tienen mas peso en el caso de
las STH extraidas del residuo del café, que son los componentes que mas peso tienen en
el caso de los AH comerciales y del CVT-230. Por lo que de este analisis se puede deducir
que a la hora de aplicar estas STH en el proceso oxidativo foto-Fenton las que van a
presentar mejores resultados de estabilizacion del hierro y por tanto de degradacion de
los contaminantes van a ser las STH extraidas del café. En cualquier caso, se adicionaron

los tres tipos de STH al proceso para comprobar los resultados obtenidos.

En todos los casos las condiciones experimentales fueron las mismas: [Fe(I11)]Jo 5mg L™,
[H202]0 213 mg Lt 0 426 mg Ly [STH]o 20 mg L%, iinicamente se varid el tipo de STH
afiadida. El tiempo requerido para la eliminacion del 60% de la suma de los parabenos
con el uso de las diferentes sustancias y sin ellas se muestra en la Figura 4.4.2-5. El
porcentaje de degradacion de los parabenos es muy similar en todos los casos, a excepcion
del uso de las STH extraidas del residuo del café con el doble de la cantidad
estequiométrica de perdxido de hidrogeno, donde a la media hora de tratamiento se ha
conseguido la degradacion del 60% de la mezcla de contaminantes. Debido a estos

resultados, se decide usar este tipo de STH para el resto de los experimentos.
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Figura 4.4.2-5. Tiempo necesario para degradar el 60% de la suma de los parabenos vs diferentes tipos de
HLS (residuo del café, residuo de la oliva y lodo de depuradora). Foto-Fenton con agua destilada.
Condiciones experimentales: [parabenos]o 5 mg L cada uno, [Fe (111)]o 5 mg L, [H202]o 213 mg L (m)
y 426 mg L (o), [STH]o 20 mg L, pHo 5.

4.4.3. Toxicidad aguda en organismos acuaticos

Para conocer como puede afectar esta mezcla de parabenos a los organismos acuéticos y
saber si es capaz de provocar disrupcién endocrina, la reaccion se llevo a planta piloto y
se realiz6 a una escala més cercana a la realidad (volumen 5 L y luz natural) el
experimento con STH que mejores resultados de degradacion habia mostrado a escala de
laboratorio (agua del grifo, pH 5 con STH procedentes de café). Se tomaron diferentes
muestras para los ensayos de toxicidad: muestra inicial, muestra intermedia (15 minutos
tsow) Yy muestra final (30 minutos tsow). La Figura 4.4.3-1 muestra la degradacion de los
parabenos bajo estas condiciones. Se consigue la total eliminacion de parabenos a los 23

minutos de tratamiento.

0 2 4 6 8 1012 1416 18 20 22 24 26 28 3
taow (MIN)

Figura 4.4.3-1. Degradacion de la mezcla de parabenos frente al tiempo expresado en tso (min).
Condiciones experimentales: [parabenos]o 5 mg L™ cada uno, [Fe(111)]o 5 mg L%, [H202]0 426 g L%, [STH]o

del café 20 mg L™, pHo 5. Experimento realizado con agua MQ.
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El impacto que tiene la presencia de parabenos en agua sobre organismos acuaticos es
todavia desconocido, y no existe mucha informaciéon disponible sobre los efectos
potenciales que estos contaminantes pueden ocasionar (Dobbins et al., 2009; Terasaki et
al., 2008). Se considera importante conocer los posibles efectos de estos contaminantes y
de sus subproductos de degradacién, ya que gran parte de los parabenos usados en

cosmeética terminan en ecosistemas acuaticos.

Por ello, se realizaron ensayos de toxicidad de diferente naturaleza que nos den
informacidn sobre la evolucidn de este pardmetro durante el tratamiento aplicado para la
degradacién de los parabenos. Para los ensayos de toxicidad se han tomado muestras de
diferentes tiempos de tratamiento (0 minutos tsow, 15 minutos tsow y 30 minutos tsow),
realizados en la planta piloto a un pH de 5 y se han calculado los valores LID y MID
(Tabla 4.4.3-1) para diferentes organismos pertenecientes a diferentes niveles de la
cadena tréfica (A. fischeri, P. subcapitata y, D. magna). Se ha eliminado el peroxido que
pudiera quedar presente en las muestras mediante el método de la catalasa y se han

realizado los ensayos toxicologicos en el menor tiempo posible.

Tabla 4.4.3-1. Valores LID y MID obtenidos para las diferentes muestras de agua para cada uno de los
organismos acuaticos sobre los que se ha realizado ensayos. Condiciones experimentales: [parabenos]o 5
mg L cada uno, [Fe(ll1)]o 5 mg L, [H202]o 426 mg L, [STH]o, café 20 mg L, pHo 5. Experimento
realizado con agua MQ.

0 min tsow 15 min tsow 30 min taow
LID MID LID MID LID MID
P. 1:16 1:3.7 1:8 1:2.2 1:16 1:4.0
subcapitata
D. magna 1:8 1:3.0 1:8 1:45 1:8 1:1.0
(24h)
D. magna 1:8 1:3.8 1:8 1:6.2 1:4 1:2.0
(48h)
A. fischeri No tdxico

Como se observa, la mezcla de parabenos no ha mostrado toxicidad para el organismo A.
fischeri incluida la muestra inicial. Gmurek et al., 2019 observé una elevada toxicidad
para A. fischeri estudiando la misma mezcla de parabenos a una concentracién de 10 mg
L, pero los resultados obtenidos en el presente caso de estudio muestran que la
concentracion de 5 mg L no afecta a la bioluminiscencia de la bacteria. Una inhibicion
de la bioluminiscencia (LI) por debajo del 30% podria considerarse como no toxico
(Miralles-Cuevas et al., 2017). Terasaki et al., 2008 concluy6 que el organismo A. fischeri
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era mas sensible que D. magna a los parabenos, presentando valores de CEso mas bajos,
contrario a los resultados obtenidos con la mezcla de parabenos a la concentracién
estudiada. Los andlisis fueron repetidos para confirmar estos resultados y demuestran que
el comportamiento de la mezcla de parabenos difiere del comportamiento de cada uno
por separado. En esta Tesis se considera interesante realizar el estudio con la mezcla de
parabenos de diferente naturaleza ya que sus resultados se asemejardn mas a lo que ocurre

con unas aguas reales.

Comparando los valores iniciales de LID para D. magnay P. subcapitata (LID 1:8y 1:16
respectivamente), el alga presenta mayor toxicidad. Kamaya et al., 2006 observaron
inhibicion en el crecimiento de P. subcapitata, causado por la presencia del acido p-
hidroxibenzoico (un metabolito de los parabenos) a una concentracion de 1.37 g L*,
mucho mas alta que la obtenida en el presente caso de estudio, donde se observa que P.
subcapitata es el organismo que muestra toxicidad mas alta, siendo mayor al final del
tratamiento que en tiempos intermedios. Este resultado sugiere que existe un efecto
sinérgico entre los diferentes parabenos presentes en la mezcla y sus metabolitos.
Teniendo en cuenta que no hay estudios de toxicidad con esta mezcla de parabenos para

P. subcapitata, este efecto se considera posible.

Respecto al ensayo de toxicidad aguda con el organismo D. magna, se observa que al
final del tratamiento, las muestras siguen presentando toxicidad con unos valores MID de
1:1.2 [1:2.5-1:1.3]. Del mismo modo que con los otros organismos estudiados, no existen
estudios de toxicidad con esta mezcla para el cladécero. Dobbins et al., 2009 evaluaron
la toxicidad de diferentes parabenos para D. magna y P. promelas, estableciendo
diferentes CLso para cada parabeno, desde 24.6 mg L™ para el metilparabeno hasta 4 mg
L para el benzilparabeno. Conforme aumenta la lipofilicidad también lo hace la
toxicidad.

Se ha determinado que el tiempo de exposicion no parece tener un efecto significativo en
cuanto a la toxicidad se refiere, es decir, que la toxicidad aguda y el modo de accion en
el caso de los parabenos puede determinarse rapidamente (Bazin et al., 2009) no siendo

necesarios largos tiempos de exposicion.

Los ensayos de toxicidad aguda realizados para los organismos seleccionados revelan que
la duracion del proceso foto-Fenton en este caso un tsow de 30 minutos no es suficiente

para reducir la toxicidad de los parabenos, incluso llegando a aumentar en el caso de P.
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subcapitata, probablemente debido a los intermedios clorados que se generan. Los
ensayos de toxicidad son importantes en el tratamiento de este tipo de mezclas ya que,
aungue los compuestos diana se eliminen, la toxicidad de la disolucion puede aumentar

debido a los compuestos intermedios (Lincho et al., 2021).

4.4.4. Ensayo de disrupcion endocrina (RYA)
Teniendo en cuenta que esta descrita la posible actividad endocrina de estos compuestos,

se considera interesante completar los ensayos de toxicidad con el ensayo RYA.

Diferentes estudios in vitro han demostrado que el MP, EP, PP, BP and BZP son
estrogénicos comparados con la hormona esteroidea 17-B-estradiol (Mizuno et al., 2009;
Bazin et al., 2009), y que la respuesta estrogénica aumenta con el tamafo del grupo
alquilo (Routledge et al., 1998). Bazin et al., 2009 establecieron y representaron las curvas
tipicas de dosis-respuesta para el estradiol y los parabenos. Todos los parabenos inducen

a una respuesta dependiente de la concentracion en las células de levadura.

La actividad estrogénica se expresa en equivalentes de estradiol (EEQs), concentracion
de estradiol que causa la misma respuesta que la muestra en el ensayo RYA. La muestra
inicial ha demostrado ser muy toxica para la cepa de levadura, y la muestra del final del
tratamiento moderadamente toxica (Tabla 4.4.4-1). Observando el factor de dilucion Kd,
la muestra intermedia (15 min tsow) €s menos toxica que la muestra final (30 min tsow), al
igual que ocurre con P. subcapitata. En cualquier caso, los resultados obtenidos en el
RYA para la mezcla de parabenos se encuentran en el mismo orden de magnitud que los
principales disruptores endocrinos usados normalmente, por lo que deben ser tratados
como tal. Seria interesante considerar tiempos mas cortos de tratamiento en el caso
concreto de esta mezcla teniendo en cuenta los resultados obtenidos o, llevar a cabo

tratamientos mas largos e ir controlando la toxicidad a diferentes tiempos de tratamiento.

Tabla 4.4.4-1. Toxicidad, factor de dilucion Kd y actividad estrogénica (EEQs) obtenidas en el ensayo
RYA para las diferentes muestras de agua estudiadas. Condiciones experimentales: [parabenos]o 5 mg L*
cada uno, [Fe(111)]o 5 mg L™, [H20,]0 426 mg L™, [STH]o 20 mg L™, pHo 5.

Muestra Toxicidad Factor de EEQsng
dilucién Lt
Kd
0 min taow Muy toxico 800 57
15 min tsow No toxico 15 1
30 mintsow  Moderadamente 24 2
toxico

128



Resultados y discusion

4.5.3. Seguimiento de la degradacion de los contaminantes por fluorescencia

Durante el tratamiento realizado en planta piloto, se han tomado muestras a diferentes
tiempos y se ha realizado el seguimiento de la degradacion y de los posibles cambios
quimicos que puedan sufrir los contaminantes durante el proceso. El rango de Ex/Em al
que se han medido las diferentes muestras ha sido de 250/500 y 300/550 nm
respectivamente cada 5 nm. Se han analizado las diferentes matrices obtenidas por
PARAFAC testeando los modelos de tres a seis componentes. Se ha elegido como valido
el modelo de cuatro componentes de acuerdo con el sentido quimico de los compuestos
presentes en la mezcla a tratar. En la Figura 4.4.4-1 se muestran los diferentes
componentes obtenidos.
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Figura 4.4.4-1. Diferentes componentes presentes en la degradacion obtenidos por PARAFAC para el
experimento realizado en la planta piloto. Condiciones experimentales: [parabenos]o 5 mg L™ cada uno,
[Fe(11D]o 5 mg L%, [H20,]0 426 mg L, [STH]o 20 mg L™, pHo 5. El eje X corresponde a las longitudes d
eonda de excitacion (250-500 nm) y el eje Y a las longitudes de onda de emision (300-600 nm).

Si se observa la matriz de EX/Em obtenida para el tiempo 0 minutos del experimento
(Figura 4.4.4-2), puede verse que la region de maxima intensidad corresponde con los
componentes C1y C2, por lo que estos dos componentes corresponderian a las EEM de
la mezcla de parabenos. EI componente C3 corresponde a las sustancias tipo himicas;
éstas presentan un area de maxima intensidad de Ex/Em que se divide en tres regiones
237-260/400-500, 300-370/400-500 y, 290-325/370-430 nm segun Yang et al., 2015. En
este caso concreto se observa la regién de maxima intensidad entre 250-300/300-450 nm
Ex/Em y otra con menor intensidad entre 327-375/350-475 nm de Ex/Em. El componente
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Figura 4.4.4-2. EEM obtenida para el tiempo 0 minutos de tratamiento. Condiciones experimentales:

[parabenos]o 5 mg L cada uno, [Fe(111)]o 5 mg L2, [H202]o 426 mg L1, [STH]o 20 mg L%, pHo 5. El eje X
corresponde a las longitudes d eonda de excitacion (250-500 nm) y el eje Y a las longitudes de onda de
emision (300-600 nm).

Observando la evolucion de los diferentes componentes a lo largo del tratamiento, los
componentes C1 y C2 que corresponderian a la mezcla de parabenos disminuyen
conforme avanza el proceso de oxidacion, de acuerdo con lo observado durante el proceso
oxidativo (Figura 4.4.4-3). Lo mismo ocurre con las STH (componente C3). Como se ha
explicado anteriormente (Apartado 1.2.2.3.4.1.6.4) las STH son sensibles a la oxidacién
y también pueden sufrir degradacion. EI componente C4 aumenta su intensidad
alcanzando el méximo a los 10 minutos y disminuyendo de nuevo con el tiempo.
Teniendo en cuenta los resultados de toxicidad anteriores, este componente puede
atribuirse a intermedios de reaccion. Los ensayos de toxicidad muestran que al final del
tratamiento oxidativo no se ha detoxificado la muestra de parabenos. Aungue este
componente presente mayor intensidad en la muestra intermedia, es posible que, en el
tiempo final, aun teniendo menos intensidad, la muestra sea més toxica, ya que deben

existir otros compuestos intermedios que no posean tanta sefial de fluorescencia.
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Figura 4.4.4-3. Evolucion de los distintos componentes a lo largo del proceso de degradacion. Experimento
realizado en la planta piloto. Condiciones experimentales: [parabenos]o 5 mg L cada uno, [Fe(I11)]o 5 mg
L%, [H202]0 426 mg LL, [STH]o 20 mg L2, pHo 5. C1 (e), C2 (A), C3 (1), C4 (+).

Seria interesante ampliar los estudios sobre los mecanismos de degradacion de estos
parabenos para relacionar el componente C4 con los intermedios méas probables y con el
repunte de toxicidad que se observa en el tratamiento. Esto nos permitiria determinar con

mayor precision el tiempo 6ptimo de este tratamiento.
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45UTILIZACION DE SUSTANCIAS TIPO HUMICAS PARA LA
ELIMINACION DE CONTAMINANTES POR SISTEMA DE MEMBRANAS
ACOPLADO A UN PROCESO OXIDATIVO (FOTO-FENTON)

4.5.1. Introduccion

El soil washing (lavado de suelos) es una técnica basada en la utilizacién de tensioactivos
para la eliminacion de contaminantes en suelos, que considera tanto la capacidad
solubilizadora de las micelas formadas por el uso de tensioactivos, como la reduccion de
la tensidn entre estos y las particulas del suelo (Fabbri et al., 2008). Se basa en la
separacion de los contaminantes diana de la matriz del suelo solubilizdndolos en la
solucion de lavado (Moutsatsou et al., 2006). Posteriormente la solucion de lavado ha de
someterse a tratamientos quimicos o bioquimicos para conseguir eliminar el contaminante

lavado.

Para el lavado de suelos se han utilizado tradicionalmente &cidos (HCI, H2SOs, HNO3),
acidos organicos de bajo peso molecular (citrico, oxalico) y algunos agentes quelantes
sinteticos como el NTA, EDDS, DTPA o el EDTA (Gusiatin et al., 2020), estos ultimos
debido a su capacidad complejante (Soleimani et al., 2010). Como se ha explicado en
capitulos anteriores, las sustancias humicas (SH) y las sustancias tipo humicas (STH)
poseen capacidad complejante y ademas han demostrado que debido a su estructura

pueden movilizar y neutralizar metales pesados (Huculak-Maczka et al., 2018).

Por otra parte, las STH son moléculas anfifilicas capaces de generar de forma espontanea
agregados cuando se encuentran en disolucion (Klavins & Purmalis, 2010), actuando
como surfactantes. La formacién de estos agregados puede producirse de forma intra e
intermolecular (Lippold et al., 2008). Autores como Piccolo et al., 2001; Conte et al.,
2005, sugieren que las SH se encuentran en forma de pseudomicelas, pero existen muchos

modelos estructurales de la forma que pueden presentar estos agregados.

Las SH se han utilizado en el proceso de soil washing para eliminar metales pesados del
suelo (Bi et al., 2019). La concentracion micelar critica (cmc) depende de varios factores
como la temperatura, el pH y el origen de las SH. Damian et al., 2019 utilizaron sustancias
hamicas para la eliminacion de Cu y Pb obteniendo buenos resultados y concluyendo que
la eficiencia del proceso depende del tiempo de contacto, del ratio suelo:solucion, de la
concentracion de SH y del hecho, que las SH son buenos agentes de lavado cuando el

suelo estd contaminado con metales pesados y otros contaminantes a altas
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concentraciones. También han demostrado ser Utiles para el lavado de hidrocarburos

aromaticos y compuestos organicos (Conte et al., 2005; Borggaard et al., 2009).

Cuando se descontamina un suelo, hay que considerar también la toxicidad y los cambios
que el agente de lavado utilizado puede ocasionar sobre el mismo. El uso de algunos
agentes quelantes quimicos esta cuestionado ya que, presentan toxicidad y si una vez
lavado el suelo no se recuperan completamente estos compuestos, pueden ocasionar
problemas futuros. Por este motivo, el desarrollo y busqueda de agentes de lavado
alternativos a los tradicionales, que sean biodegradables, que no presentes toxicidad y que

sean asequibles estad tomando fuerza (Gusiatin et al., 2020).

Con estos antecedentes, se plantea estudiar la interaccion de las STH obtenidas en esta
tesis con contaminantes emergentes, como por ejemplo el TBZ, cuando se encuentran
préximos a su punto de saturacion. Se quiere investigar como las STH aumentan la
solubilidad del contaminante, y en qué medida la capacidad surfactante y de formacién
de micelas de las STH con el contaminante pueden favorecer su retencion en el interior o

en la superficie de las micelas.

El objetivo de este capitulo es la posible aplicacion de dos procesos acoplados
(membranas y fotocatalisis) para la descontaminacion de suelos y aguas con una elevada
carga de contaminante. Primero se llevara a cabo el proceso de membranas estudiando la
seleccion del tamafio de poro, pH més adecuado y relacion TBZ:STH que proporcione
mejores resultados. Posteriormente el retentato (RT) obtenido, va a ser tratado por
proceso foto-Fenton, en el que se va a comprobar si pueden conseguirse buenos resultados

de degradacion del contaminante.

4.5.2. Extraccién STH y seleccion del contaminante

Las STH utilizadas para los experimentos de soil washing se han extraido de lodos
procedentes del reactor anaerobio de EDAR, y la extraccién se ha realizado de acuerdo
con el procedimiento descrito por Garcia-Ballesteros et al., 2018 (Apartado 4.2.2.). La
generacion de lodos derivados del tratamiento de aguas va en aumento por lo que el
desarrollo de tecnologias y métodos para su aplicacién en diferentes procesos y por tanto
su revalorizacion, esta tomando fuerza. Las STH extraidas de los lodos de depuradora
contienen un 27% de materia organica, de la cual un 91% son acidos huimicos (AH)
(Gusiatin et al., 2020).
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El contaminante utilizado ha sido el tiabendazol (TBZ), y su seleccion se basé en el
trabajo realizado por Caram et al., 2018 en el que utilizaron unas STH procedentes de
residuos sélidos urbanos (CVT-230) y probaron su efectividad como agentes auxiliares
en el proceso foto-Fenton a pHs mas proximos a la neutralidad, observando que las STH
ayudan a aumentar la solubilidad del contaminante y que se produce una interaccion entre
el contaminante y las STH. Aqui se quiere comprobar si este efecto observado con los
residuos italianos (CVT-230), se da también en nuestras STH y puede ser Util para atrapar
el contaminante presente en una disolucion acuosa y ser retenido en un tratamiento por
membranas, de modo que el agua filtrada quede libre del contaminante y se pueda tratar

una disolucién de menor volumen y mayor concentracion de contaminante (el RT).

4.5.3. Caracterizacion de las STH
En primer lugar, se ha medido la tensién superficial de las STH a diferentes

concentraciones (5-0.5 g L) para comprobar su capacidad de actuar como surfactantes.
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Figura 4.5.3-1. Tension superficial (mN m™) para las STH extraidas de los lodos de EDAR a diferentes

concentraciones (®) y para el agua (0).

Como se observa en la Figura 4.5.3-1, a cualquiera de las concentraciones seleccionadas,
la presencia de STH reduce la tension superficial respecto al valor de tension superficial
del agua (76.17 mN m™), por lo que deducimos que estas STH poseen capacidad
tensioactiva y van a ser capaces de formar micelas en disolucion, atrapando al

contaminante, y por tanto aumentando su solubilidad en agua.

Es importante conocer el tamafio medio de las STH, debido a que posteriormente van a
ser sometidas a una separacion mediante membranas y necesitamos saber si seran capaces

de atravesarlas. Este pardmetro se mide por dispersién de luz dindmica (DLS). Para ello
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se han preparado disoluciones de 2.5 g LY a1 g L™ en agua del grifo (Figura 4.5.3-2),
obteniéndose un tamafio medio de particula de 425.32 nm. Las STH son macromoléculas
con capacidad de formar agregados, que pueden romperse y volverse a formar. Se espera
que una parte de las STH si atraviesen la membrana, pero, en cualquier caso, la mayoria

permaneceran en el tanque de alimentacion.
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Figura 4.5.3-2. Valores de tamafio medio obtenido (nm) por DLS para diferentes concentraciones de STH

4.5.4. Seleccion de la membrana

El siguiente paso en nuestra investigacion es seleccionar un tamafo de poro de membrana;
Probamos unas membranas de 50 kDa para realizar experimentos iniciales y determinar
si es adecuado para completar la investigacion. Se selecciona esta membrana de
ultrafiltracion debido a que este tipo de membranas separa particulas con tamafios entre
alrededor de 0.04 y 0.1 micrometros (40-100 nm).

Una vez seleccionada la membrana, el siguiente paso es saber si el contaminante queda
retenido en la membrana, aunque debido a su peso molecular 201.249 g mol™ no tendria
que hacerlo. Las condiciones de operacion fueron 2 bares y temperatura ambiente.

Se prepararon disoluciones de TBZ (50 mg L). La Figura 4.5.4-1 muestra el paso del
TBZ a través de la membrana de 50 kDa. Como puede observarse, al cabo de 90 minutos
ha atravesado la membrana una cantidad de 73 mg de TBZ, por lo que a partir de aqui

sabemos que el TBZ en disolucion en ausencia de las STH si pasa por la membrana.
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Figura 4.5.4-1. Relacion cantidad de TBZ (mg) vs tiempo (min) para el PM (o), RT (m) y la suma de ambos
(A). Condiciones experimentales: [TBZ]o 50 mg L%, P 2 bar, T ambiente, membrana de 50 kDa.

4.5.5. Seleccion de la relacion TBZ:HLS

Para saber si el TBZ era capaz de atravesar la membrana de 50kDa en presencia de las
STH y determinar las mejores condiciones de trabajo, se realizaron una serie de pruebas
con dos relaciones TBZ:STH vy diferentes pHs. Las pruebas se llevaron a cabo en
discontinuo, utilizando la membrana ceramica de tamafio de poro 50 kDay aire a presion
(2 bar), por lo que no hay recirculacion de la muestra y solo se toman muestras inicial y
final del RT. La Figura 4.5.5-1 muestra la cantidad total de TBZ (mg) para el retentato
(RT, en gris claro) y permeado (PM, en gris oscuro) al final del proceso. Después de un
ciclo completo de filtracion, vemos que con la relacion 1:40 somos capaces de concentrar
el tiabendazol, mientras que, con relaciones mas bajas, las STH no parecen ser capaces
de retener a todo el contaminante formando micelas, por lo que el TBZ atraviesa la

membrana sin poderse concentrar.

La duracion total de cada proceso de filtrado fue de 6 horas, tomandose muestras
intermedias para su analisis por cromatografia liquida, fluorescencia 'y TOC. Se estudio
larelacion TBZ:STH 1:20y 1:40 a pHs: 5, 6 y 7, obteniéndose los mejores resultados con
la relacion 1 :40 independientemente del pH.
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Figura 4.5.5-1. Cantidad de TBZ (mg) presente en el RT (gris claro) y PM (gris oscuro) al final del proceso
de membranas (6 horas). [TBZ]o 50 mg L1y [STH]o 20y 40 g L.

Al no observarse grandes diferencias de eficacia de retencién en los 3 pHs analizados
para la relacion TBZ:STH 1:40, se decide continuar con las pruebas a pH 7 ya que es el

pH més préximo al pH que va a encontrarse en las aguas contaminadas.

Estos experimentos son realizados en discontinuo, ya que el objetivo principal es
determinar la relacién de mezcla inicial para formar las micelas. En este sentido, cabe
destacar que esta es la principal razén por la cual el balance de materia entre retentato y
permeado no suma la cantidad inicial de 25 mg, debido a que las micelas al no estar en
agitacion se van agrupando e incluso algunas precipitan. Para comprobar si el TBZ se
queda retenido en los poros de la membrana o formando una torta sobre su superficie
debido a la presencia de las STH, se pasa metanol a través de la membrana y se mide el
TBZ por UHPLC. Se obtiene una cantidad de 2 mg, es decir, un 8% del total, por lo que
aunque una pequefia parte del TBZ pueda quedar retenido en la membrana, el TBZ que
falta para cerrar el balance de materia se encontraria dentro de las micelas que forman las

STH y que se encuentran en el tanque de alimentacion.

4.5.6. Seleccion de la presion de trabajo

Una vez seleccionada la mejor relacion TBZ:STH (relacion 1:40y pH 7) se pasa a realizar
los experimentos utilizando la bomba y aplicando diferentes presiones de trabajo (2 y 1
bar) y con recirculacion del RT.
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Figura 4.5.6-1. Relacion cantidad de TBZ (mg) vs tiempo (min) para el PM (o), RT (m) y la suma de ambos
(A). Experimento relacion TBZ: STH 1:40, pHo 7y, (A) 2 bar, (B) 1 bar.

Como se observa en la Figura 4.5.6-1A, a 2 bar de presién y con un tiempo de 90 minutos
de duracion del proceso de filtrado, no conseguimos la concentracion del TBZ (392 mg
en permeado, superior al 337 mg del permeado). Esto puede ser debido a que la presion
de 2 bares influye en el tamafio de las micelas y posiblemente en su rotura al paso a través
de los poros de la membrana. Es posible que a medida que se va recirculando la mezcla
y debido a la presion, las micelas vayan reduciéndose de tamafio e incluso, liberando el
TBZ. Cuando observamos los resultados del experimento realizado a 1 bar de presion, se
obtienen resultados mucho maés satisfactorios (Figura 4.5.6-1B). En este caso, solo
traspasa la membrana un 8.7% del total del TBZ inicial, aumentandose la concentracién
de TBZ enel RT.

Con todo lo expuesto, podemos concluir que, a presiones elevadas, las micelas se rompen
y pueden liberar el TBZ retenido, facilitando su paso a través de la membrana; en cambio,
a menores presiones el contaminante sigue atrapado en su interior, pudiéndose concentrar
y alcanzar nuestro objetivo de separar gran cantidad de contaminante. En estos casos, la

suma final del TBZ presente en el RT y PM tampoco suma la cantidad total introducida
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en el tanque de alimentacion, por lo que de deduce que parte quedara retenido en forma
de torta 0 como parte del fouling de la membrana. Es importante tenerlo en cuenta en un

futuro en estudios de limpieza y mantenimiento de las membranas.

De forma complementaria se han realizado ensayos de TOC para corroborar los ensayos
anteriores. Al igual que en los resultados mostrados en la Figura 4.5.6-1, solo hay una

concentracion de TOC significativa cuando se opera a presiones de 1 bar.

La Figura 4.5.6-2 muestra la evolucion de la medida del TOC a lo largo del proceso para

los dos casos anteriores.
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Figura 4.5.6-2. Relacion TOC (mg) vs tiempo (min) para el PM (o), RT (m) y la suma de ambos (A).
Experimento relacién TBZ: STH 1:40, pHo 7y, P (A) 2 bar, (B) 1 bar.

4.5.7. Seguimiento del proceso por fluorescencia

Se considera interesante realizar un analisis de fluorescencia para determinar que especies
son las que se observan y si esta técnica analitica puede utilizarse como método de analisis

complementario en este caso.
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Los resultados de los experiementos realizados, se han confirmado mediante el uso de
espectroscopia de fluorescencia como técnica analitica complementaria. Se han medido
las matrices de EX/Em y los espectros se han analizado por PARAFAC. El barrido de
EX/Em se ha realizado de 250-550 nm y de 300-600 nm cada 5 nm. Dentro del set de
datos analizado se han incluido medidas de las STH a 20 y 50 mg L y del TBZ a la
concentracion utilizada en los procesos de membrana a pH 2.8 y 5. Se ha realizado el
analisis de 3 a 6 componentes y se ha validado el modelo para 3 y 4 componentes. Se ha
elegido el modelo de 4 componentes (Figura 4.5.7-1) en base al sentido quimico del

proceso Yy teniendo en cuenta los resultados obtenidos por Caram et al., 2018.
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Figura 4.5.7-1. Diferentes componentes obtenidos para el analisis por PARAFAC. Set de datos compuesto
por todas las muestras tomadas para el resto de los analisis. Incluye las muestras a diferentes tiempos de
los experimentos para seleccion de la membrana, seleccion de la relacion TBZ:STH y seleccion de la
presion de trabajo, asi como disoluciones de TBZ y STH por separado. El eje X corresponde a las longitudes

d eonda de excitacion (250-500 nm) y el eje Y a las longitudes de onda de emision (300-600 nm).

El componente C1 y el componente C2 con maximos de Em entre 300-350 y 350 nm
respectivamente corresponden a la forma acida y basica del TBZ de acuerdo con lo
obtenido por Caram et al., 2018 en sus experimentos de foto-Fenton con este
contaminante. EI componente C4 se encuentra dentro de la region que se atribuye a las
STH, ExX/Em 250-370/350-500 nm (Yang et al., 2015). EI componente C3 puede
atribuirse a la presencia de proteinas, que puede justificarse debido al origen del residuo
del que se han extraido las STH (lodos de EDAR), aunque también podria deberse a la
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asociacion entre el TBZ y las STH. Los resultados obtenidos estan en concordancia con
los obtenidos en el estudio de Caram et al., 2018. Validaron el modelo por PARAFAC
para 5 componentes. Midieron por fluorescencia disoluciones de TBZ a diferentes pHs
en ausencia de STH. Obtuvieron tres factores, de los cuales, dos correspondian a las
formas acido base del TBZ (que se observaban también en las medidas anteriores en
presencia de las STH) y un tercer componente que aumentaba en torno a pH 4.5
(coincidiendo con el pKa del TBZ= 4.8) y con la forma basica del TBZ, menos soluble
que su forma acida. Ademas, en este caso, la banda de dispersion de primer orden de
Rayleigh aumentaba, lo que indica la presencia de agregados no solubles. En las muestras
en las que habia también STH y se encontraban en las mismas condiciones de pH, no se
observa este componente, lo que reafirma la idea de una interaccion entre el TBZ y las
STH de forma que las STH favorecian la solubilidad del TBZ, como también hemos
observado nosotros en nuestro experimento de aplicacion de soil washing para concentrar

el contaminante con nuestras STH.

4.5.8. Ensayos foto-Fenton del RT obtenido al final del proceso de membranas

Una vez seleccionadas las mejores condiciones de trabajo (tamafio de poro de la
membrana 50 kDa, presion de trabajo de 1 bar y relacion TBZ:STH (1:40), se procede a
oxidar el RT por aplicacion de un proceso tipo foto Fenton.

Como la relacion TBZ:STH es elevada, las STH se encuentran en alta proporcion en la
mezcla y es necesario eliminar la parte sedimentada antes de aplicar ningin proceso de
oxidacion. Este proceso se ensaya de dos modos diferentes, por una parte, el RT se filtra
por papel de filtro de laboratorio con tamafio de poro de 12-15 um y en otro experimento,
el retentato se deja sedimentar.

Las STH son coloreadas por lo que un exceso de estas puede actuar como filtro interno
impidiendo que penetren los fotones en la matriz a tratar. La cantidad de H202 a adicionar
en cada uno de los casos se determind a partir de las respectivas DQO obtenidas,
afadiéndose la mitad del valor de DQO, 137.4 mg Ly 183 mg L* M para el RT filtrado
y sedimentado respectivamente. La concentracion de TBZ fue la determinada por
cromatografia liquida después del proceso de membranas (44.25 mg L?) y la
concentracion de Fe(lll) de 5 mg L. El pH se modificé adicionando H2SO4 hasta un

valor de 5.
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Figura 4.5.8-1. Proceso foto-Fenton del RT obtenido para el proceso de membranas utilizando un tamafio
de poro de 50 kDa, 1 bar de presion de trabajo y, una relacion TBZ:STH 1:40. (e): RT filtrado con papel
de filtro, (0): RT sedimentado. Condiciones experimentales: [TBZ]o 44.25 mg L%, [Fe(111)]o 5 mg L7,
[H202]o (@) 137.4 mg L%, (0) 183 mg L%, pHo 5.

En la Figura 4.5.8-1 se observa que en el caso en que el RT ha sido filtrado (e) con papel
de filtro previo al proceso foto-Fenton al cabo de una hora de tratamiento se alcanza un
97% de degradacién del contaminante, mientras que cuando se ha sedimentado (o) se
elimina un 70%. En cualquiera de los dos casos teniendo en cuenta la elevada

concentracion de TBZ y de STH se obtienen buenos resultados de degradacion.

Estos resultados se atribuyeron a la posible interaccion entre las STH y el contaminante;
se observa que las STH ayudan a aumentar la solubilidad del contaminante debido a que
la capacidad surfactante de estas sustancias favorece la reactividad de los contaminantes

con las especies oxidantes presentes.

El hecho de que se hayan obtenido mejores resultados de degradacion en el caso en el que
se ha filtrado el RT puede resultar positivo, ya que podrian recuperarse las STH y
utilizarse de nuevo en el proceso. El requisito de reutilizacién es una de las caracteristicas

para tener en cuenta cuando se realiza el proceso de soil washing.
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De la presente tesis doctoral se derivan las siguientes conclusiones:

Es posible la extraccién de sustancias tipo humicas de diferentes residuos organicos,
fomentando la economia circular y la revalorizacion de residuos. Estas STH pueden
adicionarse al proceso foto-Fenton y llevarlo a pHs mas préximos a la neutralidad con

buenos resultados de degradacion.

Aunque el uso de algunas STH aplicadas al proceso foto-Fenton como agentes
complejantes del hierro ya ha sido investigada con anterioridad, en esta tesis se obtienen
STH procedentes de residuos de distinta naturaleza como son los posos de café y se
caracterizan y comparan con otras STH, colaborando de esta forma a la revalorizacion de

otros residuos.

En el presente estudio se profundiza en las propiedades y caracteristicas de distintas STH
(procedentes de alpechin, lodos de EDAR y posos de café), concluyendo que no es

necesario ningun proceso de fermentacion previo a la extraccion de estas sustancias.

Se ha demostrado que la utilizacion de procesos de membrana para la separacion de
fracciones con diferentes tamafios de particula, no se considera un proceso necesario, ya

que la eficiencia en el proceso foto-Fenton de unas u otras fracciones es muy similar.

Se ha demostrado que la técnica EPR es un buen método para obtener mas informacion
sobre el mecanismo de reaccion de la aplicacion de STH en proceso foto-Fenton a pHs
mas neutros. Nos permite tener mas conocimiento acerca de uno de sus principales
aspectos limitantes, la generacion de cantidades adicionales de especies reactivas frente
a su capacidad de atrapar estas mismas especies oxidantes reduciendo la eficiencia del

proceso.

Se ha observado una buena correlacion entre la capacidad de las sustancias STH para
generar radicales OH- y la degradacion de contaminantes por proceso tipo Fenton y tipo
foto-Fenton. La adicion de bajas cantidades de STH conlleva la generacion de bajas
concentraciones de especies oxidantes, que se manifiestan insuficientes para poder
complejar el hierro presente en la disolucidn, mientras que, cantidades muy elevadas de
STH se traduce en una perdida en la eficiencia del proceso debido a la interaccion de estas

con los radicales generados.
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De los tres residuos organicos seleccionados como aditivo para el proceso foto-Fenton
(alpechin, café y lodos de EDAR) para el tratamiento de una mezcla de parabenos, el que
mejores resultados muestra es el del café. El uso de las STH extraidas del café permite
extender el pH del proceso foto-Fenton hasta 5 con buenos resultados de degradacion.
Los ensayos de toxicidad revelan que, aungue a tiempos cortos de tratamiento se eliminan
los compuestos principales, las muestras tratadas siguen presentando toxicidad,
especialmente la muestra a tiempo intermedio. Seria interesante considerar menores
tiempos de tratamiento para este tipo de mezcla de parabenos bajo las condiciones
estudiadas, para evitar la formacion de esos intermedios téxicos derivados de la

degradacion de parabenos.

Se pone de manifiesto la necesidad de realizar ensayos toxicoldgicos de manera
complementaria sobre organismos pertenecientes a diferentes niveles de la cadena trofica,
ya que, sin esta variedad de ensayos, es imposible conocer la detoxificacion real de las

muestras de agua tratadas.

Algunos aspectos relacionados con la aplicacion de las STH en procesos tipo foto-Fenton
requieren de mayor investigacion, como las condiciones Optimas de operacion y el
mecanismo de complejacion entre el hierro y estas sustancias. Pero, en cualquier caso, las
STH extraidas de diferentes tipos de residuo han demostrado ser eficientes en la mejora

del proceso foto-Fenton a pHs mas neutros.

Por dltimo, las STH (en este caso las de lodo de depuradora) cuando se aplican a un
proceso de membranas junto con un contaminante a altas concentraciones han
demostrado ser eficaces en la concentracion del contaminante en el tanque de
alimentacion (retentato) y, por tanto, obtencién de un menor volumen para poder ser
tratado posteriormente por el proceso foto-Fenton. Al usarse membranas de ultrafiltracion
se esta reduciendo el gasto energético derivado del coste de las membranas de

nanofiltracion y de la presion de trabajo mas elevada que seria necesaria en este caso.

Se ha puesto de manifiesto el potencial uso de las STH para diferentes aplicaciones
medioambientales, poniendo el foco en la revalorizacion de residuos y fomento de la

economia circular, contribuyendo a crear un futuro mas sostenible.

Is possible the isolation of humic like substances from different organic residues,
promoting circular economy and waste revalorization. These HLS could be added to
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photo-Fenton process and drive it to circumneutral pHs achieving good detoxification

results.

Although some information about how these HLS can complex iron have been
investigated before, in the present work HLS isolated from different sources had been
obtained, as from coffee, and had been compared with other HLS, collaborating to other

wastes revalorization.

In the present study, further insight is gain in the properties and characteristics of different
HLS (olive mill wastes, coffee wastes, and sludge from wastewater treatment plant),
concluding that is not necessary any fermentation process before the isolation of the

substances.

The use of membrane processes for the separation in different particles sizes, has been
demonstrated not to be necessary, because the efficiency of photo-Fenton process is quite

similar in the use of one size or another.

EPR technique is a good way to obtain major information related to the reaction
mechanism when these HLS are applied to photo-Fenton process at circumneutral pHs.
Helps to elucidated one of the major drawbacks of these substances, the quantity of
reactive species generates by HLS in comparison with the ability of HLS to catch these

reactive species decreasing the efficiency of the process.

Good relationship between the ability of these substances to generate OH- and pollutants
degradation by photo-Fenton process and photo-Fenton like processes was observed. The
addition of low quantities of HLS generates few reactive species, been insufficient to
complex iron, whereas huge amounts mean a decrease in the process efficiency due to

their ability to interact with the reactive species generated.

In the case of parabens removal, three organic residues were selected to add to photo-
Fenton process (olive mill waste, coffee waste, and sludge), and the best results were
obtained with coffee. The use of HLS isolated from coffee allows to expand the pH range
to 5 achieving good pollutant removal results. Toxicity bioassays reveals that, although
at intermediate treatment times compounds have been removal, at the end of the process
samples remain toxic to different organisms. That is why it would be interesting to
consider shorter treatment times in the case of this pollutant mixture under the conditions

studied, to avoid the formation of toxic byproducts.
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The need to carry out toxicity bioassays on different organisms belonging to different
levels of trophic chain has been demonstrated, because without these assays is impossible

to know the real samples detoxification.

Some aspects related with the HLS application in photo-Fenton process requires further
investigation, as the optimum conditions and the complexing mechanisms between iron
and HLS. But, anyway, these HLS isolated had demonstrated to be efficient in pollutant

removal at circumneutral pHs.

Finally, HLS isolated from wastewater sludge when are applying to membrane process
together with high pollutant concentrations, are efficient reducing the volume that must
be treated by photo-Fenton because the pollutant is concentrated in the feed tank. As
ultrafiltration membranes were used, energetic cost of the process is decreasing because

nanofiltration membranes requires higher pressures to work.

The potential use of the HLS in different environmental applications has been
demonstrated, focusing on waste revalorization, and promoting circular economy,

contributing to a sustainable future.
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7.1. Estancias
En el transcurso de la presente tesis dosctoral, se han realizado dos estancias de

investigacion en diferentes centros:

1. Estancia de investigacion realizada en el Instituto de Investigaciones
Fisicoquimicas Tedricas y Aplicadas (INIFTA). La Plata, Argentina. Duracion de
la estancia: 15-09-2018/15-11-2018

2. Estancia de investigacion realizada en LiqTech International A/S. Aalborg,
Dinamarca. Duracion de la estancia: 01-10-2017/01/12/2017.

7.2.Congresos
También se ha asistido a diferentes congresos, tanto nacionales como internacionales, que

se citan a continuacion:

e 25th International Conference on Advanced Oxidation Technologies for
Treatmentof Water, Air and Soil (AOTs-25). Niagara Falls, Canada. Octubre
2019.

v Novel strategies in iron based processes for wastewater treatment: mild

photo-Fenton and ZVI-photo-Fenton combination. 60-60

e 6th European Conference on Environmental Applications of Advanced Oxidation
Processes (EAAOP-6). Porotorse, Eslovenia. Junio 2019.

v Analysis of iron complexing activity in photo-Fenton process of humic
substances obtained at different fermentation times of olive mill waste.
473-474.

v" Humic like substances to drive photo-Fenton at mild conditions for
parabens removal. 582-583.

v" Isolation of humic-like substances from oil mill wastes to be employed in
solar-driven processes for pollutant removal. 155-156.

v Toxicity assessment of four emerging pollutants contained in 2013/39/EC

treated by mild photo-Fenton process. 125-126.

e VII Congreso I+D+i campus de Alcoi. Creando Sinergias. Alcoy, Espafa. Julio
2019.
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v Degradacidon de contaminantes emergentes utilizando sustancias tipo humicas

mediante proceso foto-Fenton a pH préximo a la neutralidad. 89-92.

e VI Congreso 1+D+i Campus de Alcoi. Creando Sinergias. Alcoy, Espafia. Julio
2018.
v" Utilizacién de membranas de UF en la valorizacién de los residuos

procedentes de la produccion del aceite de oliva. 141-144.

e XIII Congreso Esparfiol de Tratamiento de Aguas (META 2018). Ledn, Espafia.
Junio 2018.
v Comparacion de la capacidad complejante de distintas sustancias tipo
himicas obtenidas a partir del alpechin como agentes complejnates en el
proceso foto-Fenton. 44-44.
v" Estudio del tamafio molecular de sustancias tipo himicas procedentes de
residuos de la industria olivarera y su efecto sobre procesos foto-Fenton
en condiciones suaves de pH. 41-41.
v Tratamiento mediante procesos de oxidacion avanzada y caracterizacién

de aguas residuales provenientes de un centro de atencion primaria. 43-43.

e 10th European Meeting on Solar Chemistry and Photocatalysis: Environmental
Applications (SPEA10). Almeria, Espafa. Junio 2018.

v Humic like susbtances from olive mill wastes as complexing agent to drive
photo-Fenton near neutral pH. 527-528.

v' Steel wood for a combined red-ox process: ZVI reduction and photo-
Fenton oxidation of pentachlorophenol. 546-547.

v Toxicity assessment of a mixture of emerging compounds treated by
photo-Fenton. 548-549.

e V Congreso I+D+i Campus de Alcoi. Creando Sinergias. Alcoy, Espafia. Julio
2017.
v Eliminacion de contaminantes emergentes contenidos en la Directiva
2013/39/CE mediante procesos de oxidacion avanzada (AOPs). 71-74.
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o 5th European Conference on Environmental Applications of Advanced Oxidation
Processes (EAAOP-5). Praga, Republica Checa.
v Study of solar photo-Fenton at different pH for removal of contaminants

of emerging concern. 302-302.
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