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Resumen

En Costa Rica se evidenci6 la ineficacia de las tecnologias de tratamiento de agua residual
empleadas para remover farmacos efectivamente, lo que amenaza los ecosistemas y la salud
humana. Por lo que en este documento se presenta los hallazgos de la evaluacion del uso
de reactores con microorganismos inmovilizados para la remocién de farmacos en aguas
residuales. Especificamente, se desarrollé un prototipo de reactor aerobio de biopelicula
con soportes naturales a escala de laboratorio, a través del diseno, construccion y puesta
en marcha. Posteriormente, se evalué el desempeno del prototipo desarrollado en opera-
cién secuencial por lotes para la remocién de farmacos en agua residual. Por otra parte,
se evaliio la remocién de farmacos en agua residual a través de lodo aerobio inmovilizado
en capsulas de alginato de calcio, preparadas mediante gelacién iénica. Como resultado,
se obtuvo un prototipo de reactor aerobio de biopelicula de lecho sumergido con sopor-
tes de esponja vegetal a escala de laboratorio de 400 mL de capacidad, costo-razonable
y funcional. A través de su uso se observ6 remocién moderada (50-80 %) de acetamino-
fén y dimetilxantina y elevada (>80%) para la doxiciclina, lovastatina y cafeina. Por
otra parte, se presenté una limitada remocién (<40 %) de risperidona, cafeina, ketopro-
feno, difenhidramina, gemfibrozil y lovastatina, y una remocién moderada (40-55%) de
naproxeno, ofloxacina, acetaminofén y 1,7-dimetilxantina mediante el uso del lodo aerobio
inmovilizado en las cadpsulas de alginato de calcio preparadas. Se concluye que el prototipo
desarrollado tiene el potencial de mitigar el riesgo ecoldgico provocado por la liberacién de
residuos de lovastatina, cafeina, doxiciclina, 1,7-dimetilxantina y acetaminofén. Mientras
que el encapsulamiento de lodo aerobio en cdpsulas de alginato de calcio es un método sen-
cillo que puede reducir la amenaza de la liberacion de naproxeno, ofloxacina, acetaminofén
y 1,7-dimetilxantina al ambiente, por vertido de aguas residuales.

Palabras clave: Tratamiento de agua residual, remocién de DQO, Remocién de farmacos
en aguas residuales, reactor de biopelicula, esponja vegetal, lodo aerobio inmovilizado en
capsulas de alginato de calcio.
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Abstract

The ineffectiveness of the wastewater treatment technologies used in Costa Rica to re-
move pharmaceuticals was demonstrated, which threatens ecosystems and human health.
Therefore, this document presents the findings of the evaluation of reactors with immo-
bilized microorganisms for the removal of pharmaceuticals from wastewater. Specifically,
a prototype of an aerobic biofilm reactor with natural media was developed at labora-
tory scale, including the design, construction and startup. Subsequently, the performance
of the developed prototype was evaluated in sequential batch operation for the removal
of pharmaceuticals from wastewater. On the other hand, the removal of pharmaceuticals
from wastewater through aerobic sludge immobilized in calcium alginate capsules, prepa-
red by ionic gelation, was also evaluated. As a result, a prototype of a laboratory-scale,
cost-effective and functional 400 mL capacity, submerged-bed biofilm aerobic reactor with
loofah media was obtained. It was observed moderate removal (50-80 %) of acetaminophen
and dimethylxanthine and high removal (>80%) of doxycycline, lovastatin and caffeine.
On the other hand, limited removal (<40 %) of risperidone, caffeine, ketoprofen, diphenhy-
dramine, gemfibrozil and lovastatin, and moderate removal (40-55 %) of naproxen, ofloxa-
cin, acetaminophen and 1,7-dimethylxanthine were presented by using the aerobic sludge
immobilized in the prepared calcium alginate capsules. It is concluded that the developed
prototype has the potential to mitigate the ecological risk caused by the release of lovas-
tatin, caffeine, doxycycline, 1,7-dimethylxanthine and acetaminophen residues. While the
encapsulation of aerobic sludge in calcium alginate is a simple method that can reduce the
threat of naproxen, ofloxacin, acetaminophen and 1,7-dimethylxanthine release into the
environment from wastewater discharge.

Keywords: Wastewater treatment, COD removal, Pharmaceutical removal in wastewater,
biofilm reactor, Loofa sponge, aerobic sludge immobilized in calcium alginate capsules.
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1 Introducciéon

En las dltimas décadas los residuos de farmacos han sido reconocidos como contaminantes
de preocupacién emergente. En particular, su consumo universal, disposicion inapropiada,
baja capacidad metabdlica humana y su estructura biolégicamente activa han ocasionado
una pseudo-persistencia en ambientes acudticos, lo que ha tenido un impacto ecolégico
sobre los organismos que habitan en ellos. Ademds, estos contaminantes eventualmente
ingresan a la cadena tréfica y se bioacumulan, por lo que son un riesgo para la salud
humana (Tang et al., 2017).

En el periodo 2018-2019 se detect6 la presencia de residuos de farmacos de medio y alto
riesgo ecologico en el influente y efluente de Plantas de Tratamiento de Agua Residual
(PTAR) en Costa Rica y se evidencié el deficiente rendimiento de las tecnologias de tra-
tamiento empleadas en el pais para la remocién de estos contaminantes (Ramirez-Morales
et al., 2020). Por lo que es necesario el desarrollo de tecnologias sostenibles y eficientes
para la remocion de residuos de farmacos en aguas residuales.

A nivel mundial, la oxidacién avanzada y el uso de carbén activado son los pos-tratamientos
mas comunes para la remocién de estos contaminantes del agua residual en las plantas
de tratamiento. Sin embargo, en comparacion a los sistemas de tratamiento biolégicos,
involucran elevados costos operativos y de inversién, lo cual reduce su sostenibilidad en
Latinoamérica y el Caribe (LAC). Por lo que se ha motivado la investigacién de estrategias
de degradacién bioldgica en el marco de soluciones basadas en la naturaleza (Tang et al.,
2017).

En particular, los reactores de biopelicula han demostrado una mayor capacidad para
la remocién de farmacos con respecto a las tecnologias convencionales de crecimiento
suspendido. Asi también, algunos reactores de biopelicula han degradado ciertos farmacos
que no son degradados por el proceso de lodos activados, tal como el diclofenaco (Tang
et al., 2017).

Sin embargo, las tecnologias de biopelicula cominmente emplean soportes plasticos, los
cuales son materiales procesados de combustibles fésiles (Lewandowski & Boltz, 2011). En
la actualidad se requieren nuevas alternativas de materiales con alta disponibilidad y bajo
costo para mitigar las repercusiones que genera al ambiente el uso de plasticos. Ademas,
su reemplazo por materiales naturales, que generen menos emisiones de gases de efecto
invernadero, podria constituir una medida de mitigacién al cambio climéatico. En Costa
Rica la disminucién de la dependencia a materiales derivados de combustibles fésiles se
alinea a los compromisos ambientales del Gobierno, establecidos en el Acuerdo de Paris y
el Plan Nacional de Descarbonizaciéon 2050.

A pesar de ello, la informacién disponible actualmente en la literatura cientifica sobre el
desempertio de reactores de biopelicula con soportes naturales para la remocién de farmacos
en aguas residuales es inexistente o muy escasa (Clarivate, 2023). Por lo que esta propuesta
pretende contribuir a rellenar ese vacio.

Asimismo, el desarrollo de tecnologias de biopelicula con soportes naturales tiene el po-
tencial de brindar nuevas oportunidades de valorizacién de residuos agroindustriales o
productos naturales que se puedan generar en Costa Rica, para ser aprovechados en el
tratamiento de agua residual. Lo cual puede favorecer la apertura de nuevos mercados
locales, y asi contribuir a la economia del pais.



Por otra parte, la adiciéon de microorganismos (o consorcios) especificos, que cuentan con
mayor capacidad de degradacion de farmacos, a reactores empleados en el tratamiento
de agua residual es una técnica prometedora para mejorar su remocién, esta técnica es
conocida cominmente como bicaumentacién. Sin embargo, uno de los principales desafios
en la actualidad para su aplicacion en PTAR es retener a los microorganismos dentro del
reactor en modo continuo, debido a que cominmente son arrastrados rapidamente por
el efluente o desplazados por otros microorganismos presentes en el reactor (Herrero &
Stuckey, 2015).

Sin embargo, la inmovilizacién de microorganismos selectos puede protegerles del medio
externo, retenerles por mas tiempo y aumentar la densidad celular, por lo que mejora
la eficiencia de la bioaumentacién e el tratamiento de agua residual (Herrero & Stuckey,
2015). En particular, el encapsulamiento de microorganismos en una matriz de alginato
de calcio es un método de inmovilizacién de bajo costo y sencillo que tiene el potencial de
mejorar la remocién de farmacos a través de bioaumentacion.

Con el fin de contribuir al desarrollo de la técnica para la remocién de farmacos en aguas
residuales, en este proyecto se pretende evaluar la retencién de lodo aerobio en las capsulas
de alginato de calcio y evaluar la remocion de farmacos tras su aplicaciéon. A pesar de que
los microorganismos que puedan ser inmovilizados no se hayan aislado por su capacidad
de degradar farmacos en agua residual, se obtendra una linea base como referencia para
su comparacién y un procedimiento replicable para la inmovilizacion de microorganismos
selectos que se hayan aislado para mejorar la remocion de farmacos. Ademas, se rellenara
vacios en la literatura cientifica en cuanto a la evaluacién del desempeno de un lodo aerobio
inmovilizado para la remocién de fAirmacos en aguas residuales (Clarivate, 2023).

De este modo, esta investigacién aportard a la compresion y al desarrollo de soluciones
mas sostenibles en LAC para la remociéon de farmacos en aguas residuales. Por lo que
contribuird a reducir la amenaza a la salud ptublica y el riesgo ecolégico provocado por la
liberacién de estos contaminantes al ambiente.

1.1. Objetivos

1.1.1 Objetivo General
Evaluar el uso de reactores con microorganismos inmovilizados para la remocién de far-
macos en aguas residuales

1.1.2 Objetivos Especificos
1. Disenar un reactor de biopelicula aerobio a escala de laboratorio con soportes natu-
rales

2. Evaluar el desempeno del reactor de biopelicula desarrollado para la remocién de
farmacos en aguas residuales

3. Evaluar el desempefio de la inmovilizacién de microorganismos en capsulas de algi-
nato de calcio desarrolladas para la remocion de farmacos en aguas residuales



2 Marco tedrico

2.1. Farmacos: Contaminantes emergentes en aguas resi-
duales

2.1.1 Generalidades

Los farmacos han sido considerados como “contaminantes emergentes” debido a su per-
sistencia en ecosistemas acuaticos. Los contaminantes emergentes son compuestos traza,
no regulados, que pueden tener un impacto danino sobre la vida terrestre y marina y el
bienestar humano. Su deteccién y monitoreo han sido recientemente desarrollados me-
diante la contribucién de avanzadas técnicas analiticas. Sin embargo, hay una carencia
de informacién respecto a la remociéon de los micro-contaminantes a través de tecnolo-
glas de tratamiento de agua residual, y ademas, sobre el impacto ecotoxicolégico de estas
sustancias sobre cuerpos de agua superficial (Gogoi et al., 2018).

En particular, los fairmacos son un conjunto de contaminantes en desarrollo que estan
siendo amplia y progresivamente empleados para la medicacién humana y veterinaria.
En la actualidad el uso de farmacos es fundamental para dar lugar y mantener a una
poblacion saludable. Sin embargo, se ha presentado una preocupacién creciente por su
descarga en cuerpos de agua superficial, debido a que son compuestos ubicuos, persistentes
y sustancias biolégicamente activas. Comtinmente se encuentran en aguas superficiales,
aguas subterraneas, en el agua potable y lodos, en concentraciones de partes por trillon
(ng/L) a partes por millén ( g/L) (Gogoi et al., 2018; Verlicchi et al., 2012).

Los farmacos suelen ser liberados al ambiente a través de diversas rutas, tales como agua
residual doméstica, descargas hospitalarias, disposiciéon inadecuada del fabricante, plantas
de tratamiento de lodos y PTAR. Una vez que el fairmaco se haya administrado, se meta-
boliza en varios grados y sus metabolitos excretados o compuestos parentales inalterados
pueden someterse a una modificacion mayor debido a procesos fisicos, quimicos y biolégi-
cos en infraestructura de saneamiento y en cuerpos de agua receptores. En particular, el
agua residual municipal es considerada como una de las principales fuentes de emanaciéon
de farmacos. Cominmente estas no estdn equipadas para remover farmacos complejos, ya
que fueron disenadas con el principal propésito de remover carbono, nitrégeno y foésforo
y microorganismos, facilmente o moderadamente biodegradables. Ademés, algunas de sus
propiedades fisico-quimicas, como solubilidad, volatilidad, absorcién, adsorcién, polaridad
y estabilidad, cambian en gran medida, como respuesta a su baja concentracién en el
agua residual, lo que repercute en su comportamiento durante el tratamiento, y asi en la
eficiencia de su remocién (Verlicchi et al., 2012).

A pesar de la presencia de farmacos en concentraciones relativamente bajas, los residuos de
estos pueden provocar efectos adversos sobre la salud humana y animal, ya que eventual-
mente ingresan y se acumulan en la cadena tréfica por su liberacién al ambiente. Ademas,
sus repercusiones a largo plazo sobre la salud humana son atin desconocidas (Yang et al.,
2017).

Asi también, su consumo mundial, disposicién inapropiada, baja capacidad metabdlica
humana y su estructura biolégicamente activa ha ocasionado una pseudo-persistencia en
ambientes acudaticos, lo que ha tenido un impacto ecolégico sobre los organismos que
habitan en ellos (Yang et al., 2017). Ademds, se prevé que el continuo envejecimiento y



mejoramiento de la calidad de vida de la poblacién aumente el consumo de farmacos en
las préximas décadas, lo que agravaria el problema (Verlicchi et al., 2012).

Los farmacos se pueden clasificar segtin su funcién o actividad bioldgica en: (a) antibid-
ticos, (b) analgésicos / anti-inflamatorios, (c¢) beta-bloqueadores (d) reguladores lipidicos
(e) hormonas (f) fArmacos psiquidtricos (g) antihipertensivos (h) antidiabéticos (i) diuré-
ticos (j) receptores antagonistas (k) beta-antagonistas y (1) agentes de contraste. Algunos
antibidticos (entre ellos, eritromicina y ofloxacina), firmacos psiquiatricos (incluyendo el
diazepam y carbamazepina), analgésicos y antiinflamatorios (tal como el ibuprofeno, di-
clofenaco y naproxeno) y reguladores lipidicos (entre ellos, acido fenofibrico, fenofibrato,
y gemfibrozil) se han reconocido como los farmacos de mayor frecuencia y persistencia
en cuerpos de agua, ademés pueden suponer el mayor riesgo ambiental, por lo que seria
conveniente su monitoreo y remocién (Verlicchi et al., 2012).

2.1.2 Situacion en Costa Rica

En Costa Rica actualmente no hay legislacién para el control y monitoreo de residuos
de farmacos en aguas residuales. El Decreto Ejecutivo 33601 “Reglamento de Vertido y
Retiso de Aguas Residuales” corresponde a la normativa a través del cual se regula el ma-
nejo de aguas residuales en Costa Rica, tanto para vertido como redso. Dicho reglamento
incluye el control tinicamente de los siguientes parametros universales: DBO, DQO, pH,
Solidos suspendidos, Sélidos sedimentables y grasas/aceites. Mientras que algunas fuentes
relevantes para la liberacion de farmacos al ambiente, tal como descargas de aguas resi-
duales provenientes de actividades veterinarias, hospitalarias y otras de la salud humana,
incluyen tinicamente los siguientes parametros de medicion adicionales: coliformes fecales,
color, fenoles y metales pesados (Poder Ejecutivo de la Republica de Costa Rica, 2007).
Por lo tanto, surge la necesidad de una actualizacién de la politica asociada basada en la
evidencia cientifica en el pafis.

En general, la ocurrencia de farmacos en Costa Rica sigue tendencias similares observa-
das en otras regiones del mundo (Ramirez-Morales et al., 2020; Spongberg et al., 2011).
Spongberg et al. (2011) identificaron firmacos en aguas superficiales y costeras de Costa
Rica, en las cuales se incorporaron areas que reciben y no vertidos de aguas residuales y
escorrentia. En particular, los farmacos méas detectados fueron doxiciclina, sulfadimetoxi-
na, acido salicilico, triclosan y cafeina. Por otro lado, los fArmacos que se encontraron en
mayor concentracién fue la cafeina (1.1 mgL~1), doxiciclina (74 pgL~!), ibuprofeno (37
ngL™1), gemfibrozil (17 pgL~!), acetaminofén (13 pngL~!) y ketoprofeno (10 pgL~1).

Ramirez-Morales et al. (2020) estudiaron la ocurrencia de farmacos en Plantas de Trata-
miento de Agua Residual (PTAR) de Costa Rica. Se muestre6 agua residual de 11 PTAR
en diferentes regiones del territorio nacional, 9 de ellas estaban compuestas de tecnolo-
glas aerobias de crecimiento suspendido, 1 de digestién aerobia seguida de biofiltracién
en humedal y 1 emplea ultrafiltracién y nanofiltracién. Los farmacos mas frecuentemente
encontrados fueron la cafeina, 1,7-dimetilxantina, acetaminofén, ibuprofeno, naproxeno,
ketoprofeno y gemfibrozil. Mientras tanto, se identificé que la liberaciéon de risperidona,
lovastatina, difenhidramina, trimetroprima y fluoxetina constituye un alto riesgo ecolégico
por su presencia en efluentes de PTAR. Ademads, se encontrd que el 96 % de los efluentes
muestreados presentan alto riesgo para los organismos acudticos debido a la ecotoxici-
dad de los farmacos que liberan al ambiente, por lo que el agua residual no es tratada
adecuadamente para la remocién efectiva de estas sustancias.



2.2. Diseno de reactores aerobios a escala de laboratorio

En el diseno de un reactor biolégico se pretende establecer las condiciones ideales a tra-
vés de una estructura fisica para que se dé la transformacién deseada en donde pueden
intervenir una o mds reacciones biolégicas. La eficiencia del disefio dependera de la con-
sideracién de una serie de condiciones, entre las cuales la transferencia de masa y energia
se consideran comtnmente entre las més criticas (Chaur Bernal, 2005; Mandenius, 2016).

En general, el desarrollo de un reactor aerobio a escala de laboratorio se puede abordar a
través de un modelo lineal, el cual puede ser simplificado en dos fases: (i) Fase conceptual
y preliminar y (ii) Fase de detalle. En la fase conceptual y preliminar se analiza el proble-
ma identificado y se evaltian alternativas o principios de solucién frente a los requisitos,
especificaciones y necesidades planteadas. Mientras tanto, en la fase de detalle se definen
las especificaciones del producto y se realizan actividades como la elaboracién de planos
de detalle (Chaur Bernal, 2005).

2.2.1 Despliegue de la Funcién de Calidad

La satisfaccion de las necesidades y expectativas de los consumidores cominmente es de
maxima importancia durante el desarrollo de un producto. Por lo que muchas companias
han adoptado herramientas para mejorar la calidad de sus productos y satisfacer a sus
consumidores. Entre ellas se encuentra el Despliegue de la Funcién de Calidad, la cual ha
sido incorporada por companias alrededor del mundo, tales como DuPont, General Motors,
IBM y Texas Instruments, y en una variedad de sectores, como el diseno de software,
cuidado personal, obras civiles y en la industria automotriz y aeroespacial (Natee et al.,

2016).

El Despliegue de la Funcién de la Calidad (DFC) es un método que traduce los reque-
rimientos del consumidor en objetivos de diseno. En general, se trata de un proceso de
planeamiento enfocado en la calidad para el disefio, desarrollo e implementaciéon de un
nuevo producto, conducido por las necesidades y valores del consumidor (Kiran, 2017;
Maritan, 2015).

A través de la aplicacién del DFC se favorecen condiciones “ganar-ganar” entre los desa-
rrolladores y usuarios finales de un producto. Este enfoque identifica prioridades, lo que
reduce el tiempo de desarrollo y mejora el planeamiento, a parte de maximizar la satis-
facciéon de los consumidores. Ademas, apoya la toma de decisiones objetivas y disminuye
las modificaciones en un proyecto (Kiran, 2017; Maritan, 2015; Natee et al., 2016).

En particular, la matriz méas reconocida para valorar la capacidad del diseno en reflejar las
necesidades y expectativas del consumidor, en el método DFC, se conoce como “Casa de
la Calidad” (Kiran, 2017). La estructura de la Casa de la Calidad se muestra en la Figura
2.1.

En la primer seccién, ubicada a la izquierda, se colocan las necesidades y expectativas de los
consumidores sobre el producto, por lo que comiinmente se le llama “Voz del Consumidor”.
En la region superior se indican caracteristicas de ingenieria, también llamadas “descrip-
tores técnicos”, necesarias para satisfacer la Voz del Consumidor. En la parte central de
la Casa de la Calidad se relacionan los requerimientos del consumidor y las caracteristicas
de ingenieria. Por lo que, a partir de estas relaciones, se traducen los requerimientos del
consumidor en objetivos técnicos. La seccién triangular superior consiste en una matriz de
correlacién entre los descriptores técnicos, la cual permite identificar si dos de ellos estan
en conflicto o se apoyan entre si (Natee et al., 2016).

Adicionalmente, en la base se puede elaborar una evaluacion comparativa técnica con otras
alternativas del producto, con el fin de identificar como estas abordan los requerimientos



del consumidor. Mientras que, en la regién derecha, es posible mostrar una evaluaciéon
comparativa de las alternativas del producto basada en la Voz del Consumidor, que refleja
su percepcion sobre ellas (Berk & Berk, 2000).

4
Interrelacion
entre
descriptores
técnicos

2. Descriptores técnicos

5.
1. 3. Relacion entre los Evaluacién
Requenmientos requerimientos de los de los
de los consumidores y los consumidores
consumidores descriptores técnicos sobre la
competencia

6. Evaluacidn técnica
sobre la competencia

Figura 2.1. Estructura de la Casa de Calidad.Adaptado de Kiran (2017)

Para construir la Casa de Calidad, mostrada en la Figura 2.1, se siguen los siguientes pasos
(Kiran, 2017; Natee et al., 2016):

1. Listar los requerimientos de los consumidores
Listar las caracteristicas de ingenieria

Interrelacionar cada par de descriptores técnicos

- W N

Relacionar los requerimientos de los consumidores con las caracteristicas de ingenie-
ria

o

Elaborar las evaluaciones competitivas
6. Priorizar los requerimientos de los consumidores
7. Priorizar los descriptores técnicos

Las calificaciones de importancia brindan una guia para la toma de decisiones, especial-
mente cuando los requerimientos de los consumidores estdn en conflicto con los descriptores
técnicos. La calificacién de importancia se obtienen al ponderar cada requerimiento del
consumidor, asignar una valor numérico a las relaciones indicadas en la parte central de la
Casa de Calidad y multiplicar ambos valores. Es importante recalcar que las calificaciones
de importancia no tienen un significado por si solas. Estas tinicamente permiten elucidar
la importancia relativa de un atributo con respecto a otro, y valorar su importancia en
relacién a la calidad de todo el producto (Berk & Berk, 2000).



2.2.2 Aireacion

Uno de los principales objetivos del tratamiento aerobio de aguas residuales es la oxidacién
de la materia orgédnica, la cual se lleva a cabo a través de reacciones en las cuales el
oxigeno es el aceptor final de electrones. Por lo tanto, la transferencia de masa gas-liquido
es fundamental para suministrar el oxigeno requerido para el metabolismo aerobio de los
microorganismos (Rittmann, 1987).

La transferencia de oxigeno se puede describir a través de la ecuacién (2.1). Como se puede
notar, la rapidez de la transferencia de masa depende directamente del area interfacial,
la cual es inversamente proporcional al diAmetro de burbuja y directamente proporcional
a la retencion del gas, tal y como se indica en la ecuacién (2.2) (Dudley, 1995; Treybal,
1997).
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Donde C' es la concentracién de oxigeno disuelto (OD) en el tiempo ¢, kra es el coeficiente
global de transferencia de masa del oxigeno en el medio liquido, C}, 7 €s la concentracién
de oxigeno en el equilibrio a las condiciones de operacion, g es la retencién del gas y dp

es el didmetro de burbuja.

De acuerdo con Doran (2013a) el tamano de las burbujas de aire es una de sus carac-
teristicas principales en los reactores bioldgicos. Para un cierto volumen de gas, el drea
interfacial es mayor si el gas se dispersa en una gran cantidad de burbujas pequenas en
comparacién a unas pocas y de gran tamafio. Por lo que alcanzar un elevado grado de
dispersién del gas es uno de los principales objetivos del diseno de reactores biolégicos.
Sin embargo, para fluidos no newtonianos viscosos, es recomendable el uso de burbujas de
gran tamano.

Por otra parte, la retencién del gas consiste en la fracciéon del volumen ocupado por
él con respecto al volumen total, y depende principalmente de la velocidad superficial
del gas (ecuacién (2.3)) (Treybal, 1997). Mientras tanto, Dudley (1995) indica que una
aproximacion razonable para la estimacién del coeficiente de transferencia de masa liquida,
descrita por la ecuacién (2.4).
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Donde vg es la velocidad superficial del gas, kj, es el coeficiente de transferencia de masa
en la fase liquida, py, es la viscosidad del liquido, g es la aceleracién gravitacional y Dy,
corresponde a la difusividad del gas en el liquido.

Mientras que la demanda de oxigeno estd ampliamente influida por las especies microbianas
que predominan dentro del sistema, su fase de crecimiento y la naturaleza de la fuente de
carbono que se suministra al medio (Doran, 2013a).



La formacién de burbujas en la mayoria de los reactores bioldgicos se lleva a cabo en un
burbujeador (o difusor), cuyo propésito es permitir el contacto intimo entre el gas y el
liquido. En particular los difusores puntuales liberan la corriente de gas Unicamente en
un punto dentro del recipiente. Otros tipos de difusores, tales como los de anillo, liberan
la corriente de gas en diferentes puntos del recipiente de forma simultdnea (Drewnowski
et al., 2019).

Los difusores de orificio consisten en tubos, usualmente en forma de cruz o anillo, al que
se le realizan agujeros. En este caso los agujeros individuales deben ser lo suficientemente
grandes para evitar atascamientos (Doran, 2013a).

Por otra parte, los difusores porosos de metal, cerdmica y vidrio sinterizado se emplean
usualmente en reactores bioldgicos de pequena escala y presentan gran resistencia al flujo.
Ademaés son especialmente vulnerables al atascamiento por el crecimiento de células a
través de los sus pequeiios poros. Finalmente, los eyectores o difusores puntuales consisten
en un unico tubo abierto o parcialmente cerrado que proveen una corriente puntual de
burbujas de aire (Doran, 2013a; Drewnowski et al., 2019).

2.2.3 Otras especificaciones técnicas

Es deseable que los materiales de construccién de reactores bioldgicos a escala de labora-
torio soporten ciclos repetidos de esterilizacién con vapor y de limpieza. Asi también, los
materiales en contacto con el medio liquido no deben ser reactivos ni absorbentes. Por lo
tanto, cominmente se utiliza vidrio de laboratorio y acero inoxidable (Doran, 2013b).

Por otra parte, segin Doran (2013b) el aire seco tiene capacidad para arrastrar agua en
forma de vapor en la salida de un reactor en procesos continuos, por lo que las pérdidas
por evaporacién pueden ser significativas. Por tal motivo, es recomendable que el aire que
se alimentard al reactor bioldgico se humidifique previamente o se coloque un condensador
a la salida del reactor, para regresar el vapor y cualquier componente volatil al liquido de
reaccion.

2.3. Inmovilizacién de microorganismos

La inmovilizacién de microorganismos consiste en el confinamiento de células microbianas
viables en una cierta posicién en el espacio, de tal forma que se limita su libertad para
migrar sin perder sus propiedades cataliticas a través del uso repetido y continuo (Suzana
et al., 2013). La region en la cual se encuentran inmovilizados los microorganismos consiste
en tres componentes: las células, material de soporte y un liquido que rellena el resto del
espacio (Willaert, 2009).

Las células inmovilizadas tienen algunas ventajas en comparacion a las células libres, tal
como alta densidad celular por volumen de reactor, simplifica el proceso de separacién del
medio de reaccién, reduce la pérdida de biomasa en la operacién en continuo, reduccién de
la fase de adaptacion (fase lag), proteccién del ambiente exterior y reduce la vulnerabilidad
de las células inmovilizadas por contaminacién. Por otra parte, la mayor resistencia a la
transferencia de masa, la cual podria reducir la tasa de reaccién, y la estabilidad mecanica
limitada de algunos materiales de soporte son algunas de sus principales desventajas (Cor-
poracion para la Investigacion de la Corrosiéon et al., 2018; Duarte et al., 2013; Saxena
et al., 2021; Willaert, 2009).

Los microorganismos pueden inmovilizarse de forma natural (métodos pasivos) o mediante
un procedimiento artificial (métodos activos). Los métodos pasivos se basan en la tendencia
natural de los microorganismos de adherirse a superficies y colonizarlas. Mientras tanto,



en los métodos activos se aplican floculantes, atrapamiento quimico o encapsulamiento en
geles (Suzana et al., 2013).

Asi también, la inmovilizacién de los microorganismos puede ser reversible e irreversible
(Corporacién para la Investigacién de la Corrosion et al., 2018). El encapsulamiento es
un método irreversible y activo de inmovilizaciéon a través del cual los microorganismos
se encuentran flotando dentro del espacio encerrado por las paredes de una capsula. Las
paredes son semipermeables, por lo que permiten el flujo del sustrato y nutrientes a través
de ella. Por otra parte, la adsorcién es un método reversible y pasivo, a través del cual
los microorganismos se adhieren naturalmente a la superficie de un material y crecen
sobre ella. En la adsorciéon los microorganismos tienen contacto directo con el sustrato
y los nutrientes (Suzana et al., 2013). A continuacién se detallard sobre la aplicacién
de adsorcién en reactores de biopelicula para el tratamiento de agua residual y sobre el
encapsulamiento de microorganismos en alginato de calcio.

2.3.1 Reactores de biopelicula para el tratamiento de agua residual

En general, el tratamiento bioldgico del agua residual ordinaria pretende transformar la
materia biodegradable, disuelta y particulada, en productos adecuados, incorporar los
sOlidos suspendidos en un fléculo o biopelicula y, en algunos casos, remover compuestos
traza especificos. En los procesos de biopelicula, los microorganismos que transforman la
materia orgdnica y nutrientes del agua residual estan adheridos a un material de soporte.
La remocién de la materia organica ocurre mediante la circulacion del agua residual a
través del crecimiento adherido, conocido como biopelicula, y generalmente esta limitada
por la transferencia de masa. De este modo, usualmente las bacterias que se encuentran en
las capas externas son las que contribuyen a la remocién global del sustrato. El material
de soporte cominmente se trata de rocas y una amplia variedad de plasticos y otros
materiales sintéticos, que pueden estar sumergidos o no (Cervantes, 2006; Tchobanoglous
et al., 2003).

Biopeliculas
Una biopelicula es una comunidad de microorganismos sésiles adheridos a una superficie

sOlida y embebidos en una matriz viscosa extracelular. A pesar de que en la industria y
medicina usualmente son perjudiciales, en la biotecnologia son ampliamente utilizadas en
tecnologias para mejorar la calidad del agua y para la producciéon de recursos renovables
(Costa et al., 2017; Rittmann, 2018).

Las biopeliculas proporcionan condiciones favorables para el desarrollo de los microorga-
nismos que las componen, entre ellos: (i) constituyen un medio excelente para la retencién
de microorganismos (ii) en ellas se definen gradientes estables de tipos de microorganis-
mos y concentracién del sustrato y (iii) pueden constituir un medio de proteccién para los
microorganismos sensibles que puedan verse perjudicados ya sea por pérdida o inhibiciéon
(Rittmann, 2018; Vanloosdrecht, 1993).

Por otra parte, Rittmann (2018) menciona que las biopeliculas no pueden degradar cual-
quier sustrato, especialmente aquellos con baja solubilidad en agua y sustancias orgénicas
recalcitrantes. Los sustratos insolubles son menos degradados por los microorganismos en
medios acuosos. Por otro lado, si se trata de una sustancia con una estructura recalcitrante
a la biodegradacién, su acceso por las enzimas se ve obstaculizado por lo que hay poca o
ninguna biotransformacion, lo cual se agrava si el compuesto provoca un efecto téxico o
inhibitorio sobre los microorganismos.

La formacién de una biopelicula involucra fenémenos bioldgicos, quimicos y fisicos. La
aglomeracién de microorganismos sobre una superficie de un material incluye (i) fijacién
inicial sobre ella (adsorcién y deposicion), (ii) la consolidacién de la interfase entre el



microorganismo y la superficie, comunmente a través de la formacién de un polimero que
une al microorganismo con ella (iii) la formacion de micro-colonias sobre la superficie y (iv)
la diferenciacién de dichas micro-colonias dentro de las biopeliculas maduras embebidas
en una matriz de sustancias poliméricas extracelulares (Fratamico et al., 2009; Garrett
et al., 2008).

La Figura 2.2 muestra las etapas de la formacién de la biopelicula. En general, la adhesién
de células sobre una superficie de un material puede ser descrita a partir de las siguientes
etapas: la etapa primaria o de unién (reversible) y la etapa secundaria o de cierre (irre-
versible). Especificamente, ocurre la formaciéon de una capa acondicionadora, adhesion
reversible e irreversible y la posterior liberacién de células para una colonizacién subse-
cuente (Fratamico et al., 2009; Garrett et al., 2008). A continuacién se indican algunos
factores que tienen un efecto considerable sobre el desarrollo de las biopeliculas:
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Adhesion inicial Adhesidn irreversible Maduracién de biopelicula Desprendimiento de
biopelicula

Figura 2.2. Etapas de formacién de biopelicula.Adaptado de Costa et al. (2017)

Nutrientes. Las biopeliculas se pueden formar en regiones con alta y baja concentra-
cién de nutrientes. Sin embargo, estas suelen ser méas abundantes, gruesas y densas
en ambientes con una alta concentracién de nutrientes (Fratamico et al., 2009).

pH. El pH 6ptimo para la produccién de polisacaridos depende individualmente de
cada microorganismo, sin embargo, para la mayoria de las bacterias es cercano a 7
(Garrett et al., 2008).

Temperatura. La temperatura afecta las propiedades adhesivas de las células con
la superficie abidtica. En general, se ha demostrado que la interaccién inicial entre
las bacterias y la superficie del material se favorecen al disminuir la temperatura,
facilitando la adhesion (Garrett et al., 2008).

Naturaleza de la superficie. La cantidad de células que se fijan sobre la superficie de
un objeto se ve afectada principalmente por la aspereza y las propiedades fisicoqui-
micas de la superficie. Las superficies asperas facilitan la formacién de la biopelicula
en sus etapas mas tempranas, pero no tiene un efecto significativo sobre las etapas
posteriores del desarrollo de la biopelicula. Con respecto a la naturaleza fisicoqui-
mica de la superficie, por lo general los microorganismos se fijan mas rapidamente
a superficies hidrofébicas y no polares en comparacién a superficies hidrofilicas y
polares (Fratamico et al., 2009).

» Ffectos hidrodindamicos. Las biopeliculas que se desarrollan bajo la influencia de
tasas de corte superiores producen una cantidad mayor de sustancias extracelulares
poliméricas, empleadas con el fin de estabilizar su estructura fisica. Asi también se
ha observado que cuanto mayor sea el caudal de agua aumenta el nimero de células
dentro de la biopelicula, especialmente si la cantidad de materia organica es baja
(Fratamico et al., 2009).
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Clasificacién
Filtro percolador. Los filtros percoladores (FP) consisten en un tanque relleno de un soporte

de biopelicula permeable a través del cual se percola el agua residual aplicada desde arriba
hasta el drenaje (Figura 2.4a). La tecnologia es aerobia debido a que circula el aire a través
del soporte, usualmente mediante ventilacién natural. Mientras tanto, la aplicacién del
agua residual se puede realizar a través de un distribuidor rotatorio (Tchobanoglous et al.,
2003; Von Sperling, 2007).

Los filtros percoladores en el tratamiento secundario usualmente se disefian con cargas
organicas de 0.1-1.6 kgDBOm ™2 d~!, dependiendo del medio de relleno empleado. Co-
munmente se emplea roca o un relleno plastico aleatorio o estructurado (Figura 2.3).
Usualmente el proceso incluye recirculacion para mantener la humedad requerida del me-
dio (Von Sperling, 2007).

Figura 2.3. Soportes de biopelicula de filtros percoladores, de izquierda a derecha: anillos
plésticos, relleno estructurado plastico y rocas. Adaptado de Von Sperling (2007)

Reactor de biodiscos rotatorio. El reactor de biodiscos rotatorio o RBC (por sus siglas en
inglés, Rotating Biological Contactors) consiste en discos cilindricos plasticos colocados
sobre un eje horizontal, el cual rota parcialmente sumergido en el agua residual (Figu-
ra 2.4b). Usualmente estd seguido por una unidad de separacién sélido-liquido para la
remocién de los solidos desprendidos de la biopelicula. El eje horizontal suele rotarse me-
diante transmisiones mecanicas. La rotacion suministra aireacién y ademdés control del
crecimiento de la biopelicula (Lewandowski & Boltz, 2011).

Reactor de biopelicula de lecho fijo sumergido. El reactor de biopelicula de lecho fijo
sumergido (SAF, por sus siglas en inglés, Submerged Aerobic Filter) consiste en un tanque
con un soporte de biopelicula sumergido en el medio liquido, a través del cual circula el
aire (Figura 2.4c). Usualmente este tipo de reactor se disefia principalmente para oxidacién
biol6gica. La aireacion se suministra bajo el soporte de biopelicula (Lewandowski & Boltz,
2011).

El soporte de biopelicula puede ser mas pesado que el agua residual, por lo que se coloca
sobre una estructura de apoyo, o mas liviano, por lo que se construye una estructura
superior que lo mantiene fijo (Henze, 2008). Usualmente se emplea un relleno estructurado
(Figura 2.3), cominmente encontrado en los filtros percoladores (Lewandowski & Boltz,
2011).

Reactor de biopelicula de membrana. En el reactor de biopelicula de membrana (MBR, por
sus siglas en inglés Membrane Biofilm Reactor) consiste en una membrana semipermeable
en la que se desarrolla una biopelicula, lo cual facilita la transferencia de masa entre
los sustratos en el agua residual y la biopelicula en ambos sentidos, desde su superficie
como desde su base (Figura 2.4d). Esta tecnologia se basa en la filtracién de membrana
provocada por un gradiente de presién. Generalmente el material de la membrana estd
compuesto por polimeros o cerdmicas (Deowan et al., 2015; Henze, 2008).

Reactor de biopelicula de lecho mdvil. El reactor de biopelicula de lecho mévil (MBBR,
por sus siglas en inglés, Moving Bed Biofilm Reactor) consiste en un sistema trifdsico (gas-
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liquido-sélido, en operacién aerobia) o bifésico (liquido-sélido, en operacién anaerobia) que
contiene soportes de biopelicula pldsticos y flotantes que se mueven libremente al interior
del reactor, por lo que se requiere agitaciéon mecénica (operacién anaerobia) o aireacién
(operacién aerobia) para mover los soportes (Figura 2.4e). La tecnologia incorpora un
reactor de mezcla completa con su respectivo unidad de separacion sélido-liquido (di Biase
et al., 2019; Lewandowski & Boltz, 2011).

Lewandowski y Boltz (2011) indican que en su configuraciéon aerobia se aplica a baja
presion a través de difusores ubicados en la parte inferior del tanque. El OD del liquido
de reaccién de un MBBR terciario suele mantenerse entre 4-6 gm™3. Por otra parte, es
recomendable su operacién con un tiempo de retencién hidrdulico (TRH) mayor a 30
min. Ademsds, la carga organica de operacién suele estar dentro del intervalo de 1-60
gDBOm2d".

k_l
_-—"'_F'__'—_\_\_H_‘"--_
oooao

(a) FP (b) RBC
T Aire
(c) SAF (d) MBR

|
s

T Aire

(e) MBBR

Figura 2.4. Configuraciones de reactores de biopelicula. Adaptado de Henze (2008)

Remocién de farmacos en agua residual

La remocién de acetaminofén, diclofenaco, gemfibrozil, ibuprofeno, ketoprofeno, naproxeno
y 4acido salicilico, en un reactor de lecho movil de biopelicula aerobio con soportes de
esponja de poliuretano, fue principalmente atribuida a su biodegradacién. En particular,
se removio efectivamente (>80 %) el ibuprofeno, el acido salicilico y el naproxeno, lo cual se
le atribuyo a la presencia de grupos funcionales altamente donadores de electrones, como el
-OH, en sus moléculas. En particular, los soportes méviles de biopelicula tienen un papel
importante en la biodegradacion del diclofenaco. Se demostré que la remocién de este
contaminante es superior en un MBBR en comparacién a un MBR o lodos activados(Luo
et al., 2014).
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Mientras tanto, Casas et al. (2015) evaluaron la remocién de farmacos del efluente de un
hospital al emplear tres reactores MBR en serie. Los autores encontraron que la degra-
dacién de la mayoria de los farmacos sigue una cinética de primer orden, por lo que la
remocién fue mayor en el primer reactor.

De forma similar, la concentracién inicial de los farmacos tiene un efecto considerable
sobre su tasa de remocién. Segun Fatehifar et al. (2018) la remocién del diclofenaco e
ibuprofeno fue mayor conforme incrementé su concentracién inicial en un reactor de lecho
mévil de biopelicula, en el intervalo 2 - 10 mgL~!. Cuanto mayor sea la concentraciéon
de los farmacos se incrementa el acceso de los microorganismos a estas moléculas,lo que
facilita su biodegradacién.

Por otra parte, la evaluacién de filtros percoladores para la remociéon de farmacos no ha
sido muy amplia. Ahmed et al. (2017) han reportado baja eficiencia de remocién (<70 %)
en un filtro percolador de Reino Unido para 55 firmacos, mientras que lodos activados
tuvo un mejor desempeiio para la remocién de dichos contaminantes.

Por el contrario, los MBR son capaces de remover eficientemente una gran variedad de
farmacos en el agua residual. En particular, la membrana favorece la retencién de com-
puestos emergentes, lo que favorece su remocién. Los principales mecanismos de remocién
encontrados en la MBR son la biodegradacién y adsorciéon (Ahmed et al., 2017).

2.3.2 Encapsulamiento de microorganismos en alginato de calcio

Los alginatos son copolimeros lineales de acido manurénico y acido glucorénico y sus
propiedades varfan segin su fuente. Al exponerse a iones de Ca*? ocurre un proceso de
gelacion idnico a través del cual se obtiene rdpidamente un gel de alginato de calcio. Los
iones de Ca™? provocan el alineamiento y unién de las cadenas del alginato, con lo cual
se forma gradualmente una red tridimensional, tal y como se ejemplifica en la Figura 2.5
(Challen & Moorhouse, 2011). El alginato de calcio es biocompatible, biodegradable, natu-
ral, hidrofilico, tiene bajo costo y alta disponibilidad. Sin embargo, este presenta algunas
desventajas, tal como baja resistencia mecanica, transferencia de masa limitada, tamano
de poro elevado y degradacion del gel (Saxena et al., 2021).

@)
@)
+ O
Alginato L lones de calcio

Gel de alginato de calcio

Figura 2.5. Modelo de formacién de gel de alginato de calcio. Adaptado de Challen y
Moorhouse (2011)

La inmovilizaciéon de microorganismos en cdpsulas de alginato de calcio se realiza al verter
una soluciéon de alginato previamente inoculada a través de una jeringa con una aguja
sobre una disolucién con Ca*? (Duarte et al., 2013; Rusu et al., 2022; Saxena et al.,
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2021; Torre et al., 1998). Usualmente se emplea una disolucién de alginato de sodio con
una concentracion entre 0-8 % (m/v) y una disolucién de alginato de CaCly 0.05-2.0 %
(Cassidy et al., 1996).

La biodegradacion del sustrato mediante la inmovilizacion de microorganismos en capsulas
de alginato de calcio ocurre a través de la adsorcién de los nutrientes en la superficie de las
capsulas, lentamente las sustancias penetran la capsulas y finalmente son absorbidos por
las células. Las cdpsulas con alta concentracién de células conducen a la liberacién de las
mismas, lo cual reduce el desempeno en la remocién de nutrientes (Saxena et al., 2021).

La aplicacién de microorganismos inmovilizados para la remocion de farmacos no ha sido
estudiada extensamente. Darabi et al. (2022) aplicaron Aspergillus niger inmovilizado en
alginato de calcio para mejorar la remocién de la carbamazepina tras haber aplicado
ozonacién al agua residual. Se mejord la remocién del carbamazepina desde un 70 a 91 %
al aplicar tiempos de incubacién de 24-96 h para una concentracién inicial del farmaco de
15 ppm. Especificamente, la inmovilizacién del Aspergillus niger contribuyé a remover del
40-64 % de la carbamazepina presente en el efluente de la ozonacién.

Por otra parte, Rusu et al. (2022) estudié la remocién de lactato de etacridina al aplicar
bioabsorbentes derivados de la inmovilizacion de Saccharomyces pastorianus en capsulas
de alginato de calcio. Los resultados demostraron la remocién de 93 % del farmaco cuando
su concentracién inicial fue de 2 mgL~! a un pH=4.
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3 Metodologia

3.1. Desarrollo de un reactor de biopelicula aerobio con so-
portes naturales

El desarrollo del prototipo involucré el i) diseno conceptual, ii) disefio detallado, iii) cons-
truccién y iv) puesta en marcha.

3.1.1 Diseno conceptual

La identificacién de requisitos técnicos prioritarios, que satisfagan las necesidades y expec-
tativas del usuario final, se determiné mediante la aplicacién del Despliegue de la Funcién
de Calidad (DFC). Por otro lado, la eleccién de la configuracién del reactor de biopelicula
se realiz6 mediante la evaluacion de configuraciones posibles, cuya informacion se extrajo
a través de una revision bibliografica, con respecto a criterios econémicos, técnicos y de
investigacién. Mientras que la elecciéon del material natural de soporte se llevd a cabo a
través de la comparacién de materiales naturales al emplear informacién obtenida median-
te revision bibliografica en revistas académicas, libros, entre otros. El diagrama conceptual
del prototipo se realiz6 a través de AutoCAD 2021.

3.1.2 Diseno detallado

El disenio detallado involucré la escogencia de los componentes del prototipo acorde a
los requisitos técnicos prioritarios obtenidos a través de la metodologia de DFC. Ademds
se determiné la aireacion requerida a través de una simulacién tedrica en Matlab 2020,
cuyo algoritmo se puede ver en el Apéndice A.4. La elaboracién de los respectivos planos
constructivos se llevé a cabo a través de SOLIDWORKS.

3.1.3 Construccion
La construccion se desarrolld segtin el diseno obtenido en la fase anterior. En particular,
el maquinado de componentes metalicos se llevé a cabo en el Laboratorio Técnico de

Mecanica de Precision de la Escuela de Fisica de la UCR y el ensamble se llev a cabo en
el CICA.

3.1.4 Puesta en marcha

La puesta en marcha del prototipo construido se llevé a cabo en modo continuo. La
actividad involucré la calibracién de las bombas peristalticas del influente y efluente en
los rangos probables de operacién, la inspecciéon visual para identificacién de mejoras, la
medicién del pH de la alimentacién mediante un pH-metro digital y la medicién del OD
del efluente a través de un medidor digital de OD.

3.2. Remocién de farmacos en agua residual a través de un
reactor de biopelicula con soportes naturales

3.2.1 Selecciéon de farmacos para estudio

Los farmacos para el andlisis se priorizaron basado en su relevancia en PTAR de Cos-
ta Rica. La evaluacién se aplicé sobre los farmacos seleccionados, segtin una puntuacién
estimada a través de la ecuacion (3.1), y sobre los cuales el CICA tiene experiencia ana-
litica. En particular, segtin los pardmetros indicados en la ecuacién (3.1), se considerd
mas relevante para la seleccion el coeficiente de riesgo en el efluente, por lo que tiene un
mayor peso en la priorizaciéon. Los farmacos incluidos en la evaluacion son los siguientes:
cafeina, ibuprofeno, difenhidramina, gemfibrozil, dimetilxantina, naproxeno, risperidona,
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acetaminofén, ketoprofeno, ofloxacino, doxiciclina, albendazol, diclofenaco, trimetoprima,
azitromicina, claritromicina, fluoxetina, codeina, ciprofloxacino, lovastatina, sulfametoxa-
zol, carbamazepina, pseudoefedrina, cefalexina, enrofloxacina, bacitracina, atenolol, me-
tronidazol, clindamicina, sertralina, acido mefenamico, indometacina y lorazepam.

Segin lo indicado en la ecuacién (3.1), cada sustancia se evalio segin su coeficiente de
riesgo en el efluente, frecuencia en el influente y en el efluente de PTAR, reportados por
Ramirez-Morales et al. (2020). Los pardmetros se determinaron a partir del andlisis de
farmacos en aguas residuales de PTAR distribuidas en Costa Rica, entre agosto de 2018
y noviembre de 2019. Los criterios para determinar la puntuacién de cada farmaco se
muestran en el cuadro 3.1.

Pi=2-HQ.+ F,+ F. (3.1)

Donde P es la puntuacién del farmaco i, HQ. es su coeficiente de riesgo en efluentes, Fj,
corresponde a su frecuencia en influentes y Fe su respectiva frecuencia en efluentes.

Cuadro 3.1. Criterios de evaluacién para la seleccién de los farmacos de estudio

Criterio Puntuacién
10 5 1
F, Mayor a 60 % Entre 40-60% Menor a 40 %
F, Mayor a 40 % Entre 20-40% Menor a 20 %
HQ. Mayor a 100 Entre 1-100 Menor a 1

3.2.2 Estudio de remociéon de farmacos en modo secuencial por lotes
Agua residual de alimentacion

Durante las primeras semanas de operaciéon del reactor se empleé como alimentacién el
agua residual proveniente del efluente de la PTAR del TEC. La DQO promedio del agua
residual de alimentacién fue de 59431 mgL~!. El efluente de la PTAR del TEC contie-
ne una baja cantidad de sélidos que reduce el riesgo de taponamiento en el soporte de
biopelicula durante su primeras etapas de formacion.

Posteriormente, y hasta el final de su operacién, el reactor se aliment6 con agua residual
proveniente de la entrada de la laguna anaerobia, la cual fue previamente filtrada por
gravedad empleado papel filtro cualitativo. Lo cual aumenta la representatividad del es-
tudio en LAC, al evaluar el reactor como tratamiento secundario, el tratamiento no es
ampliamente empleado en la regién en la actualidad.

En los dltimos dias de operacién, al agua de alimentacién se le agregd una alicuota de
1 mL de la disolucién preparada de farmacos por cada litro de agua residual alimentada
al reactor. La disoluciéon con farmacos se agregd tras haberse formado la biopelicula para
climatizar a los microorganismos dentro del reactor sin inhibir el crecimiento temprano de
la biopelicula.

Preparacion de disolucién con farmacos
Para la evaluacién de la remocion de farmacos a través del uso del reactor de biopelicula

con soportes naturales, se preparé 20 mL de una disolucién con farmacos (o disolucién
intermedia), de la cual se vertié 1 mL por cada litro de agua residual de alimentacién que
ingresa al reactor. Se utiliz6 metanol como disolvente.

La disolucién de farmacos se preparé a partir de disoluciones patrén de cada farmaco en
metanol. La composicion de la disolucién intermedia se muestra en el Cuadro 3.2.
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Cuadro 3.2. Composicién de la disoluciéon de farmacos preparada

Farmaco Concentracién (mgL~1)
Cafeina 98.5
Ibuprofeno 5.00
Difenhidramina 0.989
Gemfibrozil 5.00
Dimetilxantina 9.95
Acetaminofén 20.0
Naproxeno 4.97
Lovastatina 0.991
Risperidona 0.996
Ketoprofeno 0.980
Ofloxacino 0.998
Doxiciclina 5.00

Preparacion de soporte de biopelicula
Se utilizé esponja vegetal como soporte de biopelicula. La esponja vegetal empleada es

comercializada como esponja vegetal “Agata” para uso en bafo y producida por Pastes
Agata, S.A. en la Garita de Alajuela, Costa Rica. La esponja vegetal fue sumergida en
agua de consumo humano durante 12 h, sustituida por agua fresca durante 3 veces, y
secada a temperatura ambiente por 24 h.

Posteriormente, a partir de las esponjas vegetales secas, se prepararon discos de un didme-
tro 2.5 cm, sin y con un agujero (Figura 4.17). El agujero se realiz6 con una perforadora
sobre la mitad de los discos de esponja vegetal preparados.

Arranque y operacion en modo secuencial por lotes
La operacién del reactor ocurrié en Cartago, Costa Rica, desde el 22 de febrero de 2021

hasta el 08 de abril de 2021. La operacién se llevé a cabo dentro del prototipo desarrollado,
con un volumen de 400 mL, y el cual cuenta con una pajilla de acero inoxidable para el
trasporte de aire y agua residual entre el reactor y el exterior. El aire fue suministrado por

un compresor de 2 W, recomendado para la aireaciéon de acuarios de menor 1.5 L, marca
XiLong, modelo AP-004.

Inicialmente, se inoculé durante 24 h con 200 mL de lodo y 200 mL de agua residual
de alimentacién. El lodo fue extraido previamente de la primera laguna facultativa de la
PTAR del TEC en febrero de 2021. La inoculacién se realizé con 2.08 £+ 0.02 g (base
himeda) de discos y aros de esponja vegetal en suspension.

Tras las 24 h de inoculacién, se retiré el lodo. Luego, se realizé el montaje de los discos de
esponja vegetal inoculados sobre un soporte y aquellas que contaron con agujero fueron
atravesadas por alguna pajilla de acero inoxidable. Una vez ensamblado el sistema, se
inicié la operacién en modo secuencial.

La operacién en secuencial consistié en tres etapas: alimentacién, aireacion y descarga. En
el Cuadro 3.3 se indica los tiempos de aireaciéon. El tiempo de alimentacion y descarga
se mantuvo en 15 min, al inicio y final de cada etapa, respectivamente. La impulsién del
agua residual entre el reactor y exterior se llevé a cabo mediante el uso de una bomba
peristaltica de flujo variable Fisherband™. Segun los ciclos indicados en el Cuadro 3.3,
desde el 1 al 7 el reactor se alimentd con el efluente de la PTAR del TEC, luego desde el
8-17 se aliment6 con el influente de la laguna anaerobia. Sin embargo, a partir del ciclo
11 se alimenté con el influente de la laguna anaerobia del PTAR con farmacos inyectados,
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tal y como se describié en la Seccién 3.2.2.

Cuadro 3.3. Tiempo de aireacién en el arranque y operaciéon de un reactor secuencial
por lotes

Ciclo Tiempo de aireacién (h)

1 168
2 168
3 120
4 120
5) 120
6 120
7 72
8 48
9 48
10 48
11 12
12 12
13 12
14 12
15 12
16 12
17 12

Evaluacion de remocién de farmacos
La remocién de farmacos se determind a partir de la cuantificacién de los farmacos de

interés al inicio y al final de cada ciclo a partir de la ecuacién (3.2). Para este ensayo se
tomaron en cuenta los ultimos 3 ciclos indicados en el Cuadro 3.3.

Cy—C.
- 100 % (3.2)

Se tomd una muestra de aproximadamente 250 mL del agua residual al inicio y final de
cada ciclo del reactor. Cada muestra se almacendé en una botella de vidrio ambar de 1
L, previamente lavada con acetona y agua desionizada. Las muestras fueron transporta-
das y almacenadas a una temperatura entre 0 y 4 °C hasta el dia del andlisis para la
cuantificacién de farmacos.

Por otra parte, con el fin de preservar las muestras, se adicioné una cantidad determinada
de EDTA-Na hasta obtener una concentracién de 0.1 % m/v. Luego cada muestra acidificd
con HC1 12 molL~! a un pH de ~ 2.5.

La cuantificacién de los farmacos en las muestras de agua residual se llevd a cabo en el
CICA, y basada en la respectiva metodologia analitica reportada en Ramirez-Morales et
al. (2020). Para ello, las muestras fueron filtradas en filtros de membrana de poliamida de
0.45 pg. Los filtros de extracciéon en fase solida fueron condicionados al lavarlos con 6 mL
de metanol seguido de 6 mL de EDTA (0.1 % m/v, pH=2.5). Las muestras recolectadas se
pasaron a través de los cartuchos de extraccion en fase sélida al vacio y se dejaron secar
durante 20 min.

La fraccién de las muestras retenida en los cartuchos se eluyé con 6 mL de acetonitri-
lo:metanol (1:1) y 6 mL de metanol:diclorometano (1:1) al vacio y se dejaron secar durante
5 min. El eluato fue concentrado a sequedad y reconstituido a un volumen de 2.00 mL con
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una disolucién de acetonitrilo:agua (1:1) con acido férmico (0.1% v/v) y filtrado en un
microfiltro de politetrafluoroetileno (PTFE) de 0.45 pg en viales &mbar de cromatografia.

La concentracion de los farmacos en el agua residual se determiné a través de cromatografia
liquida de alto rendimiento (UPLC 1290 Infinity LC, Agilent Technologies, CA, USA),
acoplada a un espectrémetro de masas de triple cuadrupolo (6460, Agilent Technologies,
CA, USA). La separacién cromatografica se realizé mediante el uso de una columna Agilent
InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 (100 mm x 2.1. didmetro interno, tamano de particula
2.7 pg, Agilent Technologies) y dos fases méviles: A) dcido férmico en agua (0.1% v/v) y
B) écido férmico en metanol (0.1 % v/v).

Para el analisis el flujo de la fase mévil fue de 0.3 mL min~! bajo las siguientes condiciones:
3 min a 30 % de B, posteriormente un gradiente lineal por 15 min hasta 100 % de B, 4 min
con el 100% de B, luego un descenso hasta el 30 % de B en 0.10 min y finalmente 5 min
al 30 % B. El volumen de inyeccién fue de 20 pL y la temperatura del horno fue de 40 °C.

La espectrometria de masas se realizé en monitoreo dindmico de reacciéon multiple (AMRM,
por sus siglas en inglés, Dynamic Multiple Reaction Monitoring) y segin las especifica-
ciones indicadas en Chin-Pampillo et al. (2015). El espectrometro de masas emple6 una
fuente de ionizacién por electrospray que operd a las siguientes condiciones: 300 °C fue
la temperatura del gas, flujo de gas de 7 Lmin~!, nebulizador a 45 psi, el gas envolvente
estuvo a una temperatura de 250 °C y fluy6 a 11 Lmin~", el voltaje capilar fue de 3500
V (para el positivo y negativo), el voltaje de boquilla fue de 500 V (para el positivo y
negativo) y el calentador MS1 y MS2 estuvo a 100 °C. Los limites de cuantificacién y
deteccién para cada analito se indican en el Cuadro 3.4.

Cuadro 3.4. Limites de Cuantificacién (LC) y Limite de Deteccién (LD) empleado en el
analisis de diferentes farmacos en agua residual

Analito LC (pgL™ ') LD (pgL™?)

Cafeina 0.20 0.10
Difenhidramina 0.25 0.13
Gemfibrozil 0.59 0.31
Dimetilxantina 0.21 0.11
Acetaminofén 0.26 0.13
Naproxeno 0.44 0.23
Lovastatina 0.21 0.10
Risperidona 0.20 0.11
Ketoprofeno 0.17 0.09
Ofloxacino 0.33 0.17
Doxiciclina 0.18 0.09
Naproxeno 0.44 0.23

Medicién de DQO

El analisis DQO de parametros del agua residual de alimentacion se realizd en el labora-
torio del Programa de Ingenieria Ambiental de la Escuela de Quimica del Tecnoldgico de
Costa Rica. La cuantificacion se realiz6 a través del método espectrofotométrico a partir
del empleo del producto de LOVIBOND “Cuvette test COD Vario 0 - 150 mg/1” y un
fotémetro de LOVIBOND.
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3.2.3 Estudio de remocién DQO en modo continuo

Arranque y Operacién

Se realizé la operacién del prototipo de reactor desarrollado en modo continuo durante
dos periodos distintos desde el 01 de noviembre hasta el 15 de diciembre de 2021 (Etapa
1) y posteriormente desde el 12 de enero de 2022 hasta el 09 de marzo de 2022 (Etapa 2).
La operacién del reactor se llevo a cabo en el Laboratorio de Biorremediacién del CICA
en la UCR.

En ambas etapas el reactor se alimenté con agua residual sintética, cuya composicion se
formul6 basado en lo reportado por Zhu et al. (2015). La composicién del agua residual
sintética empleada se muestra en el Cuadro 3.5. En la Etapa 2 se agreg 50 pL por cada litro
de agua residual sintética preparada de una disolucién de firmacos cuya composicion se
indica en el Cuadro 3.6, la cual tiene farmacos en proporciones relativas entre si similares a
las encontradas en aguas residuales en Costa Rica, segin lo reportado por Ramirez-Morales
et al. (2020).

Los soportes naturales se prepararon como se indicé en la Secciéon 3.2.2. En la Etapa 1 se
empled 9 discos y 8 aros de soportes naturales. Mientras tanto, para la Etapa 2, se empled
el mismo nimero de discos y aros, los cuales sumaron una masa total (base himeda) de
3.733 £ 0.002 g.

Posteriormente, el prototipo de reactor fue inoculado durante 12 h con 200 mL de lodo y
200 mL de agua residual sintética preparada anteriormente. El aire fue suministrado por
un compresor de 2 W, recomendado para la aireacién de acuarios de menor 1.5 L, marca
XiLong, modelo AP-004. Por otra parte, el lodo provino de la primera laguna facultativa

de la PTAR del TEC.

Luego, el prototipo de reactor se conect6 al médulo de control automatico BioFlo®120 de
Eppendorf a través del cual se control6 el flujo de bombeo del influente y efluente y la
aireacién. Durante la operacién el reactor operdé con un TRH de 14 h y un flujo de aire
0.09 m?/h, tanto en la Etapa 1 como en la Etapa 2. El arreglo experimental se ilustra en
la Figura 4.20a.

Cuadro 3.5. Composicién de agua residual sintética (sin farmacos)

Componente Concentracién (mgL~1)

Glucosa 400
NH4C1 240
KHyPOy4 19
CaCly 30
FeSOy4 2.49
MnCl1 - 4 H,O 0.28
CuSOy4 - 5 H2O 0.39
ZnS0y4 - 7 HyO 0.44
COSO4 -7 HQO 0.50

Medicion de DQO

En la Etapa 1 se midié la DQO del influente y efluente del prototipo durante 21 dias,
con el fin de monitorear el arranque y evaluar el desempefio en remociéon de DQO. La
determinacién de la DQO se realiz6 en el Laboratorio de Calidad de Aguas del CICA a
través de digestion acida en sistema de reflujo cerrado y espectrometria UV-Vis, segin
lo indicado en el método 5220 D “Closed Reflux, Colorimetric Method” de la Asociacién
Americana de Salud Publica (APHA, por sus siglas en inglés American Public Health
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Cuadro 3.6. Composicion de disolucion de farmacos en metanol para uso en modo con-
tinuo

Farmaco Concentracién (mgL—1)
Cafeina 2059
Ibuprofeno 153
Gemfibrozil 122
Dimetilxantina 212
Acetaminofén 386
Naproxeno 222
Doxiciclina, 111
Ketoprofeno 1.02
Lovastatina 1.07
Difenhidramina 1.07
Ofloxacina 1.01
Risperidona 1.04

Administration), edicién 23. El correspondiente LD es de 15 mg/L y el LC es de 30 mg/L.

Determinacion de SST

Se determiné los SST del efluente del prototipo desarrollado durante la Etapa 2 a través
del método gravimétrico. Para ello se hizo pasar 100 mL del efluente a través de un filtro
de microfibra de vidrio de 1.2 pm de poro, previamente seco, lavado y pesado en balanza
analitica. Posteriormente, se puso a secar a 105 °C en estufa durante 2 dias, y luego se
midié su masa en balanza analitica. El blanco se realizé con 100 mL de agua destilada.

Cuantificacion de biomasa adherida
Se cuantificé la biomasa adherida a los soportes en la Etapa 2. La biomasa adherida se
calculé segiin las siguientes ecuaciones:

_mg—mg - (1—H)
M= (3.3)

Donde M es biomasa adherida, mg es masa de soportes colonizados secos, m, es masa de
soportes humedos, y antes de ser colonizados, H es la humedad de los soportes. Por otra
parte, en el calculo de la humedad, m; es masa de recipiente con soporte no colonizado
y htmedo, ms es masa de recipiente con soporte no colonizado y seco y my es la masa
promedio de un soporte sin colonizar hiimedo.

La mediciéon de masa se realizé en balanza analitica. La estimacion de la biomasa adherida
se realiz6 en el CICA. Los soportes colonizados se emplearon tras haber concluido la Etapa
2, y se secaron en estufa a 105 °C durante 24 h.

Por otra parte, la determinacion de humedad de los soportes se realizé por duplicado en
el Laboratorio del Programa de Ingenieria Ambiental del TEC. La masa de soportes se
midié antes y después de su secado, el cual se realiz6 en estufa a 70 °C durante 5 dias.
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3.3. Remociéon de farmacos en agua residual mediante la
inmovilizacion de lodo aerobio en capsulas de alginato
de calcio

3.3.1 Preparacion de capsulas de alginato de calcio

La preparacién de las capsulas de alginato de calcio se llevé a cabo en el Laboratorio
CENIBiot del Centro Nacional de Alta Tecnologia (CeNAT-CONARE). En general, se
prepararon al verter por goteo una disolucién de alginato de sodio al 2% sobre una diso-
lucién en agitaciéon de CaCls 0.2 M dentro de una camara de flujo laminar a temperatura
ambiente. La relacién de volumen de la disolucién de alginato de sodio al 2% con respecto
a la de CaCly fue 1:2. Cabe mencionar que la cristaleria y disoluciones empleadas fueron
esterilizadas en autoclave de laboratorio previo a su uso. El arreglo experimental se ilustra
en la Figura 3.1.

Para preparar capsulas “inoculadas”, es decir, aquellas con microorganismos inmovilizados,
se adicioné previamente una alicuota de lodo a la disolucién de alginato de sodio al 2%
hasta una concentracién de 1% v/v. El lodo empleado se extrajo de la primera laguna
facultativa de la PTAR del TEC en julio de 2021. Posteriormente, la disolucién resultante
se filtré por gravedad a través de algodon, con el objetivo de reducir la cantidad de s6lidos
de un tamano que pueda causar alguna obstrucciéon durante el vertido.

La disolucién de alginato de sodio al 2 % fue vertida a través de una punta de micropipeta
de 1 mL e impulsada a 0.6 L/h a lo largo de una manguera flexible mediante el uso de una
bomba peristaltica ECOLINE de Ismatec. La disolucién de CaCly se mantuvo en agitacién
a 125 rpm.

Tras haber vertido la disolucién de alginato de sodio al 2%, la disolucién en la cual se
forman las cdpsulas se mantuvo en agitaciéon a 125 rpm durante 15 min a temperatura
ambiente. Posteriormente, se almacendé durante 2 h en refrigeracion a 4 °C. Luego, se
recuperaron las capsulas al pasar la disolucién a través de un colador metéalico y se lavaron
con abundante agua de ésmosis estéril. Finalmente, las capsulas lavadas se dejaron en
reposo sobre el colador durante aproximadamente 1 h.

Figura 3.1. Arreglo experimental para la formaciéon de capsulas de alginato de calcio

3.3.2 Cuantificacion de biomasa

La biomasa se cuantificé indirectamente a través de la medicién espectrofotométrica UV-
Vis a A=600 nm del liquido donde se encuentra suspendidas. La mediciéon de cada réplica
se realiz6 por triplicado.

En particular, para determinar la biomasa dentro de las capsulas preparadas se empled
un método basado en el reportado por Saxena et al. (2021). Para lo cual previamente se
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disolvié 2.0 g de las capsulas en 25 mL de una de disolucién de citrato de sodio al 2.5 %
m/v en agua de 6smosis. La disolucién se facilité a través de la aplicacién de agitacién
magnética durante 1 h.

Al medir la biomasa suspendida en el liquido sobrenadante se emple6 agua de Gsmosis
como blanco. Por otro lado, se utilizé la disolucion de citrato de sodio al 2.5 % en agua de
6smosis cuando se midi6 la biomasa inmovilizada dentro de las capsulas preparadas.

3.3.3 Determinacion de la efectividad de encapsulamiento

Se realiz6 un ensayo de comparacién de las cdpsulas inoculadas y sin inocular en un medio
de agua de 6smosis estéril. El proposito del ensayo fue evaluar la efectividad de retencion
de los microorganismos en las capsulas preparadas. Ademas, se tuvo como proposito de-
terminar si hay una diferencia significativa en la retencién de microorganismos segun el
tiempo de gelacion.

Para ello, se prepararon las cépsulas basado en el procedimiento descrito en el Aparta-
do 3.3.1, se modificé en cuanto a que el medio de vertido e impulsién fue una jeringa, tal
y como se muestra en la Figura 3.2, con una velocidad de vertido de aproximadamente 14
mL/h, y en algunos tratamientos se utiliz6 un tiempo de almacenamiento en frio (tiempo
de gelacién) de 15 h, tal y como se indica en el Cuadro 3.7. Posteriormente, se distribuyé
las capsulas en cada unidad en agua de 6smosis estéril hasta una concentracién prome-
dio de 173 £ 18 g/L. La distribucién del tratamiento se dividié como se muestra en el
Cuadro 3.7.

Luego, se incubaron los tratamientos a temperatura ambiente durante 7 dias en agitacion
a 120 rpm en un agitador orbital de Thermo Scientific. Tras la incubacién se cuantificé la
biomasa segiin el método descrito en el Apartado 3.3.2. El andlisis estadistico de datos se
realiz6 a través de Minitab® 18.1.

3.3.4 Evaluaciéon en la remocion de DQO

Se ejecutd un ensayo para evaluar el crecimiento de los microorganismos dentro de las
capsulas preparadas y la remocién de DQO resultante en el agua residual sintética. Por
lo tanto, se prepard las capsulas tal y como se describe en el Apartado 3.3.1. Luego, se
preparé las unidades de cada tratamiento segin lo indicado en el Cuadro 3.8. Se colocd
en promedio 29.49 + 0.07 g en 50 mL de agua residual sintética, preparada, la cual se
formulé se describe en el Cuadro 3.5.

Posteriormente, se incub6 durante 7 dias a temperatura ambiente y en agitaciéon a 200 rpm
en un agitador orbital de Thermo Scientific. Se tomd las respectivas muestras del agua
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Cuadro 3.7. Tratamientos para la determinacion de la efectividad de la inmovilizacién
en las capsulas preparadas

ID Inoculacién Tiempo de gelacién (h)

1C1 Si 2
1C2 Si 2
IL1 Si 15
IL2 Si 15
NC1 No 2
NC2 No 2
NL1 No 15
NL2 No 15

residual sintética y las capsulas antes y después de la incubacién para la determinacién de
DQO en el medio liquido y la cuantificacion de biomasa dentro de las capsulas.

Cuadro 3.8. Tratamientos en la evaluacién del lodo aerobio inmovilizado en cépsulas
preparadas con respecto a la remocién de DQO

ID Inoculacion

11 Si
12 Si
N1 No
N2 No

Por otra parte, se evalué la remocién global de DQO en serie del prototipo de reactor de
biopelicula desarrollado acoplado a un reactor con lodo aerobio inmovilizado en capsulas
de alginato de calcio. Para ello se empled realizdé el montaje del prototipo de reactor de
biopelicula tal y como se describe en el Apartado 3.2.3.

Mientras tanto, la inmovilizacién de microorganismos en las cipsulas de alginato de calcio
se realiz6 segin lo indicado en el apartado 3.3.1. La concentracién de capsulas empleadas
en el tratamiento fue de 25 % v/v en agua residual sintética dentro de un frasco de 1 L.
Las capsulas se suspendieron mediante agitacién magnética a 200 rpm.

El acoplamiento en serie se puede observar en la Figura 3.3. El sistema operd en modo
continuo con un TRH=14 h.

La cuantificacién de DQO del medio liquido se realizé en el laboratorio del Programa de
Ingenieria Ambiental de la Escuela de Quimica del TEC. La cuantificacién se realizd a
través del método espectrofotométrico a partir del empleo del producto de LOVIBOND
“Cuvette test COD Vario 0 - 150 mg/1” y un fotémetro de LOVIBOND . La ecuacién
empleada para determinar la remocién corresponde a la ecuacién (3.2). Por otra parte,
la cuantificacién de biomasa dentro de las capsulas se realizé a través del procedimiento
descrito en el Apartado 3.3.2.

3.3.5 Evaluacién en la remocién de farmacos

Se evalué la remociéon de farmacos seleccionados mediante el uso de microorganismos
inmovilizados en las cdpsulas de alginato de calcio. La remocién se estimé segiin la ecua-
ci6én (3.2). Se empled tres tratamientos para determinar su aporte en la remocién de los
farmacos de interés: “Global” en los cuales se cuantificé la remocién global de farmacos,
“Adsorcién” a través del cual se excluye el efecto por biodegradacién y “Abidtico” el cual

24



Figura 3.3. Arreglo experimental al acoplar el prototipo de reactor de biopelicula de-
sarrollado con un reactor con microorganismos inmovilizados en capsulas de alginato de
calcio en suspension

permite identificar el aporte por otros factores abidticos tales como luz, evaporacién, entre
otros. Cada tratamiento contd con tres réplicas.

Las capsulas de alginato se prepararon segun lo indicado en el Apartado 3.3.1. En los
tratamientos de “Adsorcién” y “Global” se agregd en promedio 20.72 + 0.07 g de capsulas
en 25 mL de agua residual sintética con fairmacos. A diferencia de las capsulas empleadas
en los tratamientos de “Adsorcién”, las usadas en los tratamientos “Global” fueron ino-
culadas segin el procedimiento descrito en el Apartado 3.3.1. El agua residual sintética
con farmacos se prepard al seguir el procedimiento indicado en el Apartado 3.2.3, y al
adicionar 1 mL de una disolucién con farmacos en metanol por cada litro de agua residual
sintética, antes de ser esterilizada. La composicién de la disolucion de farmacos en metanol
se detalla en el Cuadro 3.9.

Posteriormente, todos los tratamientos fueron incubados durante 7 dias a temperatura
ambiente y con agitaciéon a 200 rpm a través de un agitador orbital de Thermo Scientific.
Se tomo6 muestras del medio liquido antes y después de la incubacién para su analisis de
farmacos. Antes de la incubacién se almacend una muestra del agua residual sintética de
alimentacién con farmacos en una botella a&mbar, previamente lavados con agua desioni-
zada y acetona. Por otra parte, el medio liquido tras la incubacion se almacend en viales
ambar, previamente lavados con agua desionizada y acetona.

Para la preservacion de las muestras, se adicioné EDTA 4cido a una concentracién de 0.1 %
m/v, y posteriormente se agregd una gota de una disolucién de NaOH 10 M, para favorecer
la solubilidad del EDTA &cido. Luego, se ajusté el pH de las muestras almacenadas a un
valor promedio de 2.51 £ 0.08. Finalmente, las muestras se almacenaron a -20 °C hasta el
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dia de su analisis. Los farmacos se cuantificaron tal y como se describe en el Apartado 3.2.2.

Cuadro 3.9. Composicién de la disolucion concentrada de farmacos en metanol

; Concentracion
Farmaco
(mg/L)
Difenhidramina

clorhidrato 1076
Gemfibrozil 998
Lovastatina 1062
Cafeina 1043
Ibuprofeno 1014
Dimetilxantina 1020
Acetaminofén 1060
Naproxeno 1001

Risperidona 579
Ketoprofeno 1034
Ofloxacino 1142

3.3.6 Evaluacion de degradacion

Se realiz6 un ensayo con el objetivo de evaluar la durabilidad de las capsulas con micro-
organismos inmovilizados tras haber transcurrido 4 semanas. Por lo tanto, se preparo las
cépsulas, tal y como se indica en el Apartado 3.3.1, y se distribuyeron los tratamientos
tal y como se indica en el Cuadro 3.10. En cada unidad se emple6 una masa de capsulas
promedio de 11.94 £ 0.44. Posteriormente, se adicioné 25 mL de agua residual sintética
estéril a cada réplica, preparada segun lo indicado en el Apartado 3.2.3.

Los tratamientos se incubaron durante 4 semanas a temperatura ambiente y en agitacion
a 200 rpm en un agitador orbital de Thermo Scientific. Cada semana se retiré unidades,
segin como se describe en el Cuadro 3.10, para la medicién de biomasa inmovilizada,
inspeccion visual y medicién de tamano.

El tamano de cidpsulas se midié con un vernier con una resoluciéon de 0.001 cm. El ntimero
total de observaciones tomadas durante la medicién de tamano fue de 76, donde a cada
réplica se le realizé al menos 7 mediciones. Por otra parte, la inspecciéon visual de las
capsulas durante su incubacion se realizo a través de un estereoscopio y se tomé fotografias
a través la cdmara de un celular Xiaomi P10. Finalmente, la cuantificacién de biomasa
inmovilizada se determiné segun lo indicado en el Apartado 3.3.2. El anélisis estadistico
de datos se realizé a través de Minitab® 18.1.
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Cuadro 3.10. Ensayo de degradacion de capsulas preparadas

ID Categoria Semana de

analisis

I1A Inoculadas

I11B Inoculadas 1
N1A No Inoculadas

N1B No Inoculadas

I2A Inoculadas 9
12B Inoculadas

I3A Inoculadas 3
13B Inoculadas

T4A Inoculadas

14B Inoculadas 4

N4A No Inoculadas
N4B No Inoculadas




4 Resultados y Discusion

4.1. Desarrollo de un reactor de biopelicula aerobio con so-
portes naturales

En el diseno de un reactor biolégico se pretende establecer las condiciones ideales a tra-
vés de una estructura fisica para que se dé la transformacién deseada en donde pueden
intervenir una o més reacciones biolégicas. En este capitulo se detalla el proceso de di-
sefio, construccion y puesta en marcha de un reactor de biopelicula aerobio con soportes
naturales.

4.1.1 Diseno conceptual

Identificacién de necesidades y expectativas
Identificacion del cliente

El prototipo que se disefiard fue encargado por el Dr. Carlos Rodriguez Rodriguez, coor-
dinador del Laboratorio de Biorremediacién del CICA de la UCR, para su uso en investi-
gacion en ese laboratorio. Por este motivo, el personal del Laboratorio de Biorremediacion
(ldmese coordinador, investigadores y asistentes) serd identificado en adelante como “el
usuario final”.

El Laboratorio de Biorremediacién se encarga del disefio y evaluacion de procesos bio-
légicos para la remocién de contaminantes en el ambiente. En los tltimos afios surgié el
interés de evaluar procesos bioldgicos en operacion continua para la remocién de farmacos,
lo que motivé al planteamiento de esta investigacion.

Para efectuar la evaluacién de procesos biolégicos, el laboratorio cuenta con recipientes
de un volumen igual y mayor a 1 L y mddulos de control de bioprocesos BioFlo© 120
de Eppendorf. Sin embargo, el tamano de los recipientes disponibles genera un costo de
operacion mayor al deseado para evaluar procesos en modo continuo. Por este motivo,
se desea un recipiente de reaccién (o tanque de aireacién), que pueda ser integrado con
alguno de los médulos de control de bioprocesos disponible, y que genere un menor costo
de operacion para ser empleado como un biorreactor en modo continuo.

Determinacion de las necesidades del usuario final

Se identificé los requerimientos del usuario final con respecto al prototipo a través de
una entrevista semiestructurada al coordinador de Laboratorio de Biorremediacién. Los
requerimientos especificados, y su valoracién, se muestran en el Cuadro 4.1.

Determinacion de los requisitos técnicos

A partir de las necesidades del usuario final mostrados en el Cuadro 4.1, se proponen reque-
rimientos técnicos en el diseno para satisfacerlas. Los requerimientos técnicos identificados
se enlistan a continuacion:

= Uso de materiales no téxicos. Es fundamental que el producto no perjudique la
salud de los usuarios, de este modo se facilita su manejo. Ademas, es importante evi-
tar materiales que puedan inhibir los procesos biologicos, para garantizar su estudio
robusto y confiable.

Por otra parte, el uso de materiales no téxicos genera ahorros en el costo de inver-
sién y de operacion y mantenimiento del dispositivo. El manejo responsable de un
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Cuadro 4.1. Requerimientos del cliente para el prototipo y su respectiva valoracién para
el diseno (5=Alta importancia 3= Mediana importancia y 1=Baja importancia)

Requerimiento Ponderacion
Bajo costo de inversion (por debajo de 100 mil CRC) 10
Bajo costo operativo 10
No téxico 10
Operacion aerobia 10
Facilidad de inspeccién 10
Vida 1til mayor a un ano 3
Flexibilidad de operacion 3
Hermético 3
Simplicidad de ensamblaje 3
Autoclavable 1

producto con riesgos para la salud implica una inversion adicional y un aumento del
costo operativo, los cuales se evitarian al emplear materiales no toxicos.

= Empleo de un volumen minimo de recipiente La disminucién del volumen
del recipiente podria generar ahorros en la inversién y en los costos operativos, al
reducir la cantidad de material para su construccién, operacién y mantenimiento.
Ademas, el uso de un recipiente de menor tamano podria facilitar su manipulacién
e inspeccién.

Sin embargo, es importante garantizar que el volumen del recipiente permita su apli-
cacion al conectarse al moédulo de control de bioprocesos BioFlo© 120 de Eppendorf.
Por lo que el volumen del recipiente debe estar por encima de aquel que permita el
estudio con el minimo flujo que suministra las bombas peristalticas del médulo para
el estudio a un tiempo de retenciéon deseado.

= Uso de componentes con alta disponibilidad. El uso de componentes de alta
disponibilidad reduce la cantidad de recursos requeridos para el desarrollo del pro-
totipo, lo cual genera un ahorro en el costo de inversiéon y, cuando sea requerida
su reposicién, también en el costo operativo . Ademaés, asi hay mayor probabilidad
de una rapida continuidad del sistema en caso de falla y favorece su potencial de
reusabilidad para otras investigaciones.

= Implementacién de un burbujeador eficiente. El metabolismo aerobio tiene un
papel relevante en la degradacién de contaminantes del agua residual. Por lo tanto, es
importante equipar al reactor de un dispositivo que trasfiera oxigeno hacia su interior,
para mantener un ambiente predominantemente aerobio. En esta investigacién se
estudiard la degradacion de contaminantes en el agua residual a través de condiciones
aerobias, por lo que es necesario que el OD se mantenga por encima de 3 mg/L (Dias
et al., 2018). Sin embargo, el bajo costo de inversién deseado limita las alternativas
de burbujeadores por emplear.

» Empleo de un recipiente transparente. El recipiente transparente facilita la
inspeccion durante el ensamblaje y operacién del prototipo. Ademds, posibilita la
obtencién de apreciaciones visuales de los procesos bioldgicos que ocurren dentro de
él, lo cual es util para fines académicos y/o de investigacion.

s Incorporar la minima cantidad de aperturas al ambiente. Al reducir el ni-
mero de aberturas al ambiente se favorece la hermeticidad del biorreactor, lo cual
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minimiza la ocurrencia de interferencias provenientes desde el exterior. Ademés, se
podria reducir las fugas de aire, lo que favorece la transferencia de oxigeno dentro
del biorreactor y asi se facilita la operacién aerobia.

= Uso de materiales con baja biodegradabilidad. Debido a que el prototipo se
empleard para estudiar la remocién de contaminantes en procesos bioldgicos, el uso
de materiales con baja biodegradabilidad aumenta la vida 1til y reusabilidad del
prototipo. De esta forma, se presenta una menor necesidad de mantenimiento, lo
que implica un ahorro del costo operativo.

» Garantizar el diseno con la menor cantidad de superficies de contacto.
Las superficies de contacto aumentan la probabilidad de fugas hacia el exterior del
prototipo, lo que podria reducir la precisiéon de los resultados.

» Empleo de materiales con elevada resistencia térmica. El uso de materiales
con elevada resistencia térmica (al menos 120 °C) podria permitir su esterilizaciéon
en una autoclave de vapor de laboratorio. De este modo, se posibilita emplearlo en
investigaciones que requieren condiciones estériles dentro del recipiente y en aquellas
que requieran la operacién a temperaturas por encima de la temperatura ambiente.

= Uso de uniones soldadas. Las uniones soldadas reducen la probabilidad de fu-
gas, por lo que aumentan la hermeticidad del prototipo. Ademés, podria facilitar
el ensamblaje durante la operacién. Sin embargo, el uso de uniones soldadas redu-
ce la flexibilidad operativa del prototipo dado a que restringe la movilidad de sus
componentes.

» Empleo de materiales con elevada resistencia a la corrosién. Las condiciones
dentro del prototipo podrian ser corrosivas, causadas por factores como el uso de
aire, agua y acidos y bases para regular el pH. Por lo tanto, en este caso es recomen-
dable el uso de materiales con elevada resistencia a la corrosion en las superficies
que puedan estar en contacto directo con los vapores y liquidos empleados en las
investigaciones. Asi también, el aumento en la durabilidad de los materiales genera
beneficios econémicos y reduce la probabilidad de fugas en el sistema, por causa de
pérdidas de material significativas a través de las superficies de contacto.

Identificacién de prioridades
Se determiné el grado de contribucion de los requerimientos técnicos, expuestos anterior-

mente, para satisfacer necesidades del cliente mostradas en el Cuadro 4.1. Inicialmente se
cuantifico la relacién de los requerimientos técnicos y las necesidades del cliente a través
de una escala, donde 10=Alta relacion, 3= Moderada relaciéon y 1=Baja relacion, lo cual
se ilustra en el Apéndice A.1.

Posteriormente, la puntuacién total de cada requerimiento técnico se obtuvo al sumar los
productos de la ponderacién de cada necesidad del cliente, indicada en el Cuadro 4.1, y
el respectivo grado de relacion entre requerimiento técnico y necesidad de cliente. En el
Apéndice A.1 se muestra la estimacién de la puntuacion de cada requerimiento técnico.

Es importante aclarar que la puntuacién de cada requerimiento técnico no tiene un signifi-
cado por si solo, sino que se emplea con fines comparativos. En el Cuadro 4.2 se muestran
los requerimientos técnicos en orden descendente de relevancia para satisfacer las necesi-
dades y expectativas del cliente.

Tal y como se muestra en el Cuadro 4.2, sélo los 5 primeros aportan a més de un 60 % de
la contribucién total para atender las necesidades del cliente. Por lo tanto, en las préximas
fases de disenio se priorizé su cumplimiento.
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Cuadro 4.2. Priorizacién de requerimientos técnicos en el disefio

Prioridad Requerimiento técnico % de contribucién acumulado
1 Uso de materiales no téxicos 17%
9 Empleo de un V‘ol.umen minimo de 31%

recipiente
3 Uso de componentes de alta disponibilidad 41%
4 Incorporaciéon del minimo niimero 51%
de componentes
5 Implementacién de un burbujeador eficiente 61 %
6 Empleo de un recipiente transparente 70 %
. Incorporar la minima c.antidad de 8%
aperturas al ambiente
8 Uso de materiales con baja biodegradabilidad 85 %
9 Garantizar el disefio con la menor 91%
cantidad de superficies de contacto ¢
10 Empleo de materiales con elevada 94 %

resistencia térmica
11 Uso de uniones soldadas 97 %
Empleo de materiales con elevada 100 %
resistencia a la corrosiéon

12

Interacciones entre requerimientos técnicos
En el “techo” de la Casa de la Calidad (Apéndice A.1) se ilustra cualitativamente las

correlaciones entre los requerimientos técnicos propuestos. Si la correlacién es positiva,
no se prevé que la implementacion de uno de los requerimientos técnicos obstaculice la
aplicacién del otro. Por el contrario, si la correlacién es negativa, los requerimientos téc-
nicos no son compatibles, por lo que la implementacién de uno perjudicard la aplicacion
del otro. El Cuadro 4.3 muestra los conflictos entre requerimientos técnicos propuestos y
respectivas soluciones sugeridas, basadas en la priorizacién mostrada en el Cuadro 4.2.

A partir de la aplicacion del DFC, se obtuvo especificaciones técnicas que delimitan un
marco para el diseno. De esta forma, se aumenta la probabilidad de que la necesidad
del producto por el cliente o usuario final sea satisfecha. Asi, se reduce el desperdicio de
materiales y se generan ahorros econémicos por no reprocesado.

Eleccion de la configuracién

Se selecciond la tecnologia de biopelicula a través de su evaluacién con respecto a los
criterios mostrados en la Cuadro 4.4. En general, las tecnologias apropiadas para Lati-
noameérica y el Gran Caribe suelen contar con bajos costos de inversién y de operacion
y mantenimiento. Ademas, se prefieren tecnologias con baja complejidad técnica, para
garantizar que haya capacidad local instalada para su gestion eficiente. De este modo, se
favorece su sostenibilidad durante su operacién (Mara, 2003).

Adicionalmente, para fines de este proyecto, se prefiere el desarrollo de un prototipo con
una configuracién que no haya sido empleada extensivamente para la investigacién de su
desempeifio en la remocién de farmacos en agua residual. Asi, los resultados derivados del
proyecto contribuirian a rellenar vacios en el conocimiento sobre esta tematica. Ademas,
es importante considerar que la configuracion del prototipo sea costo-razonable y sus
componentes puedan ser facilmente adquiridos, tal y como se concluy6 en el Cuadro 4.2.

Se descarto en la escogencia configuraciones de reactores que fueran mas vulnerables al fallo
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Cuadro 4.3. Conflictos entre requerimientos técnicos propuestos y soluciones sugeridas

Conflicto

Solucién sugerida

Algunos materiales con elevada resistencia a la

corrosién no son altamente disponibles

Algunos materiales con elevada resistencia
térmica no son altamente disponibles

Hay recipientes que por su bajo volumen no
posibilitan realizar uniones soldadas sobre
algunos de sus componentes

La mayoria de alternativas naturales de soportes
de biopelicula facilmente disponibles son
biodegradables

El uso de un recipiente con transparencia
imposibilita realizar algunas uniones soldadas,

En la eleccién de materiales priorizar su
disponibilidad sobre su resistencia a la
corrosiéon

En la eleccién de materiales priorizar su
disponibilidad sobre su resistencia térmica

Velar por un volumen minimo de recipiente a
pesar de que su tamaifio no posibilite soldar
algunos de sus componentes

Escoger una alternativa facilmente accesible

de soporte natural a pesar de que sea
biodegradable

Emplear un recipiente con transparencia a

pesar de que no se puede unir con soldadura

ya que es probable el contacto de materiales
con otros componentes

que no se pueden unir con soldadura entre si

Al evaluar alternativas de burbujeador emplear
aquel de mayor disponibilidad a pesar de
que tenga menor eficiencia en la transferencia de
oxigeno

Algunos burbujeadores eficaces no son
altamente disponibles

mecanico, por lo que no se incluyo el RBC ni el FP. Como se observa en el Cuadro 4.4,
el reactor sumergido de biopelicula (SAF) es la configuracién més apropiada para este
caso, seguido por el reactor de lecho mévil de biopelicula (MBBR) y por tltimo, el reactor
de membrana de biopelicula (MBR). A pesar de que el MBR cuente con una mayor
eficiencia de transferencia de oxigeno, y asi menor consumo energético, tiene mayores
costes de mantenimiento, por la reposicién de su membrana (Abdelfattah et al., 2020).
Ademas, su uso en Latinoamérica no es extendido, por lo que hay baja probabilidad de
que se cuente localmente con el conocimiento, experiencia y habilidades requeridas para
su gestién adecuada.

Por otra parte, di Biase et al. (2019) indican que el MBBR requiere mayor aireacién para
mantener en suspension los soportes de biopelicula y comtinmente produce mas lodo, por
lo que su costo de operaciéon y mantenimiento es usualmente mas alto. De este modo, se
escoge el reactor de lecho sumergido, el cual es una tecnologia més sencilla técnicamente y
de menor costo operativo. Asi tiene mayor aplicabilidad para su uso en Latinoamérica y el
Gran Caribe. Adicionalmente, a diferencia del MBBR y MBR, la informacién con respecto
al desempeno de un SAF en la remocién de farmacos es escasa en la literatura cientifica
(Clarivate, 2023; Saidulu et al., 2021).

Seleccion del material de soporte de biopelicula
El tratamiento de agua residual con un reactor de biopelicula de lecho sumergido implica

el uso de un soporte sobre el cual se desarrolle una biopelicula. Segtin el contexto actual
en Latinoameérica, es preferible el uso de soportes no plasticos que sean de bajo costo y
con alta disponibilidad (Groves et al., 2020; Mara, 2003). Por este motivo, es de interés el
uso de un soporte de biopelicula de origen natural, que sea més accesible y biodegradable,
promueva la remociéon de contaminantes del agua residual y facilite el crecimiento de la
biopelicula sobre ellos.
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Cuadro 4.4. Evaluacién de tipos de reactores de biopelicula (+++: Alto, ++: Medio y
+: Bajo)(Abdelfattah et al., 2020; Clarivate, 2023; Henze, 2008; Saidulu et al., 2021)

Criterio Reactor
MBR SAF MBBR

Costo de inversion de capital +++ ++ ++

Costo de operaciéon y mantenimiento +++ ++ +++

Complejidad técnica +++ + 4
Generacion de lodos ++ ++ 4
Consumo energético + 4+ .

Frecuencia de su aplicacién en la investigacién para

la remocion de farmacos +++ + R

Inversién requerida para investigacion 4+ + 4

A partir de una revisién bibliografica, se determiné que la esponja vegetal Luffa cylindrica
(LC) tiene mayor atractivo para uso como soporte de biopelicula en comparacién a otros
materiales de origen natural, tales como la rafia de la hoja de palma, fibra de cdscara de
coco y trozos de madera (Acosta-Rubi et al., 2017; Samhan et al., 2017; Wang et al., 2012;
Zainab et al., 2020). LC es una planta enredadera de crecimiento anual, perteneciente a la
familia Cucurbitaceae, y que se encuentra ampliamente distribuida en las zonas tropicales
a nivel mundial. Dentro de su fruto se encuentra una red fibrosa vascular de 3 a 5 cavidades
(Figura 4.1), conocida popularmente en Latinoamérica como paste, estropajo o esponja
vegetal (Guzméan-Diaz, 1997; Oboh & Aluyor, 2009; Saeed & Igbal, 2013).

(a) Seccién trasversal

(b) Superficie externa

Figura 4.1. Esponja vegetal

La esponja vegetal se seleccioné como soporte natural en el prototipo de reactor aerobio
de lecho fijo de biopelicula. Algunas ventajas que ofrece se enuncian a continuacién:

= Densidad cercana a la densidad del agua. La esponja vegetal tiene una densidad
que oscila entre 0.82-0.92 g-cm™3 (Siqueira et al., 2010), lo cual podria facilitar
su suspensiéon y asi reduce la complejidad de la superficie de apoyo requerida para
sostenerle. Ademas, al requerir una superficie de apoyo estructuralmente mas sencilla,
se prevé un ahorro en los costes de inversion y de mantenimiento.
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= Compuesto por polisacaridos. El uso de soportes de biopelicula compuestos por

polisacaridos brinda nutrientes a los microorganismos y favorece su adhesion al so-
porte (Zainab et al., 2020; Y. Zhao et al., 2019). La esponja vegetal estd compuesta
principalmente por polisacaridos (>90 %), especialmente de celulosa, lignina y he-
micelulosa (Siqueira et al., 2010).

Hidrofilico. Segtn lo reportado por Y. Zhao et al. (2019), los soportes hidrofilicos
aceleran la formacién de una biopelicula en comparacion a soportes hidrofébicos, de-
bido a que facilitan la adsorcién y retenciéon de los microorganismos en el agua. Las
fibras de LC tiene grupos hidroxilo (-OH) en su superficie, lo cual facilita la adhe-
rencia de microorganismos a través de sustancias poliméricas extracelulares (Qiang
et al., 2020). Asi también, favorecido a su estructura porosa, la esponja vegetal tiene
mayor capacidad de absorcién de agua en comparacién con otras fibras naturales
(Chen et al., 2014).

Elevada proporcion de volumen vacio. Una alta razéon de vacio reduce la re-
sistencia al flujo, lo cual aumenta la transferencia de masa desde el fluido hacia la
biopelicula. En este caso, la esponja vegetal cuenta con microcanales huecos, conti-
nuos e interconectados, que forman una estructura porosa, tal y como se puede ver
en la Figura 4.1. Su estructura porosa es jerarquica multimodal, por lo que sus po-
ros estan interconectados a diferentes escalas (por ejemplo, macroporo - mesoporo)
(Siqueira et al., 2010; B. Zhao & Collinson, 2010).

Elevada disponibilidad. Para reducir costos de inversion, y favorecer la sosteni-
bilidad de la tecnologia, es deseable que el material del soporte pueda ser obtenido
facilmente en Latinoamérica. Al cultivarse en el tropico, LC puede ser facilmente
accesible al mercado (Siqueira et al., 2010). En particular, Guzmén-Diaz (1997) re-
porta que en Costa Rica se ha producido comercialmente principalmente en Alajuela
y zonas costeras.

Reutilizable y/o reciclable. Es deseable que los soportes de biopelicula sean re-
utilizables o reciclables al finalizar su vida 1til, para reducir la presién sobre los
recursos naturales y la cantidad de residuos generados. El uso de la esponja vegetal
como soporte de biopelicula implica menor procesamiento en comparacién al reque-
rido para la manufactura de los soportes plasticos, por lo que hay un ahorro de
recursos en su fabricacion.

Por otra parte, a pesar de que la esponja vegetal sea muy estable, es compostable
(Dzionek et al., 2018; Shen et al., 2012) . De este modo, es posible reciclar sus
nutrientes y reducir considerablemente su volumen, lo cual minimiza el impacto
ambiental y los costos en la disposicién final, en comparacién a las alternativas
plasticas.

Alta relacién area/volumen. La elevada relacién drea/volumen aumenta la rapi-
dez de transferencia de masa, lo cual acelera la velocidad de trasporte de sustancias
entre el agua residual y el soporte natural con la biopelicula. De este modo se podria
favorecer la adsorcién en el soporte y la biodegradacién de contaminantes presentes
en ella.

La estructura porosa jerdrquica multimodal de la esponja vegetal provee una al-
ta area especifica. En particular, los macroporos de gran tamafio podrian facilitar
el acceso de las sustancias hacia las regiones internas. Mientras tanto, los micro/-
mesoporos incrementan el area especifica, y podrian aumentar el desempefio en la
remocion de los contaminantes (B. Zhao & Collinson, 2010).



Principales componentes del prototipo
En la Figura 4.2 se muestra un esquema conceptual para el prototipo de un reactor de

biopelicula. Como se puede notar se mantuvo el niimero minimo de componentes, en
concordancia con los requerimientos técnicos prioritarios segin el DFC desarrollado.

No se considerd el control de la temperatura debido a que usualmente no se presenta un
cambio considerable de la temperatura de la alimentacién en el tratamiento aerobio con
tecnologias de biopelicula, y se operara a temperatura ambiente (El-Shafai & Zahid, 2013).
Las bombas peristalticas permitiran el paso del agua residual a través del reactor a un
flujo controlado. El soplador suministraréd el oxigeno requerido para la operacién aerobia
y el SAF proporciona el espacio para la degradacién de los contaminantes, al posibilitar
el contacto entre el oxigeno, agua residual y el soporte de biopelicula colonizado.

El médulo de control de bioprocesos BioFlo© 120 de Eppendorf disponible cuenta con
bombas peristdlticas y soplador, los cuales se emplearan para el trasiego de fluidos. Por
lo tanto, en la siguiente etapa del desarrollo se priorizara el diseno del SAF, de modo que
pueda ser acoplado al médulo de control disponible.

NOMENCLATURA
IDEM DESCRIPCIAN

P-100 | Bonba perlstaltica

P-101

sBer-100| R€0CTO

$-100

1101
Alre T-102

SBFR-100 /\ g 2 >
P-101 Agua residual
tratodo

Agua residual T-102

sin tratar
Oy e

T-101 P-100 S-100

Figura 4.2. Diagrama conceptual del prototipo de reactor de biopelicula a escala de
laboratorio

4.1.2 Diseno detallado

Una vez conceptualizado el prototipo, se detallé las especificaciones de cada de sus compo-
nentes y se elabord los respectivos planos constructivos, incluidos en el Apéndice A.5. El
disetio detallado involucré a los siguientes aspectos: a) recipiente de aireacién b) aireacién
c) trasiego de liquidos d) soporte de biopelicula y su respectiva superficie de apoyo y e)
Tapa y superficie de soporte.

Recipiente de aireacién

Como se indicé en el Cuadro 4.2, es prioritario que el volumen del liquido sea bajo, desea-
blemente menor a 500 mL. De este modo, se posibilitaria la evaluacién del prototipo en
modo continuo, al minimizar la cantidad de materiales requeridos para su funcionamiento
durante meses.

Por lo tanto, se seleccioné un recipiente de borosilicato 3.3 cilindrico de 500mL para su
uso como recipiente de aireacién, tal y como se muestra en la Figura 4.3. El recipiente se
puede encontrar facilmente en el mercado de productos de laboratorio y es de bajo costo
(<500 CRC). Ademés, permite la inspeccién visual dentro del prototipo y es esterilizable.
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Figura 4.3. Isométrico de recipiente de aireacion

Aireacion

La degradacién de contaminantes en el agua residual a través de tratamientos biolégicos
aerobios depende en gran medida de la disponibilidad del oxigeno disuelto en el medio.
Por esta razén, es importante garantizar que el disefio proporcione el oxigeno requerido
para favorecer la degradacién de contaminantes.

En este caso se propone el uso de un difusor puntual para el suministro de oxigeno al medio.
En comparacién a otros tipos de difusores, el difusor puntual tiene menos probabilidad de
falla por atascamientos, debido a la presencia de sdlidos en el agua residual. Asi también,
los difusores puntuales provocan una menor caida de presién del fluido que transportan,
lo cual podria generar ahorro energético (Doran, 2013a).

En particular, a través del diseno, se propone el uso de una pajilla de acero inoxidable
como difusor puntual. Las pajillas de acero inoxidable son de bajo costo, accesibles en
Costa Rica, se pueden limpiar con facilidad y presentan tamanos comerciales que les
permite ser introducidas facilmente al recipiente del disefio. De este modo considerarian las
necesidades del cliente, segiin lo indicado en el Cuadro 4.2. Ademas, tienen alta resistencia
a la corrosién, son esterilizables y pueden reutilizarse.

El difusor debe transferir oxigeno al medio liquido hasta una concentracion suficiente que
permita la degradacién de contaminantes a través del metabolismo aerobio. Especifica-
mente, se recomienda que el coeficiente de transferencia de masa al medio liquido (kpa)
sea de 1.65 h~! para el éptimo desempeifio de reactores de biopelicula aerobios (Barwal &
Chaudhary, 2015). Por lo tanto, se modeld la aireacién en un tanque de burbujeo al em-
plear una pajilla comercial de acero inoxidable como difusor puntual, con el propdsito de
determinar el flujo de aire requerido para la operacién del prototipo diseniado. El modelado
se realizé en Matlab 2020, el algoritmo empleado se puede ver en el Apéndice A.4.

El difusor puntual se dimensioné segin las dimensiones de pajillas comerciales de acero
inoxidables disponibles en el Costa Rica, acorde a las prioridades del disefio indicadas en
el Cuadro 4.2. Las dimensiones del burbujeador (o difusor) se muestran en la Figura 4.4.

Dias et al. (2018) mencionan que la presencia de soportes en reactores de biopelicula
aumenta la retenciéon del gas y reducen el tamano de burbuja, por lo que incrementan el
valor de kra entre un 23-45 % en comparacion al observado en un tanque de burbujeo bajo
las mismas condiciones. De este modo, al considerar el prototipo disefiado como un tanque
de burbujeo, es més probable que los resultados del modelo satisfagan los requerimientos
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de aireacién de su funcionamiento con un soporte.

55

132

(a) Vista isométrica

R3S

(b) Vista inferior

Figura 4.4. Dimensiones (en mm) del burbujeador

Por otra parte, la Figura 4.5 muestra el didametro de burbuja, retencién del gas, kra y
la potencia minima requerida del soplador cuando el flujo de aire esta entre 0.02— 1.00
m?-h~!. Los pardmetros se obtuvieron a partir de la simulacién de la aireacién en Matlab
2020, el algoritmo empleado (incluyendo sus ecuaciones) se muestran en el Apéndice A.4.
Como resultado, se observa que para mantener el kja en el valor recomendado, es necesario
suministrar 0.06 m®>-h~! de aire (20 °C, 1 atm), el cual estd dentro de la capacidad del
modulo BioFlo© 120 de Eppendorf.

Al utilizar dicho flujo de aire se prevé que el didmetro promedio de burbuja resultante
sea de al menos 12 mm. Por lo tanto, al formarse burbujas relativamente grandes (>6
mm), aumenta la probabilidad de que su didmetro se reduzca al entrar en contacto con
el soporte y que asciendan en forma de espiral o zigzag (Dias et al., 2018; Treybal, 1997).
Asi, es posible que las burbujas de gran tamafio se distribuyan en diferentes secciones a
lo largo del didmetro del recipiente (cercano a 9 c¢m), a pesar de que se suministre aire
de forma puntual. Ademads, la descarga en un tnico punto aumenta la turbulencia en el
vertido de la alimentacion, lo cual puede favorecer la degradacién de los contaminantes
dentro del prototipo disefiado.

Como se puede ver en la Figura 4.5, se espera que al menos 0.1 % de la mezcla aire-gas
esté ocupada por gas al utilizar el flujo de aire seleccionado, tal y como lo indica el valor
de retencion de gas. Sin embargo, es probable que la retencién sea mayor por el efecto del
soporte, por lo que el area interfacial esperada puede aumentar, y con ello la transferencia
de oxigeno al liquido.
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Trasiego de liquidos

Es importante garantizar el adecuado transporte del liquido entre el recipiente de aireacion
y los recipientes de almacenamiento de la alimentacién y descarga . En este caso, se propone
incorporar el uso de una pajilla de acero inoxidable como el conducto para el trasiego de
la alimentacién y coleccion del efluente. Ademads de las ventajas de las pajillas de acero
inoxidable mencionadas en el Apartado 4.1.2, no son téxicas y tienen una alta resistencia
a la corrosién, por lo que se presenta un bajo riesgo de contaminaciéon de los liquidos por
desprendimiento de particulas oxidadas.

En particular, se incluye un conducto de mayor didmetro para la coleccién del efluente
para reducir el riesgo de obstrucciéon por sélidos suspendidos generados en el tanque de
aireaciéon. Las dimensiones del conducto de alimentacién son las mismas que las del difusor
de aire (Figura 4.4). Mientras que las dimensiones del conducto de descarga se pueden
observar en la Figura 4.6.

La posicién de los conductos del influente y efluente dentro del tanque de aireacion se
muestra en la Figura 4.7. La posicién indicada reduce la probabilidad de cortocircuitos
de la alimentacién, al colocarse el respectivo bajo el soporte de biopelicula, en la diagonal
opuesta al conducto de coleccién, y en la zona de mayor turbulencia provocada por el
chorro de aire expulsado del burbujeador. Por otra parte, la posicién del colector del
efluente favorece la coleccién del liquido tras haber pasado por el soporte de biopelicula.

Las respectivas pérdidas de carga esperadas en el prototipo se muestran en el Cuadro 4.5.
Como se puede notar, se presenta mas pérdidas de carga en la alimentaciéon en comparacién
a la descarga, principalmente atribuido por la presencia de una curvatura de 45 °, menor
didmetro y mayor longitud del conducto de la alimentacién de acero inoxidable.

Como se mencioné anteriormente, las bombas peristalticas requeridas para la impulsién del
influente y el efluente del prototipo desarrollado estan incorporadas al médulo de control
de bioprocesos disponible, su diagrama se muestra en la Figura 4.8 y sus especificaciones
se indican en Cuadro 4.6. Por lo tanto, al considerar el tamano del recipiente de aireacion
empleado, el flujo maximo de la bomba permite la operacién del prototipo con un TRH
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Figura 4.7. Corte trasversal del prototipo y posicién de conductos para trasiego de liqui-
dos

por encima de 1 min. De este modo, es posible el estudio de reactores de biopelicula en
sus rangos usuales de operacion de TRH (30 min a 24 h) (Azizi et al., 2013; Jiang et al.,
2018; Lewandowski & Boltz, 2011).

Soporte de biopelicula
El tamano y la forma natural de la esponja vegetal (Figura 4.1) dificultan su uso en

el recipiente de aireacién empleado. Ademds, pueden tener un impacto negativo sobre
la distribucién del liquido y aire dentro del prototipo, al facilitar el transporte de las
sustancias a través de su cavidades sin atravesar su superficie porosa.

Por lo tanto, se propone el corte de la esponja vegetal en discos de 2.5 cm (Figura 4.9b), los
cuales se apilen dentro del recipiente de aireacién. Asi se podrian emplear en el prototipo
desarrollado sin perder su estructura porosa. Ademaés, para descargar el aire e influente
por debajo de la esponja vegetal, se propone realizar un agujero en el centro de los discos
(Figura 4.9a) a través de los cuales pasen dichos conductos.

Por otra parte, di Biase et al. (2019) indica que el volumen ocupado por los soportes de
biopelicula no debe exceder el 70 % del volumen total del reactor, para reducir el riesgo
de limitar la transferencia de masa dentro de él por una cantidad excesiva de soportes
de biopelicula. De este modo, se recomienda apilar las unidades de soporte de esponja
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Cuadro 4.5. Pérdidas en el trasiego de la alimentacion y descarga

Pérdida (m)

Causa Alimentacién Descarga
Entrada 547 x 1077 547 x 1077
Salida 547 x 1072 547 x 107°
Vuelta de manguera 4.32 x 1076 2.14 x 1076
Codo de 45 ° 4.93 x 1076 -

Friccién, conducto 4.46 x 1076 2.82 x 1076
Friccion, manguera 2.97 x 107° 2.97 x 107°
Total 435x 107>  347x107°

B4mm

2.52" Max 84mm 42mm
Max 3.31" 1.65"

Figura 4.8. Bomba Watson-Marlow 114 (Watson-Marlow Limited, 2016)

vegetal de modo que se forme un soporte de biopelicula fijo con las dimensiones indicadas
en la Figura 4.10. Asi se ocupa menos del 50 % del volumen total del reactor, con lo cual
se mitiga el riesgo de disminuir la capacidad de remocién de contaminantes del reactor
provocada por el volumen empleado del soporte de biopelicula.

El soporte de biopelicula se mantiene fijo a través de la superficie de apoyo de acero
inoxidable mostrada en la Figura 4.11. Las dimensiones se basaron en las medidas de
una taza de acero inoxidable, facilmente adquirible en supermercados. A esta se incluyé
agujeros para permitir el transporte de oxigeno y de nutrientes a través del soporte de
biopelicula.

Estructura: Tapa y superficie de soporte

El diseno incluye una tapa que reduzca las pérdidas por evaporacién y minimice las inter-
ferencias provenientes del exterior del recipiente. Para ello se propone el uso de una tapa
plana atornillada compuesta por una seccién superior, una secciéon inferior y el soporte de
la estructura, tal y como se puede ver en la Figura 4.12.

Doran (2013b) menciona que el diseno de las tapas de los recipientes de reactores de
bioprocesos usualmente se disefia como tapas de recipientes a presién . Por lo tanto, el
espesor minimo de la seccién superior de la tapa se dimensiond a través de la ecuacién (4.1),
enunciada en la Seccién VIII, Divisiéon 1, del Cédigo ASME (The American Society of
Mechanical Engineers, 2019).

i—D. <g§>1/2 (4.1)

Es deseable que la superficie de la tapa més expuesta al contacto con liquidos corrosivos, o
sus vapores, sea durable y no se oxide facilmente. Por lo tanto, se propone el uso de acero
inoxidable AISI 304 para la seccién superior de la tapa. De este modo, se presenta un bajo
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Cuadro 4.6. Especificaciones de la bomba peristaltica Watson-Marlow 114 DV empleadas
en el prototipo desarrollado. Adaptado de Eppendorf (2016) y Watson-Marlow Limited
(2016)

Especificacion Valor
Capacidad (mL/min) <340
Velocidad (rpm) 30
Ciclo de trabajo (%) 0-100

Resolucién de ciclo de trabajo (%) 0.1
Temperatura de operacién (°C) 0-40

Potencia consumida (W) <15
y
N
- @/*

\
7‘/ 9%

(a) Aro

(b) Disco

Figura 4.9. Dimensiones (en mm) de unidades de soporte de esponja vegetal

riesgo de que particulas desprendidas, por efecto de corrosién en la tapa, interfieran con
el proceso biolégico de estudio.

Como resultado, se requiere un disco de acero inoxidable de al menos 4 mm para soportar
las condiciones de esterilizacién a las que pueda estar sometido. Al aplicar la ecuacion (4.1)
se utiliz6 una presién de 3 atm y 150 °C con el propédsito de garantizar que la tapa
tenga el valor requerido para soportar desviaciones ligeramente superiores a las condiciones
comunes de esterilizacion. Para el tamano de prototipo deseado, el grosor requerido de la
tapa plana es bajo, y ademéas presenta menor complejidad y costo en su fabricacién en
comparacién a otros tipos comunes de tapa para recipientes a presion.

A pesar de que el espesor minimo es de 4 mm, para la construccién es necesario que
sea mayor a 3/8” (9.525 mm), con el objetivo de que puedan insertarse sobre él acoples
roscados disponibles comercialmente, para sujetar los tubos de trasiego de fluidos. Por lo
tanto, se propone que la tapa tenga un espesor de 11 mm, el cual estd por encima del
minimo para soportar la presién maxima interna prevista durante el uso del prototipo.

Por otra parte, tanto la seccién inferior de la tapa y la superficie de soporte presentan
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Figura 4.10. Dimensiones (en mm) de soporte de biopelicula

Figura 4.11. Estructura de apoyo para el soporte de biopelicula

menor riesgo de corrosién, debido a la menor exposicion a liquidos y vapores corrosivos, y
baja probabilidad de interferir en el proceso dentro del recipiente. Por lo tanto, el disefio
considera que ambos componentes sean de aluminio 6061, y asi se reduciria el costo eco-
némico del prototipo y su peso. Ambos materiales que componen la tapa tienen elevada
resistencia térmica y estructural y se encuentran ficilmente en Costa Rica.

Para favorecer la hermeticidad del recipiente y disminuir las fugas, se incluye el uso de
juntas téricas entre la seccién inferior de las tapas en superficies de contacto con a) el
tanque de aireacién y b) la seccién superior de la tapa. Ademds, el uso de las juntas téricas
mitiga el riesgo de deformaciones o rupturas del tanque de aireacién o la tapa por expansion
de los metales durante la esterilizacion. Se empled una junta térica de VITON® y otra de
EPDM para el contacto de la seccién inferior de la tapa con la seccién superior de la tapa y
el recipiente de aireacién, respectivamente. Ambos materiales son cominmente empleados
en reactores comerciales de bioprocesos a escala de laboratorio (Applikon Biotechnology
B.V., 2008; Sartorius Stedim Biotech GmbH, 2022).Asi también, tienen alta resistencia
térmica, se pueden emplear a la temperatura comin de esterilizacién (120 °C) y alta
resistencia quimica, siendo resistentes a disoluciones dcidas y basicas (Sotoodeh, 2021).

Por otra parte, el disefio propone que la superficie de soporte esté unida a la seccién inferior
de la tapa a través de barra roscada de 5/16. La seccién inferior de la tapa se sujeta y ajusta
a partir de roscas hexagonales y las correspondientes arandelas de 7.9 mm, que actian
como superficie de apoyo de la carga de apriete. El material de la barra roscada, tuercas
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(c) Ensamble de tapa y superficie de soporte

Figura 4.12. Tapa y superficie de soporte

y arandela se propone de acero inoxidable, para aumentar su durabilidad. Asi también,
dichos elementos se pueden encontrar facilmente en ferreterias de Costa Rica y a un bajo
costo (<5000 CRC). Mientras que la seccién inferior y superior de la tapa estan unidas a
través de pernos, 8 tornillos de cabeza Allen 6x20 mm distribuidos simétricamente en el
perimetro de ambas tapas. El ensamble de la tapa con la superficie de soporte se muestra
en la Figura 4.13.

Mientras tanto, es deseable que la posicién vertical de los conductos de trasiego de fluidos
pueda ajustarse facilmente, con el fin de mejorar la hidrodindmica y aireacién dentro
del recipiente segun las condiciones de estudio. Por lo tanto, se propone el uso de dos
acoples roscados para la sujecion de dichos conductos. Especificamente, al considerar las
dimensiones de los conductos dentro del prototipo, se propone el uso de acoples roscados
de " de pulgada, para el conducto de aire y alimentacién, y de 3/8 de pulgada, para el
conducto de escape de aire y efluente. Para el acoplamiento de los conductos en los acoples
es necesario incorporar los respectivos conos de compresién, los cuales permiten ajustar la
posicion vertical de los conductos.

Finalmente, al realizar el ensamble, se obtiene el prototipo de reactor de biopelicula con
soportes de esponja vegetal mostrado en la Figura 4.14 En la Figura 4.15 se muestra su
dibujo explosionado con algunos de sus componentes.

4.1.3 Construccion

Tras definir las especificaciones del disefio detallado, se prosiguié con la construcciéon. La
lista de componentes con su respectivo costo se muestra en el Cuadro 4.7. La inversion total
fue de 61 952 CRC, lo cual satisface el requerimiento del cliente de una inversién menor a
100 000 CRC. Como se puede notar, mas del 40 % de la inversién total fue provocada por
el uso de acero inoxidable en la seccién superior de la tapa, por lo que se puede deducir
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Figura 4.13. Vista de ajuste de tapas y soporte

que la escogencia de aluminio para los otros componentes de la tapa generé un ahorro
considerable.

El maquinado de los componentes metalicos se realiz6é en el Laboratorio Técnico de Me-
cénica de Precisién de la Escuela de Fisica de la UCR y el ensamble se llevé a cabo en el
CICA. Algunos componentes del prototipo obtenidos a través del maquinado se pueden
ver en la Figura 4.16. A continuacién se resumen las principales operaciones llevadas a
cabo durante la construccion:
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La tapa se molded a través de torneado recto (cilindrado).

Los orificios internos para tornillos y acoples de las tapas se realizaron a través de
taladrado y su posterior mandrinado, para mejorar su acabado.

Se realizé un roscado interno de los 4 agujeros mas internos de la seccién superior
de la tapa de acero inoxidable. Para ello se empled el torno y un macho de rosca de
caneria cénica NPT, para un tamafno de rosca de '4 x 18.

Los asientos de las juntas toricas en la seccion inferior de la tapa se formaron a partir
de ranurado frontal.

Las barras de soporte se fabricaron a partir del corte de una barra comercial roscada
de acero inoxidable.

La estructura de apoyo del soporte de biopelicula se elaboré a partir de tazas de
medida de alimentos de acero inoxidable, las cuales se pueden encontrar comercial-
mente en supermercados. Las aperturas en toda la estructura se realizaron a partir
de taladrado.

El soporte fue compuesto por aros y discos de esponja vegetal comercializada como
esponja de bafio. Tras ser previamente lavada con agua, se cortd en discos de 2.5
cm con tijeras, empleando una moneda de 500 CRC como molde (Figura 4.17).
Posteriormente, para formar los aros, se realizé un agujero con perforadora sobre la
region central de algunos de los discos preparados, tal y como se puede ver en la



(b) Vista Lateral

Figura 4.14. Prototipo de reactor aerobio de biopelicula de lecho sumergido con soportes
de esponja vegetal

Figura 4.17a. Se determiné la masa promedio de un aro y un disco, al considerar 26
observaciones de cada uno, se obtuvo respectivamente (204+66) mg y (216+61) mg.

Para llevar a cabo el ensamble del reactor se siguié el siguiente procedimiento:

1.

- W N

Se inocul6 con lodo aerobio los discos y aros de esponja vegetal
Se enrosco los acoples a la seccion superior de la tapa.
Se coloco el soporte de apoyo dentro del recipiente de aireacion.

Se posicionaron los conductos de aireacion y trasiego de influente a través de los
agujeros del soporte de apoyo.

Se formé un lecho de esponja vegetal inoculada tras colocar uno a uno los discos y
aros. Los aros se hacian pasar a través de los conductos de aireaciéon y trasiego de
influente.

Se coloco los O-Rings en las ranuras correspondientes de la seccion inferior de la
tapa.

Se ajustaron las secciones superiores e inferiores de la tapa a través de el posiciona-
miento de los tornillos Allen a través de ellas.

Se pasaron los conductos las pajillas de acero inoxidable en los respectivos acoples y
su altura se ajusté con ayuda de los conos de compresion.

Se ajusté la tapa al recipiente de aireacion.
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Figura 4.15. Ensamble explosionado

10. Se acoplo las barras roscadas a la superficie de soporte.

11. Se ajusté la tapa sobre el recipiente de aireacion a través del ajuste del nivel con las

barras roscadas y tuercas hexagonales.

4.1.4 Puesta en marcha

Una vez ensamblado el reactor se realizé pruebas de puesta en marcha en modo continuo,
con el objetivo de corroborar el buen funcionamiento de sus componentes. Asi se realizé
las siguientes actividades:
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» Calibracién de bomba peristaltica. Se realiz6 la corroboracion del flujo en los

niveles probables de operacién, desde 0.2 mL - min~! a 0.8 mL - min~!, al medir el
volumen de agua destilada vertido (con una probeta de 10 mL) en un tiempo deter-
minado, medido con un cronémetro. De este modo se obtuvo la curva de calibracién
mostrada en la Figura 4.19, con lo cual se puede correlacionar el punto de ajuste con
el volumen real vertido en el intervalo indicado.

Inspeccién visual. Se realizé la inspeccién de cada uno de sus componentes para
la identificacion de danos visibles. Antes de la operacion, se revisé con detenimiento
las mangueras y conductos de fluidos, y no se observé danos visibles que faciliten
fugas. Por otra parte, se corroboré el ingreso de aire a la unidad al observar burbujeo
dentro de la misma a la salida del burbujeador, una vez activado el soplador.

En la Figura 4.20b se muestra el prototipo tras unos dias de operacién en modo
continuo. Por encima del soporte se observa la presencia de burbujas. Asi también,
se puede ver la acumulacién de biomasa en los soportes de biopelicula.

Medicion de pH de la alimentacion. Se midi6 el pH de tres lotes distintos de
agua residual sintética de alimentacién preparada en un pH-metro digital. Segin la
formulacion preparada, esta deberia tener un pH cercano a la neutralidad. En este



Cuadro 4.7. Inversién para la construccién

Costo unitario Costo total

Descripcién Material Especificaciéon Cantidad (CRC) (CRC)
. Acero inoxidable, Didmetro: 150 mm,
Disco AIST 304 Espesor: 15 mm ! 14665 14665
Macho Acero inoxidable  Caferia 1/4*18 NPT 1 13020 13020
Uni6n de compresion 3/8 NPT 2 2747 5493
Disco Aluminio 6061 Diametro: 200 mum, 1 3550 3550
Espesor: 15 mm
Medidas de alimentos  Acero inoxidable Winco 1 3148 3148
Disco Aluminio 6061 Diametro: 200 mum, 1 2550 2550
Espesor: 7 mm
) . Roscada 5/16”
Barra Acero Inoxidable 18H x36” NC 1 2498 2498
Unién de compresion 1/4 NPT 2 1143 2287
Esponja vegetal Agata 2 910 1820
Pajillas Acero inoxidable 1 1372 1372
O-Ring Viton® Dureza 75 2.1 2x18 1 1000 1000
Frasco Borosilicato 3.3 500 mL 1 400 400
: . Cabeza Allen
Tornillo Acero Inoxidable ’ 8 114 913
6x20 mm
Tuerca Acero Inoxidable 5/16” 12 75 900
18 H Hex-NC
Cono de compresién 60x 5/16 4 138 552
Arandela Acero Inoxidable 5&16” (7.9 mm) 12 39 467
O-Ring EPDM Dureza 70 4x18 1 190 190
TOTAL
(Antes de IVA) 54825
IVA 13% 7127
TOTAL 61952

(Después de IVA)

caso, presenté un pH promedio de 6.8540.17, por lo que satisface el requerimiento

de pH.

= Medicién de OD. Tras haberse formado la biopelicula se midié el oxigeno disuelto
de su efluente en un medidor de OD, con el fin de corroborar que el flujo de aire
establecido de 0.09 m3h~! satisface el requerimiento de oxigeno para sostener las
condiciones aerobias dentro del prototipo. El OD del efluente fue de 7.10 4+ 0.01
mgL~1, el cual estd por encima del minimo recomendado (3 mg/L) en reactores
aerobios para el tratamiento de agua residual (Dias et al., 2018).

De este modo se obtuvo un prototipo de reactor aerobio de biopelicula de lecho sumergido
con soportes naturales funcional. Se cumpli6 los requerimientos prioritarios para el disefio,
segtin el DFC, y asi satisfacer las necesidades del usuario final. El producto obtenido es
de bajo costo (<100 000 CRC), tiene la capacidad de operar en modo aerobio y conti-
nuo, segin los recursos disponibles. La Figura 4.20 muestra el prototipo desarrollado en
operacién.

4.2. Remocién de farmacos en agua residual a través de un

reactor de biopelicula con soportes naturales

4.2.1 Farmacos de estudio

Se priorizé doce firmacos en este estudio segiin su frecuencia en aguas residuales y su
ecotoxicidad en al ser liberados al ambiente. La puntuacién de los farmacos evaluados se
puede consultar en el Apéndice A.2. El objetivo de la priorizaciéon fue garantizar que en
la alimentacién en el estudio estuvieran presentes farmacos de relevancia en Costa Rica,

47



Figura 4.16. Componentes relevantes en el maquinado y recipiente de aireacién

basado en lo reportado por Ramirez-Morales et al. (2020).

Los farmacos méas relevantes se presentan en el Cuadro 4.8 y se muestran en la Figu-
ra 4.21.A pesar de que la ofloxacina y doxiciclina comparten la misma puntuacién con
respecto a otras sustancias evaluadas, estas fueron las que se incluyeron en la lista debido
a que estan en mayor concentracion.

Los compuestos identificados en el Cuadro 4.8 son farmacos que sobresalen en una o més
de los siguientes aspectos en aguas residuales de Costa Rica a) alta frecuencia b) elevada
persistencia y /o ¢) riesgo considerable de efectos adversos en el ecosistema por su presencia
en el agua residual tratada. Por lo tanto, al incluir uno o més de ellos en el estudio se
genera informacién de utilidad segiin el contexto del pais.

Cuadro 4.8. Propiedades de farmacos relevantes para su remocion en aguas residuales
de Costa Rica (Royal Society of Chemistry, 2023)

Masa Molecular,

Coeficiente de Henry,

Coeficiente de particién,

Férmaco Tipo de farmaco MM (g/mol) H (atm - m3-mol~!) @25 °C LogD @QpH=T7.4

Cafeina Estimulante 194.191 3.58 x 1011 0.28
Sistema Nervioso

Tbuprofeno Analgésicos y 206.281 152 x 1077 0.45
antiinflamatorios

Difenhidramina Antihistaminico 255.355 3.70 x 1079 2.34

Gemfibrozil ~ Regulador lipidico 250.333 1.19 x 1078 1.58

Dimetilxantina ., >umulante 180.16 1.75 x 10712 0.39
Sistema Nervioso

Acetaminofen Analgésicos y 151.163 6.42 x 10713 0.40
antiinflamatorios

Naproxeno Analgésicos y 230.259 3.39 x 10710 0.45
antiinflamatorios

Lovastatin Regulador lipidico 404.54 2.12 x 10710 4.14

Risperidona Psiquiatrico 410.484 9.07 x 10712 1.81

Ketoprofeno Analgésicos y 254.281 2.12 x 10~ 11 0.06
antiinflamatorios

Oflaxacin Antibiético 361.367 1.28 x 10719 -2.08

Doxiciclina Antibiético 444.435 4.66 x 10~24 -3.29
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(b) Disco

Figura 4.17. Soportes de esponja vegetal preparados

4.2.2 Arranque y remocion de DQO

Como se puede ver en la Figura 4.22 los soportes se recubrieron de una capa de sélidos, lo
cual podria atribuirse a la formacion de una biopelicula sobre ellos y acumulacién de s6lidos
presentes en el agua residual con el que fueron alimentados. El uso de agua residual de la
PTAR puede tener un contenido mayor de sélidos en comparacion a la sintética, los cuales
son retenidos en los soportes y asi se observa una capa mas gruesa de sélidos sobre los
correspondientes a la operacién con agua residual del efluente de tratamiento. La remocion
de solidos del agua residual pudieron favorecer la disminucion de la intensidad de su color,
tal y como se muestra en la Figura 4.23.

Por otra parte, como se muestra en la Figura 4.24, la remocién de DQO en modo continuo
fue cerca de un 90 % tras 7 dias de operacién, el cual se mantuvo estable durante al menos
21 dias. El reactor se estabilizé con tan solo una semana de operacién. Lo anterior pue-
de ser causado por la rapida formacién de una biopelicula sobre los soportes de esponja
vegetal la cual oxida materia orgdnica presente en el agua residual, por lo que se observa
una disminucién de la DQO en el efluente. Asi también, el efluente mantiene una DQO
promedio de 35.4 + 9.5 mgL~!, por lo que hay una elevada probabilidad de que el desem-
pefio del reactor permita mantenerse por debajo del limite méximo de DQO permisible
para aguas residuales ordinarias, segin la legislacion de Costa Rica para su vertimiento
en algiin cuerpo receptor (150 mgL~!)(Poder Ejecutivo de la Reptiblica de Costa Rica,
2007).

En este caso se presenté una remocién de DQO superd al 90 % algunas semanas antes de lo
presentado con soportes de biopelicula plasticos (Dias et al., 2018). Lo anterior es también
congruente con lo encontrado por Wang et al. (2012), donde un reactor con esponja vegetal
presenté menor tiempo de arranque en comparacién a soportes plasticos convencionales.
De este modo, se prevé un ahorro en costos operativos al emplear un reactor con soportes
de esponja vegetal en comparacién a uno con soportes plasticos, debido a que el primero
alcanza el desempeno deseado en menor tiempo.

El porcentaje de la remocién de DQO promedio fue de (91.04 + 0.02) % al emplear agua
residual sintética con DQO de 398 + 19 mgL~!. De este modo, el desempeifio en la remo-
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(b) Lateral

Figura 4.18. Vistas del prototipo ensamblado

cién de DQO tiene una diferencia menor al 10 % en comparacién a la de otros reactores
de biopelicula con soportes plasticos comerciales, que han sido reportados en la literatura
(Hou et al., 2021). Asi, el uso de esponja vegetal como soporte tiene potencial como alter-
nativa natural a los soportes plasticos comerciales para la remocién de materia organica
en reactores de lecho fijo de biopelicula.

El bajo tiempo de arranque y la alta estabilizacién durante el tiempo de estudio (desviacién
estdndar menor a 0.05 % en la remocién de DQO), tal y como se observa en la Figura 4.24,
se puede atribuir a propiedades de la esponja vegetal. Su superficie hidrofilica y biocom-
patible favorece la adhesién de microorganismos a ella durante las primeras etapas de su
formacion, lo cual acelera la estabilizacién del reactor. Por otra parte, tiene una estructura
tridimensional, con elevada area protegida, por lo que la tasa de desprendimiento de la
biopelicula puede ser menor, y asi incrementa la rapidez de colonizacién de los microor-
ganismos sobre el soporte. Ademds, el alto porcentaje de espacio vacio puede facilitar la
transferencia de oxigeno y nutrientes desde el seno del liquido hasta los microorganismos
adheridos a la superficie de la esponja vegetal, por lo que favorece su crecimiento, y asi el
tiempo de arranque es menor.

4.2.3 Remocion de farmacos

Se evalué el desempeno del prototipo desarrollado en la remocién de farmacos de interés,
enlistados en el Cuadro 4.8. La Figura 4.25 muestra el contenido de algunos fairmacos en la
alimentacién y descarga del prototipo. Por otra parte, la remocién observada se muestra
en la Figura 4.26.

Como se puede ver en la Figura 4.25, hubo una mayor concentracién de gemfibrozil,
ketoprofeno y naproxeno en la descarga con respecto al observado en la alimentacion. Esto
concuerda con lo reportado en la literatura cientifica, donde se ha identificado remociones
negativas de dichas sustancias en sistemas de tratamiento de agua residual municipal
(Kumar et al., 2022; Tran et al., 2018). Asi también para dichos farmacos Falas et al.
(2012) ha reportado baja o nula remocién en otras tecnologias de biopelicula.
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La presencia de grupos extractores de electrones en la estructura del gemfibrozil, ketopro-
feno y naproxeno(Figura 4.21), pueden desfavorecer su biodegradacion a través de meca-
nismos aerobios. Por lo tanto, se puede concluir que no fueron removidas en el prototipo de-
sarrollado y que pudieron ser liberadas desde particulas fecales o haberse re-transformado
desde los metabolitos presentes en el agua residual durante el tratamiento, por lo que se
evidencia una concentracién mayor en la descarga con respecto a la alimentaciéon (Kumar
et al., 2022).

Por otra parte, en la Figura 4.26 se muestra el desempeno del prototipo desarrollado
en la remocién de cafeina, doxiciclina, lovastatina, 1,7-dimetilxantina y acetaminofén. La
remocién del acetaminofén y 1,7-dimetilxantina fue moderada (50-80 %) mientras que,
para la cafeina, doxiciclina y lovastatina, hubo una alta remocién (>80 %).

Es probable que la biodegradacion sea el principal mecanismo de remocién de los com-
puestos mostrados en la Figura 4.26, a excepciéon de la lovastatina. Segin algunos autores,
si los compuestos tienen un logD <2.5, la adsorcién en el lodo secundario puede ser des-
preciable (Abtahi et al., 2018; Luo et al., 2014). Tal y como se indica en el Cuadro 4.8,
la lovastatina tiene un log D >2.5, por lo que tiene una hidrofobicidad suficiente para
que sea adsorbida considerablemente en la biopelicula y en la biomasa suspendida. Por
otra parte, los compuestos mostrados en la Figura 4.26 tienen coeficientes de Henry en el
orden de 1078 a 10724, por lo que la remocién por arrastre con aire puede considerarse
despreciable.

Segun la estructura de las moléculas mostrada en la Figura 4.21, la biodegradacién de la
cafeina, doxiciclina, lovastatina y 1,7-dimetilxantina puede haberse favorecido por la pre-
sencia de grupos funcionales dentro de su estructura que actiian como fuertes donadores
de electrones, entre ellos el grupo aciloxilo (-OOCR), hidroxilo (-OH), amino y alqui-
lamino (-NHg, -NHR y -NRg). La alta biodegradabilidad de la cafeina, acetaminofén y
1,7-dimetilxantina en el tratamiento biolégico del agua residual coincide con lo reportado
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(a) Acoplado a estacién de control (b) Acercamiento a reactor

Figura 4.20. Prototipo en operacién

por Tran et al. (2018) y Ramirez-Morales et al. (2020). En particular, la remocién de la
1,7-dimetilxantina puede alterarse adicionalmente por la concentraciéon de cafeina en el
medio, al ser su compuesto parental, lo cual explica la mayor variabilidad observada en la
remocién de este metabolito.

Mientras tanto, el desempefio del prototipo desarrollado en la remocién de doxiciclina
(Figura 4.26) es significativamente superior a la reportada para la tecnologia convencional
de lodos activados (<20%) y al observado en PTAR de Costa Rica (Ramirez-Morales
et al., 2020; Verlicchi et al., 2012). La estructura porosa de la esponja vegetal puede
favorecer la interacciéon de moléculas de gran tamano y alto peso molecular, como la
doxiciclina y lovastatina, con la biopelicula. De este modo, se favorece la retencién de las
moléculas en el soporte de biopelicula y se aumenta la exposicion de estas a bacterias que
presentan una alta capacidad degradativa de hidrocarburos ciclicos y aromaticos, las cuales
no son abundantes en las tecnologias convencionales de lodos activados. Lo anterior podria
explicar la elevada remociéon de doxiciclina y lovastatina mostrada en la Figura 4.26.

Adicionalmente, en la literatura cientifica hay una escasez de informacién sobre la remocién
de lovastatina a través de PTAR. Sin embargo, segiin Ramirez-Morales et al. (2020) es
una de las tres moléculas que representan el mayor riesgo de ecotoxicidad en Costa Rica.
Asi también, es una de las moléculas de mayor persistencia en el efluente del tratamiento
primario y en tecnologias bioldgicas de crecimiento suspendido. Por lo tanto, a partir de lo
observado en la Figura 4.26, un reactor de biopelicula de lecho sumergido con un soporte
de esponja vegetal tiene el potencial de mitigar el riesgo de efectos adversos al ecosistema
por la liberacién de lovastina al ambiente tras el tratamiento de agua residual.

4.2.4 Produccién de sélidos

Por otra parte, en el Cuadro 4.9 se indica la generacion de sélidos a través de un reactor de
lecho fijo de biopelicula con los soportes de esponja vegetal, en modo continuo. La cantidad
de sélidos suspendidos presente en el efluente es considerablemente menor en comparacion
a la generada en tecnologias aerobias de crecimiento suspendido, tal como lodos activados
de aireacién extendida, el cual puede generar hasta 1000 mg de sélidos suspendidos més
por cada litro de agua residual (Von Sperling, 2007).
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Figura 4.21. Estructuras moleculares de farmacos (Royal Society of Chemistry, 2023)

Asi también, Abtahi et al. (2018) reportaron mayor generaciéon de lodo en un reactor
de biopelicula aerobio de lecho mévil, el cual produjo 1 340 mgSSTL™! en el efluente
al emplear agua residual sintética. Sin embargo, la cantidad de sélidos en sus soportes
plésticos (7.9 mg/soporte) en ese caso es considerablemente menor a la presentada en los
soportes de esponja vegetal empleados en este proyecto (Cuadro 4.9). De esta forma, se
determiné que los soportes de esponja vegetal empleados retienen una mayor proporciéon
de sélidos (incluyendo biomasa) en comparacién a otros soportes plasticos comerciales,
lo cual mejora la calidad de su efluente. La mayor acumulacion de nutrientes y mayor
proteccion de la biopelicula en la estructura interna porosa podrian favorecer la retencion
de la biomasa. Por otra parte, la concentracién de sélidos en el efluente del prototipo esta
por debajo del limite maximo sugerido en Costa Rica, para vertido en un cuerpo receptor
(Poder Ejecutivo de la Reptblica de Costa Rica, 2007).

Por las razones indicadas anteriormente, el uso de soportes vegetales como soporte de bio-
pelicula podria generar un potencial ahorro en la inversién requerida para el tratamiento
de lodos en comparacién con otras tecnologias aerobias de crecimiento suspendido y adhe-
rido. Ademads, gracias a la baja cantidad de sélidos en el efluente del reactor con soportes
naturales, se prevé un ahorro en los costos relacionados a la operacién y mantenimiento
de la infraestructura de tratamiento de lodos y en disposicién final. En conclusién, el uso
de un reactor de lecho fijo con soportes de esponja vegetal presenta un desempefio en
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Figura 4.22. Aspecto de soportes de esponja vegetal antes y después de operacién en
prototipo de reactor de biopelicula con soportes naturales
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Figura 4.23. Color del agua residual de la alimentacién y descarga en modo SBR

remocion de DQO similar a otros reactores aerobios para el tratamiento de agua residual,
pero podria tener el potencial de generar un ahorro en la inversién y en la operacién y
mantenimiento. Ademas, se recomienda evaluar el compostaje de la esponja vegetal em-
pleada como soporte de biopelicula, para asegurar que su disposicion final sea segura y
mitigue los impactos ambientales de las alternativas plasticas de soportes.

4.3. Remociéon de farmacos en agua residual mediante la
inmovilizacion de lodo aerobio en capsulas de alginato
de calcio

4.3.1 Capsulas preparadas

Se prepar6 capsulas de alginato de calcio a través del desarrollo de un método sencillo
y de bajo costo para la inmovilizacién de bacterias empleadas en el tratamiento de agua
residual. La formacién de cépsulas ocurre a través de una reaccién de gelacién con Ca?*
como agente entrecruzante. El uso de alginato de sodio, entre otras razones, se escogid
por su biocompatibilidad. Mientras tanto, la sal de Ca?* empleada fue CaCly debido a su
bajo costo y alta solubilidad en agua, lo cual permite mayor material disponible para la
reaccion con el alginato (Goff & Guo, 2019). Como resultado del goteo de la disolucién de
alginato en la disolucién de calcio (Figura 3.1), se obtuvo capsulas de alginato de calcio
de un tamano promedio de 3.10 + 0.23 mm, las cuales se muestran en la Figura 4.27.
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Figura 4.24. Remocién de DQO

Cuadro 4.9. Parametros de produccion de solidos en el prototipo desarrollado en modo
continuo

Parametro Valor
SST (mg/L) 125+ 5.3
Biomasa adherida (mg/g) 1100 + 56
Biomasa adherida
por unidad de soporte 219 £+ 56

(mg/soporte)

Se evalio la efectividad del atrapamiento de los microorganismos inoculados en las cadpsulas
de alginato preparadas. Como se observa en la Figura 4.28, hay una diferencia significa-
tiva (p<0.05) en la cantidad microorganismos contenidos en las cadpsulas inoculadas en
comparacién a la observada en las cdpsulas que no fueron inoculadas. De este modo, se
evidencia que hubo una inmovilizacion efectiva de biomasa en las capsulas de alginato
de calcio preparadas. Ademds, no se observé una diferencia significativa (p<0.05) en la
cantidad de biomasa en el sobrenadante tras 5 dias de operacién, por lo que hay indicios
de que hubo efectividad en la retencion de los microorganismos inmovilizados dentro de
la capsulas.

4.3.2 Remociéon DQO

Se observé una remocién de DQO de un 72.0 & 2.0 % en agua residual sintética aplicacién
de biomasa inmovilizada en las cdpsulas de alginato inoculadas (Figura 4.29). Ademads, tal
y como se puede ver en la Figura 4.30, en capsulas inoculadas se identificé un incremento
considerable en la cantidad de biomasa retenida en ellas.

Por lo tanto, las capsulas de alginato preparadas permitieron la transferencia de nutrientes
desde el agua residual hacia la biomasa ubicada dentro de las capsulas. Como se puede
notar, inicamente se evidencia una remocién significativa de materia organica, en térmi-
nos de DQO, y un aumento de biomasa en las cdpsulas que fueron inoculadas. De este
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Figura 4.25. Concentracién de farmacos en la alimentacién y descarga del prototipo

modo, microorganismos inmovilizados en las capsulas de alginato de calcio preparadas
consumieron materia orgdnica del agua residual, por lo cual hubo el aumento de densidad
celular evidenciado, y una reduccién de DQO.

Asi también, en la Figura 4.29 se observa que la remocién a través de las cdpsulas que
no fueron inoculadas fue despreciable. Por lo tanto, se concluye que, en comparacién con
la adsorcién y otros factores abidticos, la biodegradacién es el principal mecanismo de
remocioén de materia organica al aplicar los microorganismos inmovilizados.

Por otra parte, se obtuvo una remocién global de DQO de (81.3 + 1.1) % en un sistema en
serie del prototipo de reactor de biopelicula desarrollado seguido por un reactor de lodo
aerobio inmovilizado en capsulas de alginato de calcio en suspension. Como se puede notar
en la Figura 4.31, al incorporar el tratamiento con lodo inmovilizado se redujo la remocién
de DQO, por lo hubo un incremento de la materia organica soluble tras el paso del agua
residual en él. El aumento de la materia organica soluble pudo deberse a la solubilizacién
(desgaste) de las capsulas de alginato de calcio preparadas durante la operacién.

4.3.3 Remocion de farmacos
Hubo una baja remocién para los firmacos estudiados (<40 %), a excepcién de la oflo-
xacina, acetaminofén, naproxeno y 1,7-dimetilxantina, los cuales tuvieron una remocién
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Figura 4.26. Remocién de farmacos
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Figura 4.27. Capsulas de alginato de calcio preparadas

moderada (40 % - 60 %), tal y como se ilustra en la Figura 4.32. En particular, a diferencia
de las remocioén de otras moléculas, no se observé una contribucién de biodegradaciéon en
la remocién global de la risperidona y lovastatina. La risperidona tiene un atomo de flaor
(-F) unido a un anillo aromético (Figura 4.211), por lo que es un aceptor de electrones, lo
cual perjudica su biodegradacién por metabolismo aerobio. Por otra parte, tal y como se
indica en el Cuadro 4.8, la lovastina es predominantemente hidrofébica (logD>2.5), por
lo que hay una mayor resistencia a la transferencia de masa en el medio acuoso, y asi se
reduce su rapidez de biodegradacion. Ademads, en comparacién al prototipo de biopelicula
desarrollado en este proyecto, la retencion en las capsulas podria ser menor, por lo que la
remocién observada de la lovastina en este caso es mas baja.

Por otra parte, en la Figura 4.32 se puede notar que la biodegradaciéon es el principal
mecanismo de la remocién del naproxeno y 1,7-dimetilxantina, la remocién total (DT) es
mayor en comparacion a la remociéon observada por factores abidticos. Como se puede ver
en la Figura 4.21j y Figura 4.21c, ambas moléculas tienen grupos donadores de electrones
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Figura 4.28. Absorbancia de capsulas de alginato de calcio disueltas en citrato de sodio
al 2.5 % tras 5 dias de operacion en agua de 6smosis estéril
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Figura 4.29. Remocién de DQO al aplicar capsulas de alginato de calcio inoculadas y no
inoculadas con lodo aerobio

fuertes (-OR y -NH), que favorecen su metabolismo aerobio. Ademads, no se retienen con-
siderablemente en la superficie de las capsulas de alginato de calcio, la contribucion de la
adsorcién en la remocién es baja, por lo que podrian difundirse facilmente a través de las
capsulas hasta ser absorbidas por los microorganismos inmovilizados.

Mientras tanto, el efecto de la adsorcién (DA) es mas apreciable en la remocién de la
ofloxacina y acetaminofén. En este caso, la remocion de la acetaminofén por adsorcion
compone cerca de un 50 % de su remocion global. Por lo tanto, las fuerzas intermoleculares,
tales como puentes de hidrégeno y dipolo-dipolo, entre la acetaminofén y la superficie
hidrofilica de las cadpsulas pudieron favorecer su retenciéon. La acetaminofén ha demostrado
ser muy biodegradable en el tratamiento biolégico aerobio (Kumar et al., 2022; Ramirez-
Morales et al., 2020), por lo que algunas moléculas pudieron transportarse a través de la
pared de la capsula y ser ficilmente absorbida por los microorganismos inmovilizados, lo
que explica la remocién por biodegradaciéon observada.

Por otra parte, la ofloxacina es un antibidtico persistente en aguas residuales en diferentes
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Figura 4.30. Absorbancia de cdpsulas de alginato de calcio disueltas en citrato de sodio
al 2.5 % tras 7 dias de operacién en residual sintética (A = 600 nm)
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Figura 4.31. Remocién de DQO del prototipo de biopelicula (RLFB) y en serie con un
reactor con lodo aerobio inmovilizado en capsulas de alginato de calcio preparadas en
suspension

regiones geograficas y en Costa Rica presenta un alto riesgo de generar efectos adversos en
el ecosistema por su presencia en aguas residuales liberadas al ambiente (Ramirez-Morales
et al., 2020; Tran et al., 2018). En este caso, el gran tamano (Figura 4.21k) y elevado peso
molecular (Cuadro 4.8) de la ofloxacina pudieron facilitar su retencién en las capsulas de
alginato de calcio y asi aumentar su remocion. Ademas, a diferencia de la risperidona, el
grupo -NR3 de esta molécula puede estabilizarse por efecto mesomérico, por lo que actta
como un donador de electrones, y asi facilita su biodegradacion.

4.3.4 Cambio temporal de capsulas inmovilizadas

Las capsulas preparadas fueron estables durante al menos un mes de operacién en agua
residual sintética, no presentaron una degradacién excesiva durante su uso. En la Cua-
dro 4.10 se indica el tamafio promedio de las capsulas con respecto al tiempo y en la
Figura 4.33 se muestran la apariencia de las capsulas preparadas a través del tiempo.
Como se puede notar, a diferencia de las cadpsulas que no fueron inoculadas, las cadpsulas
inoculadas presentaron “puntos oscuros” visibles después de una semana de operacién.
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Figura 4.32. Remocién de farmacos en agua residual sintética al aplicar lodo aerobio
inmovilizado en cdpsulas de alginato de calcio a 200 rpm (DA-A: Abidtico, sin adsorcion;
DA: Abidtico, con adsorcién; DT: Global, con biodegradacién)

Asi también, como se muestra en la Figura 4.34, se identificé un crecimiento de biomasa
significativo (p<0.05) en las cdpsulas inoculadas, tras una semana de operaciéon. En este
caso, el crecimiento de biomasa pudo favorecer la generacién de grumos de biomasa de
mayor tamafnio dentro de las capsulas de alginato, los cuales se podrian apreciar como
“puntos oscuros” al verlos con el estereoscopio.

En la Figura 4.35 se puede ver que la variabilidad en la mediciéon de biomasa aumenté con-
siderablemente a partir de la tercera semana. Factores no controlados, como la uniformidad
de la superficie de las capsulas, pudieron agravarse con la degradacion de las capsulas. De
esta forma, pudo haber mayor diferencia en el transporte de materiales a través de la
capsula y en la liberacion de microorganismos desde ellas, por lo que la concentracion de
biomasa en la tercera y cuarta semana presentd mayor variaciéon en comparaciéon a las
semanas anteriores.

Por otro lado, las cdpsulas con microorganismos inmovilizados tuvieron un incremento
significativo de tamano (p<0.05) después de la tercera semana de operacién. El aumento
de tamano se puede atribuir al flujo desde el seno del agua residual hacia las capsulas
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Cuadro 4.10. Tamafio de capsulas de alginato de calcio con lodo aerobio inmovilizado

Tiempo transcurrido @ Tamano

(d) (mm)
0 3.10 £ 0.23
7 3.21 £0.12
14 3.29 £ 0.17
21 3.52 + 0.17
28 3.50 £ 0.19
Estado de
capsulas de Inicio 1 semana de 4 semanas de
alginato de (antes de incubacion) incubacion incubacion
calcio

No inoculadas

Inoculadas

e

Figura 4.33. Aspecto de cdpsulas de alginato de calcio preparadas con respecto al tiempo

favorecido por factores como la degradacién superficial e incremento de la concentracién
de materia organica dentro de ellas. En ambos casos, se favorece el flujo de agua hacia el
interior de la capsula gracias a la 6smosis.

El aumento de tamano de las capsulas preparadas con respecto al tiempo difiere de la
tendencia reportada en la literatura cientifica en casos similares, en los cuales ocurre una
disminucién de tamano, atribuido principalmente por su erosién (Kube et al., 2021; Saxena
et al., 2021). Por lo que, en este caso, se podria deducir que predoming la tasa de flujo de
medio hacia el interior en comparacion a la rapidez de pérdida de material por erosion.

En conclusién, se inmovilizé6 microorganismos de lodo aerobio en capsulas de alginato de
calcio efectivamente durante al menos 15 dias. De este modo se puede remover materia or-
ganica, en términos de DQQO, principalmente por biodegradacién. Asi también puede remo-
verse moderadamente (40-55 %) naproxeno, ofloxacina, acetaminofén y 1,7-dimetilxantina.
Ademés se comprob6 que el método de inmovilizacién empleado aumenta ligeramente la
DQO del agua residual en modo continuo, por lo que se recomienda en aplicaciones donde
la probabilidad de sobrepasar el maximo permisible de DQO sea baja.
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62



5

5.1.

Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

La aplicacion del DFC facilité la toma de decisiones durante el desarrollo del prototi-
po de reactor de biopelicula. La identificacién de requerimientos técnicos prioritarios
permitié discernir con facilidad la mejor ruta para satisfacer las necesidades del usua-
rio final del producto (o cliente).

Para la satisfaccion de las necesidades y expectativas del usuario final en el desarro-
llo del prototipo de reactor de biopelicula fue necesario priorizar la disponibilidad
sobre la resistencia a la corrosion y térmica de los componentes. Asimismo, se le dio
mayor relevancia a la disponibilidad con respecto a la eficiencia en la transferencia
de oxigeno del burbujeador y a la biodegradabilidad del soporte natural. Ademas,
se concluyé que se debe velar por el uso de un recipiente de aireacién transparente
y con volumen minimo, a pesar de que no sea soldable.

Un SAF corresponde a la mejor alternativa para su uso en la investigacion de remo-
cién de farmacos en agua residual en el contexto de América Latina y el Caribe en
comparacion con el MBR y el MBBR.

Al emplear una pajilla de acero inoxidable (¢=5 mm) como burbujeador y al aplicar
un flujo de aire de 0.09 m3-h~! se generan condiciones aerobias en el prototipo de
reactor de biopelicula desarrollado (OD=7.10 + 0.01 mgL~1).

A través del proceso de desarrollo descrito en el Apartado 4.1 se puede obtener un
prototipo de reactor de biopelicula aerobio costo-efectivo (inversién <62 000 CRC) y
funcional en modo continuo, con una capacidad de 400 mL, esterilizable, reutilizable
y facilmente acoplable a un médulo de control automéatico de bioprocesos.

La consideracién de cafeina, ibuprofeno, difenhidramina, gemfibrozil, dimetilxanti-
na, acetaminofén, naproxeno, lovastatina, risperidona, ketoprofeno, ofloxacino y/o
doxiciclina en investigaciones de remocién de farmacos aumentan la representativi-
dad de sus resultados para el contexto de Costa Rica. Estas sustancias son relevantes
en el pais por su frecuencia, persistencia o por un alto riesgo de efectos adversos al
ecosistema por su liberaciéon a través del vertido de agua residual.

El prototipo de reactor de biopelicula con soporte de esponja vegetal presenté un
periodo de arranque menor o igual a 7 dias en modo continuo, menor al comtinmente
presentado al emplear soportes de biopelicula plasticos. Por lo que esta configuracién
tiene el potencial de generar ahorros operativos durante este periodo.

Un reactor de biopelicula aerobio de lecho sumergido con soporte de esponja vegetal
tiene potencial para la remocién de DQO en aguas residuales municipales. La re-
mocién promedio de DQO fue de (91.04 + 0.02) % y su efluente tuvo una DQO de
35.449.5 mg L1

No hay remocion considerable de naproxeno, gemfibrozil y ketoprofeno a través del
funcionamiento en modo secuencial por lotes de un reactor de biopelicula aerobio de
lecho sumergido con soporte de esponja vegetal, la remocién presentada del prototipo
fue negativa. Por lo tanto, es necesario la aplicacién de un tratamiento terciario
adecuado para su remocion.
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El prototipo de reactor de biopelicula aerobio de lecho sumergido con soporte de
esponja vegetal desarrollado remueve moderadamente acetaminofén (504+19 %) y
1,7-dimetilxantina (77+33 %) al operar en modo secuencial por lotes. Ademés, tiene
un alto desempeno en la remocién de doxiciclina (83+3 %), lovastatina (80+7 %) y
cafeina (9745 %).

Los soportes individuales de biopelicula de esponja vegetal del prototipo desarrollado
retienen mayor cantidad de biomasa (>210 mg -soporte™!) en comparacién a los
soportes plasticos empleados en un MBBR, en operacién continua.

El prototipo desarrollado presenta un potencial de ahorro en la inversién de infraes-
tructura para el tratamiento de lodos y disposicién de biosélidos y en sus respectivos
costos operativos. La cantidad de SST puede ser de tan solo un 1.2 % a la usualmente
presentada en tecnologias de crecimiento suspendido y a la del MBBR.

Hubo una inmovilizacién efectiva de microorganismos de lodo aerobio en las capsulas
de alginato de calcio preparadas.

Las capsulas preparadas permiten la transferencia de materia organica hacia los
microorganismos inmovilizados, se detecté una remociéon de DQO de 72.0 £ 2.0% y
un simultdneo y significativo crecimiento de biomasa tras 7 dias de incubacién.

El uso de un reactor con microorganismos de lodo aerobio inmovilizados en capsulas
de alginato de calcio suspendidas aumenta la cantidad de materia organica soluble
del agua residual. Por lo tanto, en comparacién con un reactor de lecho de biopelicula
sumergido con esponja vegetal como soporte, la DQO del efluente tiende a ser mayor.

La biodegradacion es el principal mecanismo de remocion de DQO al aplicar micro-
organismos de lodo aerobio inmovilizados en las capsulas de alginato de calcio. No
hubo una remocién considerable por efectos abidticos.

A través de la aplicacién de microorganismos de lodo aerobio inmovilizados en las
capsulas de alginato de calcio hay una baja remocién (<40 %) de risperidona, ca-
feina, ketoprofeno, difenhidramina, gemfibrozil y lovastatina . Mientras que se pue-
de remover moderadamente (>40%) naproxeno, ofloxacina , acetaminofén y 1,7-
dimetilxantina.

La erosion de las capsulas de alginato de calcio con microorganismos de lodo aerobio
inmovilizados es menor a la expansiéon provocada en su incubaciéon durante 28 dias.
Su tamano incrementé significativamente.

Hay una retencion efectiva de los microorganismos de lodo aerobio inmovilizados en
las capsulas de alginato de calcio durante al menos 15 dias.

Recomendaciones

Ejecutar reuniones de intercambio en las etapas tempranas de disefio con las perso-
nas encargadas de la construccién, con el objetivo de identificar soluciones viables
de acuerdo a los recursos disponibles y capacidades, y asi disminuir el costo de re-
trocesos.

Distinguir la vida 1til de la esponja vegetal en las condiciones de operacién de un
reactor de biopelicula antes de su construcciéon a gran escala.

Desarrollar un estudio de mercado de esponjas vegetales Luffa cilyndrica para me-
jorar la exactitud de la inversién requerida en la implementacion a gran escala.



Disenar dispositivos que faciliten renovar facilmente la esponja vegetal empleada
como un soporte de biopelicula fijo.

Calibrar periddicamente las bombas peristalticas en la operaciéon en continuo de un
reactor de biopelicula a escala de laboratorio.

Evaluar el desempeno de la esponja vegetal como soporte de biopelicula en la remo-
cién de fésforo, nitrogeno y sélidos.

Acoplar un tratamiento terciario al prototipo de reactor de biopelicula desarrollado
para mejorar la remocién de ketoprofeno, gemfibrozil y naproxeno.

Investigar el control del grosor de la biopelicula en soportes de esponja vegetal.

Cuantificar los residuos de farmacos que puedan estar en el mejorador de suelo (tal
como compost) obtenido por el compostaje de la esponja vegetal empleado como
soporte de biopelicula en el tratamiento de agua residual.

Estudiar el desempeno de un reactor anaerobio de biopelicula de lecho fijo sumergido
con esponjas vegetales como soportes en la remocién de farmacos en agua residual.

Evaluar el TRH en el prototipo de reactor de biopelicula desarrollado para la mejora
del desempefio del reactor en la remocién de farmacos es recomendable.

Investigar el desempefio de microorganismos inmovilizados con capacidad degrada-
dora superior de firmacos en aguas residuales en capsulas de alginato de calcio.

Estudiar el efecto de variables del proceso de gelacién sobre la retencién de microor-
ganismos inmovilizados en capsulas de alginato de calcio y el transporte de nutrientes
a través de ellas.

Correlacionar la senal de absorbancia y conteo de células en placa para la cuantifi-
cacion de biomasa con células inmovilizadas.
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A.1. Herramientas de DFC
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Figura A.1. Casa de la Calidad para el desarrollo de un prototipo de reactor de biopelicula
a escala de laboratorio

Matriz de puntuacion
En el Cuadro A.1 se indica la puntuaciéon de cada interrelacién entre los requerimientos

del Cliente y requisitos técnicos, A: Uniones soldadas, B: Componentes con alta dispo-
nibilidad, C: Materiales con elevada resistencia a la corrosion, D: Materiales no téxicos,
E: Materiales con alta estabilidad térmica, F: Minimo volumen de recipiente, G: Material
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con baja biodegradabilidad, H: Minimo ntimero de componentes, I: Ntiimero reducido de
superficies de contacto, J: Minima cantidad de aberturas hacia el ambiente, K: Recipiente
transparente y L: Implementacién de burbujeador eficaz.

Cuadro A.1l. Puntuacién de la relaciéon entre requerimientos del cliente y requisitos téc-
nicos (10: Alta relacién 3:Moderada, 1: Baja relacién )

Requerimientos de Puntuacion Atributos técnicos
Cliente deCliente A B C D E F G H I J K L
Hermético 3 10 0 3 0 3 0 3 3 10 10 0 0
Bajo costo 10 o 10 0o 1 o0 10 1 10 3 3 0 0
de inversién
Autoclavable 1 0 1 3 1 10 1 3 0 0 0 0 0
Bajo costo 10 0O 10 1 10 3 10 10 10 3 10 10 10
operativo
No téxico 10 o 3 0 10 0 0 0o 1 0 3 0 3
Stmplicidad de 3 0 3 1 10 1 3 1 10 10 3 1 0
ensamblaje
Operacion 10 O 0o 1 10 0 10 1 0 0 1 0 10
aerobia
Facilidad de 10 3 3 0 10 0 3 1 3 1 1 10 0
mspeccion
Vida ttil 3 1 3 10 1 10 o 10 1 3 o0 1 3
mayor a un ano
Flexibilidad 3 1 3 3 10 3 10 10 0 3 3 10 10
de operacion
Puntaje Total 88 288 74 474 91 370 205 282 148 228 236 269

A.2. Datos experimentales y resultados intermedios

Cuadro A.2. Masa de unidades de soporte de esponja vegetal en forma de disco y aro

Tipo Masa
(£0.001 g)
Aro 0.264
Aro 0.197
Aro 0.310
Aro 0.180
Aro 0.179
Aro 0.151
Aro 0.135
Aro 0.160
Aro 0.310
Aro 0.220
Aro 0.223
Aro 0.173
Aro 0.181
Aro 0.145
Aro 0.152
Aro 0.345
Aro 0.152
Aro 0.177
Aro 0.120
Aro 0.308
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Cuadro A.2 (Continuacién desde la pagina anterior)

Tipo Masa
(£0.001 g)

Aro 0.171
Aro 0.334
Aro 0.182
Aro 0.136
Aro 0.235
Aro 0.155
Disco 0.195
Disco 0.158
Disco 0.243
Disco 0.220
Disco 0.172
Disco 0.137
Disco 0.239
Disco 0.176
Disco 0.330
Disco 0.158
Disco 0.289
Disco 0.351
Disco 0.289
Disco 0.220
Disco 0.230
Disco 0.163
Disco 0.194
Disco 0.157
Disco 0.334
Disco 0.171
Disco 0.192
Disco 0.189
Disco 0.223
Disco 0.272
Disco 0.143
Disco 0.165
Promedio 0.210

Cuadro A.3. Priorizacién de farmacos en agua residuales de Costa Rica

FArmaco Puntuacién
Frecuencia Frecuencia Cociente
Influente Efluente de Riesgo Total
F; i F, e H Q

Cafeina 10 10 5 30
Ibuprofeno 10 10 5 30
Difenhidramina 5 5 10 30
Gemfibrozil 5 10 5 25
Dimetilxantina 10 10 1 22
Naproxeno 10 10 1 22




Cuadro A.3 (Continuacién desde la pagina anterior)

FArmaco Puntuacién
Frecuencia Frecuencia Cociente
Influente Efluente de Riesgo Total
Fi Fe HQ

Risperidona 1 1 10 22
Lovastatina 1 1 10 22
Acetaminofén 10 5 1 17
Ketoprofeno 5 10 1 17
Oflaxacino 1 1 5 12
Doxiciclina 1 1 5 12
Albendazol 1 1 5 12
Diclofenaco 1 1 5 12
Trimetropin 1 1 ) 12
Azitromicina 1 1 5 12
Claritromicina 1 1 5 12
Fluoxetina 1 1 5 12
Codeina 1 1 5 12
Ciprofloxacino 5 1 1 8
Sulfametoxazol 5 1 1 8
Carbamacepina 1 5 1 8
Pseudofedrina 1 1 1 4
Cefalexina 1 1 1 4
Enrofloxacina 1 1 1 4
Bacitracina 1 1 1 4
Atenolol 1 1 1 4
Metronidazol 1 1 1 4
Clindamicina, 1 1 1 4
Sertralina 1 1 1 4
Acido mefendmico 1 1 1 4
Indometacina 1 1 1 4
Lorazepam 1 1 1 4

Cuadro A.4. Remocién de DQO en modo continuo

Tiempo de DQO (mg/L) ..
operacién (d) Influente Efluente Remocién (%)
7 343 £17 35+ 19 89.80 £ 0.25
11 431 + 17 <30 >93.04
15 414 £ 17 <30 >92.75
18 383 £ 17 <30 >92.17
21 414 + 17 52 £ 18 87.44 + 0.17

Cuadro A.5. Concentracion de farmacos para la evaluacién de su remocién en modo SBR

Repeticion  Elemento Farmaco Concentracién (pgL™!)
1 Alimentacién 1,7-dimetilxantina 4.80 £+ 2.43
1 Descarga 1,7-dimetilxantina 2.91 £+ 1.58
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Cuadro A.5 (Continuacién desde la pagina anterior)

Repeticion  Elemento Farmaco Concentracién (ngL—!)
2 Alimentacién 1,7-dimetilxantina 3.91 £+ 2.04
2 Descarga 1,7-dimetilxantina NC
3 Alimentacién 1,7-dimetilxantina 5.02 £ 2.52
3 Descarga 1,7-dimetilxantina ND
1 Alimentaciéon Acetaminofén 5.28 + 2.63
1 Descarga Acetaminofén 3.79 £ 1.98
2 Alimentacién Acetaminofén 7.47 £ 3.53
2 Descarga Acetaminofén 2.71 + 1.49
3 Alimentacién Acetaminofén 7.5 + 3.55
3 Descarga Acetaminofén 3.17 £ 1.70
1 Alimentacién Cafeina 43.61 £+ 15.81
1 Descarga Cafeina 3.87 £ 2.02
2 Alimentacién Cafeina 43.37 £ 15.74
2 Descarga Cafeina NC
3 Alimentacién Cafeina 47.42 + 16.98
3 Descarga Cafeina NC
1 Alimentacién Doxiciclina 9.33 £+ 4.27
1 Descarga Doxiciclina 1.32 + 0.81
2 Alimentacién Doxiciclina 13.98 £ 6.01
2 Descarga Doxiciclina 2.2 +1.25
3 Alimentacién Doxiciclina 13.23 £ 5.74
3 Descarga Doxiciclina 2.68 £+ 1.48
1 Alimentacién Gemfibrozil 0.63 + 0.43
1 Descarga Gemfibrozil 8.89 £+ 4.10
2 Alimentacién Gemfibrozil 0.9 £ 0.59
2 Descarga Gemfibrozil 13.46 + 5.83
3 Alimentaciéon Gemfibrozil 0.95 4+ 0.61
3 Descarga Gemfibrozil 15.66 £ 6.62
1 Alimentacién Ketoprofeno 0.25 £ 0.20
1 Descarga Ketoprofeno 0.32 £ 0.24
2 Alimentacién Ketoprofeno 0.27 £ 0.21
2 Descarga Ketoprofeno 0.31 £ 0.24
3 Alimentacién Ketoprofeno 0.25 + 0.20
3 Descarga Ketoprofeno 0.36 £ 0.27
1 Alimentacién Lovastatina 1.03 £+ 0.66
1 Descarga Lovastatina NC
2 Alimentacién Lovastatina 0.81 4+ 0.53
2 Descarga Lovastatina NC
3 Alimentacién Lovastatina 0.78 4+ 0.52
3 Descarga Lovastatina 0.10 £ 0.27
1 Alimentacién Naproxeno 1.88 + 1.09
1 Descarga Naproxeno 2.66 £+ 1.47
2 Alimentacién Naproxeno 2.02 £ 1.16
2 Descarga Naproxeno 2.80 £ 1.54
3 Alimentacién Naproxeno 1.89 £ 1.10
3 Descarga Naproxeno 3.13 £ 1.69
1 Alimentacién  Difenhidramina NC
1 Descarga Difenhidramina ND
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Cuadro A.5 (Continuacién desde la pagina anterior)

Repeticion  Elemento Farmaco Concentracién (ngL—!)
2 Alimentacién  Difenhidramina NC
2 Descarga Difenhidramina ND
3 Alimentacién  Difenhidramina NC
3 Descarga Difenhidramina ND
1 Alimentaciéon Ofloxacina ND
1 Descarga Ofloxacina ND
2 Alimentacién Ofloxacina ND
2 Descarga Ofloxacina ND
3 Alimentacién Ofloxacina ND
3 Descarga Ofloxacina ND
1 Alimentacién Risperidona ND
1 Descarga Risperidona ND
2 Alimentacién Risperidona ND
2 Descarga Risperidona ND
3 Alimentacién Risperidona ND
3 Descarga Risperidona ND

Cuadro A.6. Remocién de farmacos en modo SBR

FArmaco Remocion
1 2 3 Promedio

1,7-dimetilxantina 39 % >95%  >98% 7%
Acetaminofén 28 % 64 % 58 % 50 %
Cafeina 91 % 100 % 100 % 97 %
Doxiciclina 86 % 84 % 80 % 83 %

Gemfibrozil -1311%  -1396%  -1548% -1418 %
Ketoprofeno -28% -15% -44 % -29%
Lovastatina 80 % >74% >8T% 80 %
Naproxeno -41% -39% -66 % -49 %

Cuadro A.7. SST en el efluente del prototipo de biopelicula desarrollado (“sélo FBR”)
y el mismo acoplado a un reactor con capsulas de alginato inmovilizadas en suspension
(“En serie”) en modo continuo

Masa Y1
Tratamiento (&£ 0.0001 g) Masa de sélidos SST
Inicio  Final () (mg/T)

Blanco 38.0041 38.0044 0.0003 3.0
Blanco 35.2700 35.2702 0.0002 2.0
En serie 39.0038 39.0063 0.0025 62.5
En serie 43.4318 43.434 0.0022 55.0
Sélo FBR 35.5859 35.5864 0.0005 12.5
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Cuadro A.8. Mediciéon de masa para la determinacion de humedad de esponjas vegetales

Masa
ID (£0.0001 g)

Masa de agua Humedad

Antes Después () H (%)
1 33.9308 33.9167 0.0141 6.7 %
2 36.4331  36.4075 0.0256 12.2%

Cuadro A.9. Medicién de masa para la determinaciéon de biomasa adherida a esponjas
vegetales

Elemento Masa (g)

Esponjas vegetales

) .001
tras operacién (Masa seca) 7.097 £ 0.00
Esponjas vegetales
antes de operacién (Masa himeda) 3.733 £ 0.001
Esponjas vegetales

. 1

antes de operacién (Masa seca) 3.38 £0.13
Sélidos adheridos 3.37 £ 0.13

Cuadro A.10. Absorbancia (A=600 nm) en ensayo para la determinacién de la efectividad
de retencién de encapsulamiento

Tiempo de Tiempo de Absorbancia (£0.0001)

Muestra Inoculacion

gelacién (h) incubacién (d) 1 2 3
Medio Si 2 0 0.0033 0.0033 0.0032
Medio Si 2 0 0.0105 0.0104 0.0104
Medio No 2 0 -0.001 -0.001 -0.001
Medio No 2 0 0.0043 0.0042 0.0043
Medio Si 15 0 -0.007  -0.007 -0.007
Medio Si 15 0 -0.005 -0.005 -0.005
Medio No 15 0 -0.002  -0.002 -0.002
Medio No 15 0 -0.004 -0.004 -0.004
Cépsulas Si 2 0 0.0053 0.0053 0.0053
Capsulas No 2 0 0.0039 0.0039 0.0039
Cépsulas Si 15 0 0.0061 0.0077 0.0084
Cépsulas No 15 0 0.0047 0.0047 0.0048
Medio Si 2 ) 0.0000 0.0000 0.0000
Medio Si 2 ) 0.0024 0.0024 0.0024
Medio No 2 ) 0.0000 0.0000 0.0000
Medio No 2 ) 0.0005 0.0005 0.0004
Medio Si 15 5) 0.0002 0.0002 0.0002
Medio Si 15 ) 0.0018 0.0016 0.0016
Medio No 15 ) 0.0017 0.0015 0.0015
Medio No 15 5 0.0002 0.0003 0.0003
Cépsulas Si 2 5) 0.0131 0.0130 0.0129
Cépsulas Si 2 ) 0.0103 0.0104 0.0102
Cépsulas No 2 ) 0.0041 0.0045 0.0045
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Cuadro A.10 (Continuacién desde la pagina anterior)
Tiempo de Tiempo de Absorbancia (£0.0001)

Muestra Inoculacion

gelacién(h) incubacién (d) 1 2 3
Cépsulas No 2 ) 0.0055 0.0060 0.0059
Cépsulas Si 15 ) 0.0094 0.0093 0.0092
Cépsulas Si 15 5) 0.0113 0.0114 0.0114
Cépsulas No 15 ) 0.0059  0.0060 0.0060
Cépsulas No 15 5) 0.0063 0.0063 0.0064

Cuadro A.11. Absorbancia de capsulas de alginato de calcio disueltas en acético anhi-
drido 2.5 % y agua residual sintética tras 7 dias de incubacién en agua residual sintética
( =600 nm) en ensayo de remocién de DQO

Tiempo de .. Absorbancia (4+0.0001)

.. Inoculacién
operacién (d) 1 2 3

0 No 0.0047 0.0047  0.0046
0 Si 0.018 0.0181 0.0179
7 No 0.0081  0.008 0.008
7 No 0.0031 0.003 0.0029
7 St 0.0495 0.0497  0.0497
7 Si 0.0469 0.0457 0.0456

Cuadro A.12. DQO en la evaluacién de su remocion a través de las cadpsulas preparadas

ID DQO (mg/L)
Alimentacién 488
NI1 509
NI2 469
11 132
12 146

Cuadro A.13. DQO en la comparacion de la remocién del prototipo de reactor de bio-
pelicula propuesto (RLFB) y acoplado con un reactor con lodo aerobio inmovilizado en
cépsulas preparadas (RIM) en modo continuo

1D DQO (mg/L) Remocién
Influente Efluente DQO
RLFB1 483 68 86 %
RLFB2 387 8.5 98 %
RLFB+RIM1 503 98 81%
RLFB+RIM2 379 68 82 %
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Cuadro A.14. Concentracién de firmacos en agua residual sintética en ensayo de re-
mocién con lodo aerobio inmovilizado en capsulas de alginato de calcio preparadas (A:
Alimentacién, DA-A: Abidtico sin adsorcién en capsulas, DA: Abidtico, incluyendo adsor-

ci6n, DT: Remocién global, incluyendo biodegradacién)

Réplica Tratamiento

Farmaco

Concentracién (pgL~!)

1

R W WNEFE WNFFDNNRFE WNDFE WNDRFE WNDFEFDNRFE WNDFE WNDRFE WNDFE DN WNDRFE WD - W

DA
DA
DA
DT
DT
DT
DA-A
DA-A
DA-A

DA
DA
DA
DT
DT
DT
DA-A
DA-A
DA-A

DA
DA
DA
DT
DT
DT
DA-A
DA-A
DA-A

DA
DA
DA
DT
DT
DT
DA-A
DA-A
DA-A

1,7-dimetilxantina
1,7-dimetilxantina
1,7-dimetilxantina
1,7-dimetilxantina
1,7-dimetilxantina
1,7-dimetilxantina
1,7-dimetilxantina
1,7-dimetilxantina
1,7-dimetilxantina
1,7-dimetilxantina
1,7-dimetilxantina
Acetaminofén
Acetaminofén
Acetaminofén
Acetaminofén
Acetaminofén
Acetaminofén
Acetaminofén
Acetaminofén
Acetaminofén
Acetaminofén
Acetaminofén
Cafeina
Cafeina
Cafeina
Cafeina
Cafeina
Cafeina
Cafeina
Cafeina
Cafeina
Cafeina
Cafeina
Difenhidramina
Difenhidramina
Difenhidramina
Difenhidramina
Difenhidramina
Difenhidramina
Difenhidramina
Difenhidramina,
Difenhidramina
Difenhidramina,
Difenhidramina

81.77 £ 26.97
91.05 £ 29.55
91.89 £ 29.78
45.90 £ 16.51
46.17 £ 16.60
38.53 £ 14.23
97.22 £ 31.24
115.72 £ 36.23
115.27 £ 36.11
93.36 £ 30.19
98.32 £ 31.54
149.22 £ 44.96
138.75 + 42.26
137.69 £ 41.99
92.55 £ 29.96
94.78 £+ 30.58
93.67 £ 30.27
248.86 £ 69.42
195.97 £ 56.67
196.28 £ 56.75
159.84 £ 47.66
240.91 £ 67.54
120.75 £ 37.56
113.20 + 35.56
112.42 £ 35.35
107.68 £ 34.08
105.33 £ 33.44
101.83 + 32.50
148.63 + 44.81
139.13 £ 42.36
141.72 £ 43.03
117.10 £ 36.59
146.39 + 44.23
149.94 + 45.14
140.89 + 42.82
139.79 £ 42.53
125.98 + 38.94
132.18 + 40.56
122.96 + 38.14
163.06 £ 48.48
174.06 £ 51.24
176.62 £ 51.88
145.81 £ 44.09
192.08 £ 55.71
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Cuadro A.14 (Continuacién desde la pagina anterior)

Réplica Tratamiento Farmaco Concentracién (ugL—!)
1 DA Gemfibrozil 203.69 £+ 58.56
2 DA Gemfibrozil 189.92 + 55.18
3 DA Gemfibrozil 191.55 £ 55.58
1 DT Gemfibrozil 155.54 + 46.57
2 DT Gemfibrozil 156.47 £+ 46.81
3 DT Gemfibrozil 161.61 4+ 48.11
1 DA-A Gemfibrozil 226.33 £+ 64.05
2 DA-A Gemfibrozil 234.84 + 66.09
3 DA-A Gemfibrozil 246.03 + 68.75
1 A Gemfibrozil 186.64 + 54.37
2 A Gemfibrozil 247.43 £ 69.09
1 DA Ketoprofeno 205.10 4+ 58.91
2 DA Ketoprofeno 193.73 + 56.12
3 DA Ketoprofeno 189.89 + 55.17
1 DT Ketoprofeno 171.39 + 50.57
2 DT Ketoprofeno 179.21 + 52.53
3 DT Ketoprofeno 177.91 + 52.20
1 DA-A Ketoprofeno 206.59 £+ 59.27
2 DA-A Ketoprofeno 222.27 4+ 63.07
3 DA-A Ketoprofeno 214.77 £ 61.26
1 A Ketoprofeno 190.30 £ 55.28
2 A Ketoprofeno 254.04 £ 70.65
1 DA Lovastatina 138.86 + 42.29
2 DA Lovastatina 141.07 + 42.86
3 DA Lovastatina 126.42 £+ 39.05
1 DT Lovastatina 137.00 &+ 41.81
2 DT Lovastatina 141.94 + 43.09
3 DT Lovastatina 127.14 + 39.24
1 DA-A Lovastatina 156.06 + 46.70
2 DA-A Lovastatina 65.14 + 22.23
3 DA-A Lovastatina 157.62 + 47.10
1 A Lovastatina 174.79 £ 51.42
2 A Lovastatina 248.70 £ 69.39
1 DA Naproxeno 137.30 £ 41.89
2 DA Naproxeno 130.79 + 40.20
3 DA Naproxeno 127.23 + 39.26
1 DT Naproxeno 98.91 + 31.70
2 DT Naproxeno 106.59 + 33.78
3 DT Naproxeno 46.57 + 16.72
1 DA-A Naproxeno 145.36 + 43.97
2 DA-A Naproxeno 148.11 + 44.67
3 DA-A Naproxeno 151.10 + 45.44
1 A Naproxeno 124.57 + 38.57
2 A Naproxeno 165.03 + 48.97
1 DA Ofloxacina 278.24 4+ 76.33
2 DA Ofloxacina 302.66 £+ 81.98
3 DA Ofloxacina 292.65 £+ 79.67
1 DT Ofloxacina 185.22 + 54.02
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Cuadro A.14 (Continuacién desde la pagina anterior)

Réplica Tratamiento Farmaco Concentracién (ngL—!)
2 DT Ofloxacina 187.96 + 54.70
3 DT Ofloxacina 186.61 + 54.36
1 DA-A Ofloxacina 342.34 4+ 91.02
2 DA-A Ofloxacina 339.76 4+ 90.44
3 DA-A Ofloxacina 356.70 4 94.26
1 A Ofloxacina 383.78 £ 100.30
2 A Ofloxacina, 398.25 £+ 103.51
1 DA Risperidona 88.40 4+ 28.82
2 DA Risperidona 62.12 + 21.36
3 DA Risperidona 41.60 £+ 15.19
1 DT Risperidona 92.94 4+ 30.07
2 DT Risperidona 100.64 + 32.17
3 DT Risperidona 96.42 + 31.02
1 DA-A Risperidona 93.94 + 30.35
2 DA-A Risperidona 89.12 + 29.02
3 DA-A Risperidona 86.25 + 28.22
1 A Risperidona 71.15 4+ 23.97
2 A Risperidona 107.47 + 34.02

Cuadro A.15. Tamano de cédpsulas de alginato de calcio preparadas durante 4 semanas

Semana ID Tipo (fézrgftzfn)
0 10 Inoculado 0.420
0 10 Inoculado 0.350
0 10 Inoculado 0.300
0 10 Inoculado 0.300
0 10 Inoculado 0.300
0 10 Inoculado 0.270
0 10 Inoculado 0.300
0 10 Inoculado 0.270
0 10 Inoculado 0.300
0 10 Inoculado 0.300
0 10 Inoculado 0.325
0 10 Inoculado 0.300
0 10 Inoculado 0.300
0 NI0O No inoculado 0.245
0 NIO  No inoculado 0.270
0 NI0O No inoculado 0.340
0 NIO No inoculado 0.240
0 NI0O No inoculado 0.310
0 NIO  No inoculado 0.290
0 NIO No inoculado 0.300
0 NIO No inoculado 0.320
0 NIO0O  No inoculado 0.300
0 NIO No inoculado 0.320
0 NIO  No inoculado 0.300
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Cuadro A.15 (Continuacién desde la pagina anterior)

Semana ID Tipo (f(;a:)rg;etz;)n)
0 NIO  No inoculado 0.360
0 NIO  No inoculado 0.320
1 11A Inoculado 0.320
1 1A Inoculado 0.325
1 I1A Inoculado 0.300
1 I11A Inoculado 0.330
1 11A Inoculado 0.300
1 I11A Inoculado 0.310
1 I1A Inoculado 0.330
1 11B Inoculado 0.300
1 I11B Inoculado 0.330
1 11B Inoculado 0.345
1 11B Inoculado 0.290
1 I11B Inoculado 0.300
1 11B Inoculado 0.365
1 I11B Inoculado 0.350
1 I11B Inoculado 0.315
1 NI1A No inoculado 0.360
1 NI1A No inoculado 0.300
1 NI1A No inoculado 0.300
1 NI1A No inoculado 0.310
1 NI1A No inoculado 0.340
1 NI1A No inoculado 0.330
1 NI1A No inoculado 0.310
1 NI1A No inoculado 0.375
1 NI1A No inoculado 0.360
1 NI1B No inoculado 0.350
1 NI1B No inoculado 0.310
1 NI1B No inoculado 0.300
1 NI1B No inoculado 0.350
1 NI1B No inoculado 0.310
1 NI1B No inoculado 0.350
1 NI1B No inoculado 0.355
2 12A Inoculado 0.330
2 12A Inoculado 0.355
2 12A Inoculado 0.300
2 12A Inoculado 0.330
2 12A Inoculado 0.320
2 12A Inoculado 0.300
2 12A Inoculado 0.300
2 12A Inoculado 0.340
2 12A Inoculado 0.310
2 12B Inoculado 0.320
2 12B Inoculado 0.340
2 12B Inoculado 0.290
2 12B Inoculado 0.350
2 12B Inoculado 0.335
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Cuadro A.15 (Continuacién desde la pagina anterior)

Semana ID Tipo (f(;i)rgfté‘fn)
2 12B Inoculado 0.325
2 12B Inoculado 0.425
3 I3A Inoculado 0.380
3 I3A Inoculado 0.365
3 I3A Inoculado 0.310
3 I3A Inoculado 0.380
3 I3A Inoculado 0.375
3 I3A Inoculado 0.300
3 I3A Inoculado 0.405
3 I3A Inoculado 0.320
3 I3A Inoculado 0.365
3 13B Inoculado 0.340
3 13B Inoculado 0.425
3 13B Inoculado 0.350
3 13B Inoculado 0.305
3 13B Inoculado 0.365
3 13B Inoculado 0.340
3 13B Inoculado 0.350
3 13B Inoculado 0.350
3 13B Inoculado 0.310
4 NI4B No inoculado 0.390
4 NI4B No inoculado 0.400
4 NI4B No inoculado 0.350
4 NI4B No inoculado 0.355
4 NI4B No inoculado 0.330
4 NI4B No inoculado 0.400
4 NI4B No inoculado 0.380
4 NI4B No inoculado 0.350
4 T4A Inoculado 0.380
4 I4A Inoculado 0.365
4 T4A Inoculado 0.385
4 I14A Inoculado 0.300
4 T4A Inoculado 0.330
4 I14A Inoculado 0.345
4 T4A Inoculado 0.360
4 14B Inoculado 0.375
4 14B Inoculado 0.380
4 14B Inoculado 0.400
4 14B Inoculado 0.315
4 14B Inoculado 0.300
4 14B Inoculado 0.310
4 14B Inoculado 0.360
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Cuadro A.16. Absorbancia de cdpsulas de alginato de calcio disueltas en acético anhi-
drido 2.5 % y agua residual sintética durante 4 semanas de incubacién (A=600 nm)

Absorbancia

Semana Elemento Tipo ID (£0.0001)
1 2 3
Céapsulas Inoculadas 10 0.0179 0.0181 0.0179

Céapsulas  No inoculadas NIO 0.0104 0.0103 0.0103
Céapsulas  No inoculadas NIO 0.0091 0.0081 0.0082
Céapsulas Inoculadas 10 0.0169 0.0169 0.0168
Capsulas Inoculadas 10 0.0209 0.0212 0.0216
Céapsulas  No inoculadas NIO 0.0141 0.0145 0.0145
Céapsulas  No inoculadas NIO 0.0095 0.0095 0.0092
Céapsulas Inoculadas 10 0.0146 0.0144 0.0142
Céapsulas  No inoculadas NIO 0.0223 0.0226 0.0226
Céapsulas  No inoculadas NIO 0.0513 0.0517 0.0525
Liquido No inoculadas LNI1A 0.0143 0.0142 0.0143
Liquido No inoculadas LNI1B 0.0189 0.018 0.0175
Liquido Inoculadas LITA 0.1603 0.1612 0.1615
Liquido Inoculadas LIIB 0.2816 0.2827 0.2839
Céapsulas  No inoculadas NI1A  0.0149 0.0148 0.0151
Capsulas  No inoculadas NI1B 0.0123 0.0123 0.0121
Céapsulas Inoculadas ITA  0.0654 0.0655 0.0655
Céapsulas Inoculadas I11B 0.0621 0.0622 0.0624
Liquido Inoculadas LI2A  0.0902 0.0900 0.0896
Liquido Inoculadas LI2B  0.1490 0.1487 0.1470
Céapsulas Inoculadas 12A 0.0409 0.0408 0.041
Céapsulas Inoculadas 12B 0.0393 0.0393 0.0393
Liquido Inoculadas LIBA  0.0777 0.0778 0.0780
Liquido Inoculadas LI3B  0.0835 0.0836 0.0836
Céapsulas Inoculadas I3A 0.0388 0.0388 0.0386
Céapsulas Inoculadas 13B 0.0442 0.0447 0.0443
Liquido No inoculadas LNI4A 0.1518 0.1519 0.1525
Liquido No inoculadas LNI4B 0.0097 0.0095 0.0100
Liquido Inoculadas LI4A  0.0648 0.0654 0.0659
Liquido Inoculadas LI4B  0.0986 0.0983 0.0988
Céapsulas  No inoculadas NI4A  0.0133 0.0129 0.0129
Céapsulas  No inoculadas NI4B  0.0111 0.0115 0.0112
Céapsulas Inoculadas T14A 0.0329 0.0328 0.0331
Céapsulas Inoculadas 14B 0.0378 0.0394 0.0409
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Cuadro A.17. Mediciéon de volumen y tiempo en la calibracién del flujo entregada por
una bomba peristaltica

Punto de ajuste Tiempo Volumen Flujo medido Error absoluto

(mL/min) (min) (mL) (mL/min) (mL)
0.8 3.92 4.0 1.02 0.22
0.6 5.17 4.0 0.77 0.17

0.4 3.67 2.0 0.55 0.15
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Cuadro A.17 (Continuacién desde la pagina anterior)

Punto de ajuste Tiempo Volumen Flujo medido Error absoluto

(mL/min) (min) (mL) (mL/min) (mL)
0.3 4.57 2.1 0.46 0.16
0.2 5.70 2.0 0.35 0.15

A.3. Muestra de calculo

Estimacién del espesor de una tapa plana
El espesor de una tapa plana para el prototipo de reactor se estimé al aplicar la ecua-

cién (4.1), tal y como se indica a continuacién:

0.25 - 0.334 Nmm_2>1/2

t = 115mm -
. < 103 Nmm-2 - 0.85

La presién de diseno incluyo un 10 % de factor de seguridad y el material es acero inoxidable
AISI 304. Por lo tanto, se obtiene:

t = 3.55mm

Adicionalmente se emplean 0.45 mm de factor de corrosion, por lo que el espesor final
minimo recomendado es de 4.00 mm.

Determinaciéon de la remocién de contaminantes

La remocién de contaminantes por la aplicaciéon de alguna tecnologia se determiné a través
de la ecuacién (3.2). Por lo tanto, al emplear los datos del Cuadro A.13, fila 3, columnas
2 y 3, se obtiene:

483 — 68
R=——r—

- 100
483 %

R=286%

Cuantificacién de biomasa adherida
En primer lugar se célculo la humedad de los soportes de esponja vegetal a través de la

ecuacion (3.4). De este modo, al emplear los datos de la fila 3, columnas 2 y 3, y la masa
promedio de una unidad de soporte de esponja vegetal, se obtiene:

~33.9308 — 33.9167
N 0.210

H

H =0.067

Se repite para la otra otra réplica, y se obtiene un promedio de humedad de 0.095 g/g. De
este modo, al aplicar la ecuacién (3.3) con los datos indicados en el Cuadro A.9, columna
2, se obtiene:

Af — 7097 = 3.733 - (1 - 0.095)
-~ 3.733-(1—0.095)

M =1.10g/g
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A.4. Cobdigo de Matlab: Aireaciéon

clc; clear all

format long;

%Propiedades de recipiente

V_1=350; % Volumen del liquido, mL

Nivel_1=0.065; % Nivel del liquido con respecto al fondo, m
D_r= 0.088; % Di&metro del recipiente, m

A_t_r= (pi/4)*(D_r)~2; %Area transversal del recipiente, m~2

%Propiedades del entorno

T_C=20; %Temperatura ambiente, °C

T_K= 273.15+T_C; YTemperatura ambiente, K

P_mmHg = 677.3825775; /Presién atmosférica, mm Hg

P_Pa = (P_mmHg)*(101325/760); %Presidén atmosférica, Pa
g=9.81; %aceleracién gravitacional, m/s"2

%Caracteristicas del burbujeador

1_b=0.1; %Longitud de burbujeador, m

Z_o= 0.02; %Posicién del orificio con respecto al fondo, m
d_o=5e-03; ¥%Diametro de orificio, m

A_o= (pi/4)*(d_o)"2; %Area transversal del agujero, m~2

r_b= 4.6e-05; %Rugosidad el burbujeador (acero inoxidable), m

#Caracteristicas de manguera flexible
1_m=1; %Longitud de manguera, m
r_m=3e-07; %Rugosidad de manguera, m

%Propiedades del liquido

rho_L=998; YDensidad del liquido, kg/m~3
mu_L=1e-03; %Viscosidad del liquido, Pa s
lambda_L=7.28E-02; %Tensidén superficial, N/m
Z_s=0.065; %Nivel de la superficie del liquido, m

%Propiedades del aire

P_o=(Nivel_1-Z_o)*(rho_L)*g+P_Pa; %Presidén en el orificio de salida, Pa
MM_a= 28.97; % Masa molar del aire a la presién y temperatura de trabajo,
g/mol

R=8.314; YConstante del gas ideal, J/mol K

rho_a= (P_o)*(MM_a)*(1/(R*T_K))*(1/1000); % Densidad del aire dentro del
tanque, kg/m”3

rho_e= (P_Pa)*(MM_a)*(1/(R*T_K))*(1/1000); % Densidad del aire dentro del
tanque, kg/m~3

mu_a=0.000018; % Viscosidad del aire, Pa s

Dif_o2w_cm2s=2.00E-05; %Difusividad de oxigeno en agua, cm~2/s
Dif_o2w_m2s=(Dif_o2w_cm2s)*1e-04; %Difusividad de oxigeno en agua, cm”2/s
Exad=1.4; JExponente adiabdtico, adim

gamma_a= rho_a*g; ' Peso especifico del aire dentro del recipiente, N m™-3

gamma_e= rho_e*g; % Peso especifico del aire dentro del ambiente, N m™-3

88



%Diametro de burbuja
Crit_reg=(20*((lambda_L)*(d_o))~5/((((g)*(rho_L-rho_a))~2)*(rho_L)~3))~(1/6);
%Criterio de regimen de flujo

9G_i_m3h=0.02;% Valor inicial de rango del caudal de aire, m~3/h
%qG_i_m3s=(qG_i_m3h)*(1/60)*(1/60); % Valor inicial de rango del caudal de
aire, m~3/s

qG_f_m3h=0.1;7% Valor final de rango del caudal de aire, m~3/h
%qG_f_m3s=(qG_£f_m3h)*(1/60)*(1/60); % Valor final de rango del caudal de
aire, m~3/s

i=0; %Inicializacidén del contador

for qG_m3h= gG_i_m3h:0.005:qG_£f_m3h
qG_m3s=(qG_m3h) *(1/60)*(1/60) ; % Valor del caudal de aire, m~3/s
v_G= (qG_m3s)/A_o; %Velocidad del gas a través del orificio, m/s
Re_o= ((d_o)*(rho_a)*(v_G))/(mu_a); %Reynolds del gas por el orificio,
adim
if qG_m3s < Crit_reg %Para flujo de gas muy lento
if mu_L > 1 %Para viscosidad del liquido mayores a 1
d_b=2.312%((mu_L*qG_m3s)/(rho_L*g)) ;
else }Para viscosidades del liquido menores a 1
d_b=((6*(d_o)*(lambda_L))/(g*(rho_L-rho_a)));
end
elseif qG_m3s >= Crit_reg && Re_0<=2100 % Para flujo intermedio
d_b=0.0287*((d_o)~(1/2))*(Re_o0)~(1/3);
elseif (10000<=Re_o) && (Re_o0<=50000) %Para flujos altos
d_b=0.0071%(Re_o0) ~(-0.05) ;
elseif (2100<Re_o) && (Re_0<10000) %En la zona de transicién
a=0.0287*((d_o) " (1/2))*(2100)~(1/3);
b=0.0071%(10000) ~(-0.05) ;
m=1og10(b/a)/1og10(10000/2100) ;
d_b=ax*(Re_0/2100) " (m) ;
else
disp('No hay correlaciones disponibles para el Re correspondiente')
end

vG_s=qG_m3s/A_t_r; %Velocidad superficial del gas, m/s

%Retencidn del gas
eG=(vG_s)/(0.3+2*xvG_s); %Correlacién de Joshi, adim

%Velocidad de deslizamiento

qL=0; %Flujo volumétrico ascendente del liquido, m~3/s

vL_s=qL/A_t_r; %Velocidad superficial del liquido, m/s
vs=(vG_s/eG)-(vL_s/(1-eG)); %Velocidad de deslizamiento, flujo de aire
y agua paralelos

%Coeficiente de transferencia de masa
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end

kL=2* ((Dif_o2w_m2s/pi)*(vG_s*g/mu_L)~(0.5))~(0.5); %Correlacién de
Kawase

ai=(6%eG)/(d_b); %Area interfacial especifica, m~2/m"~3

kLa=kL*ai; %Coeficiente de transferencia de masa, s

%Potencia de mezclado
W_mez=((v_G~2)/(2))+(P_o/rho_a)*log(P_o/P_Pa)+(Z_s-Z_o)*g; %Energia
transmitida al fluido dentro del recipiente, J/kg aire
P_mez=W_mez*rho_a*qG_m3s; %Potencia de mezclado, W

%Calculo de pérdidas

if Re_o < 2000 %Para régimen laminar
f_darcy_b=64/Re_o;
f_darcy_m=64/Re_o;
elseif (5000<=Re_o) && (Re_o<=1e8) %Ecuacidén Swamee-Jain, para régimen
turbulento
f_darcy_b=(0.25)*(1og10((1/((3.7)*(d_o/r_b)))+(5.74)*(Re_0)~(-0.9))) " (-2);
f_darcy_m=(0.25)*(1og10((1/((3.7)*(d_o/r_m)))+(5.74)*(Re_0)~(-0.9)))"(-2);
else
disp('No hay correlaciones disponibles para el Re correspondiente')
end

hL_b=f_darcy_b*(1_b/d_o)*((v_G"2)/(2*xg)); %Pérdidas por friccién en
burbujeador, m

hL_m=f_darcy_m*(1_m/d_o)*((v_G"2)/(2xg)); %Pérdidas por ficcidn en
manguera flexible, m

he=1*x((v_G~2)/(2%g)); /Pérdida a la entrada del soplador, m
hs=1x((v_G~2)/(2*g)); YPérdida a la salida del soplador, m
hT=hL_b+hL_m+he+hs; %Pérdidas totales, m

%Potencia de soplador
w_min=((v_G"2)/(2))+(P_Pa/rho_e)*log(P_o/P_Pa)+g*hT; ’Energia forzada
minima requerida, J/kg

e_bw=0.50; %Eficiencia del soplador, adim
P_bw=(w_min/e_bw)*rho_a*qG_m3s*1000; %Potencia de soplador, mW

i=i+1;

mAireacion(i,1)=1;
mAireacion(i,2)=qG_m3h;
mAireacion(i,3)=Re_o;
mAireacion(i,4)=d_b*1000; %En mm
mAireacion(i,5)=eG;
mAireacion(i,6)=kLa*60*60; %En h~-1
mAireacion(i,7)=P_bw; %En mW

subplot(2,2,1) ,plot(mAireacion(:,2), mAireacion(:,4), '*-');
xlabel ('Flujo de aire (m~3/h)')
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ylabel('Didmetro de burbuja (mm)')

subplot(2,2,2),plot(mAireacion(:,2), mAireacion(:,5), '*-');
xlabel ('Flujo de aire (m~3/h)')
ylabel('Retencién del gas (adim)')

subplot(2,2,3),plot(mAireacion(:,2), mAireacion(:,8), '*-');
xlabel('Flujo de aire (m~3/h)')
ylabel('\it kLa \rm (h~{-1})"')

subplot(2,2,4) ,plot(mAireacion(:,2), mAireacion(:,7), '*-');
xlabel('Flujo de aire (m~3/h)')
ylabel('Potencia de soplador (mW)')

A.5. Planos de detalle

A continuacién se adjuntan los siguientes planos:
» Ensamble - General
= Ensamble - Explosionado
= Superficie de apoyo
= Recipiente de aireacién
» Tapa: Seccién superior

= Tapa: Seccién inferior
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