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RESUMEN
La resistencia a antibioticos se ha convertido en una problematica ambiental y de

salud. Los sistemas de tratamiento de aguas residuales convencionales no fueron
disefiados para la remocién de contaminantes emergentes y se considera que son
un entorno que favorece la resistencia a antibioticos por lo tanto se requiere de
investigacion y desarrollo en procesos que pueden remover contaminantes tanto
quimicos como emergentes. Las aguas residuales porcinas presentan una
problematica al ser ricas en demanda quimica de oxigeno (DQO) y nutrientes,
ademas de una elevada carga en bacterias resistentes a antibioticos (BRA) y
genes de resistencia a antibiéticos (GRA), debido al suministro recurrente de
antibioticos que se proporciona a los porcinos junto con su alimentacion para
evitar enfermedades. Los sistemas de tratamiento basados en consorcios de
microalgas-bacterias presentan una posible solucion para remover la DQO vy
nutrientes durante la produccion de biomasa, mientras que, de manera conjunta
con factores operacionales como la irradiancia solar, nivel de pH, oxigeno disuelto
y temperatura pueden llevar a cabo la remocion de BRA y GRA. La irradiancia
solar es un factor relevante debido a su rol en el proceso fotosintético de las
microalgas, y en la inactivacion de patdgenos resistentes a antibiticos y GRA. El
presente proyecto de investigacion se enfoca en estudiar la resistencia a
antibioticos durante el tratamiento de digestato porcino mediante un consorcio de
microalgas-bacterias en fotobiorreactores de placa plana expuestos a 3 diferentes
niveles de irradiancia solar promedio 60 + 9, 212 + 9 y 373 + 21 W/m?. Las
condiciones generadas por la exposicién a las irradiancias solares de 212 £+ 9y
373 + 21 W/m? favorecen la remocion de resistencia a antibiéticos mientras que al
disminuir la exposicién a un valor de 60 + 9 W/m? se promueve la propagacion de
resistencia a antibiéticos. No obstante, la alta remocion de GRA y BRA en el
digestato porcino, se registré la supervivencia de géneros bacterianos resistentes
a antibioticos, los cuales agrupan especies patdgenas: Escherichia, Enterobacter,
Salmonella, Bacteroides, Staphylococcus, Pseudomonas, Klebsiella, Clostridium,
Shigella y Vibrio. En cuanto a la remocion de resistencia, analizada por técnicas

metagendmicas, se alcanzé una remocién promedio del 85% del total de GRA
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después del tratamiento, lo que comprueba la efectividad del sistema para

remover estos contaminantes emergentes.

INTRODUCCION
Los contaminantes emergentes son compuestos generados o propiciados a partir

de actividades antropogénicas que estan presentes en concentraciones traza
(ng/L o pg/L) en ambientes como: agua, suelos, comida y tejidos humanos/animal
(Rodriguez-Narvaez et al., 2017). Son contaminantes que se han descubierto
recientemente en el ambiente o son materiales que pueden haber permanecido en
el medio desde hace tiempo, pero que recientemente han generado preocupacion
(Olatunde et al., 2020), debido a que tienen impactos dafinos en la salud de los
seres vivos (tanto acuaticos como terrestres) y en el ambiente (Gogoi et al., 2018).
Dentro de los contaminantes emergentes se encuentran; productos farmacéuticos,
de cuidado personal, surfactantes, plastificantes, retardantes de llamas, pesticidas,
fertilizantes, micro plasticos, nanomateriales (Rout et al.,, 2021), bacterias
resistentes a antibiéticos (BRA) y genes de resistencia a antibiéticos (GRA) (Philip
et al., 2018). Los contaminantes emergentes no han sido regulados por las leyes o

reglamentos ambientales vigentes (Gao, 2022).

El 28 de septiembre de 1928 Alexander Fleming descubrié el primer antibiético
utilizado por la humanidad contra bacterias patdégenas, la penicilina (Tan &
Tatsumura, 2015). Desde la segunda guerra mundial los antibiéticos se han
utilizado ampliamente, salvando millones de vidas. El periodo de 1945 a 1960 es
considerado como el inicio de la era dorada del descubrimiento de nuevas clases
de antibiéticos (Phoon et al., 2020). Millones de toneladas métricas de nuevas
clases de antibiéticos han sido producidas en las Ultimas décadas desde su
descubrimiento, ademas el incremento en la demanda de antibiéticos por diversos
sectores ha permitido que su costo disminuya. Se estima que al afio a nivel global

se consumen 1x10° — 2x10° toneladas de antibiéticos (Becker et al., 2016).

Durante una entrevista para The New York Times en 1945, Fleming advirtié que el
uso incorrecto de la penicilina podria resultar en la seleccion de bacterias

resistentes al farmaco (Rosenblatt-Farrell, 2009). Actualmente se conoce que los
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antibidticos naturales han existido durante miles de millones de afos,
proporcionando un beneficio selectivo para los microorganismos productores al
inhibir o eliminar bacterias que compiten por el sustrato (Von Wintersdorff et al.,
2016). Sin embargo, las bacterias también han desarrollado mecanismos que les
permiten sobrevivir a su exposicion, esta resistencia a antibioticos también ha
estado codificada en el ADN de los microorganismos desde hace millones de
afnos. Este proceso de resistencia se ha acelerado por actividades antropogénicas,
como el amplio uso de antibiéticos en tratamientos médicos y en el area
agropecuaria (Martinez, 2012; Zaman et al., 2017). Los efluentes de estas
actividades llegan a las plantas convencionales de tratamiento de aguas
residuales, las cuales pueden promover la propagaciéon de BRA y GRA, por lo
tanto es imprescindible realizar investigacion en tecnologias de tratamiento
alternas que puedan remover estos contaminantes emergentes (Grehs et al.,
2021). Una posible solucién a esta problematica es el tratamiento de efluentes
mediante un consorcio de microalgas-bacterias (Ndlvak et al., 2018), en el cual se

enfocard el presente proyecto de investigacion.

Este proyecto de tesis es el primer estudio donde se comprueba el potencial de
tratamiento que tiene un sistema MABA para remover conjuntamente BRA y GRA
en digestato porcino. Especificamente, se evalia el efecto generado por 3
diferentes irradiancias solares durante la remocion de BRA y GRA, debido a que
este factor ambiental es importante para el proceso fotosintético del sistema

MABA y subsecuentemente para la variacion en el nivel de pH, temperatura y OD.
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1. MARCO TEORICO

1.1 ANTIBIOTICOS
El término antibidtico es utilizado para describir una sustancia que tiene capacidad

de matar bacterias o inhibir su crecimiento, puede ser producida 0 no por un
microorganismo (Singh et al., 2018); Selman Waksman, el descubridor de la
estreptomicina utilizé por primera vez este término (Davies, 1996). Los
antibioticos han salvado millones de vidas y han supuesto una revolucion en la
medicina ya que han contribuido de forma significativa al progreso diversos
campos como los trasplantes de O&rganos, la supervivencia de neonatos
prematuros y personas inmunodeprimidas, etc.; en resumen la introduccién de los
antibioticos en la practica clinica es un factor que ha contribuido en el aumento de
la esperanza de vida de la poblacion (Crispin Pérez, 2008). Las diferencias
estructurales entre las células bacterianas y las células superiores hacen que los
antibioticos tengan mayor afinidad por las dianas procariotas que por las dianas
eucariotas, disminuyendo asi el riesgo de efectos adversos en los humanos y
animales a los cuales se administra el farmaco, cuando las dosis son adecuadas.
Estas diferencias de las células procariotas con respeto a las eucariotas son: a)
existencia de un Unico cromosoma bacteriano que no esta cubierto por una
membrana nuclear (facil acceso para los antibioticos), b) presencia de ribosomas
del tipo 70S y c) presencia de una pared celular con peptidoglucano, estructura
que confiere forma y rigidez a la bacteria (Calvo & Martinez-Martinez, 2009).

Los antibidticos han sido utilizados de manera rutinaria en granjas de produccién
de animales desde el afio 1950, con el objetivo de mantener sanos a los animales
e incrementar la productividad (Cromwell, 2002; Lekagul et al., 2019), ademas en
la literatura se ha reportado que la administracidon del antibiético Tilosina
(macrélido) en la alimentacion de porcinos promueve el crecimiento muscular
(Yan, 2020). Muchas clases de antibiéticos usados por humanos también son
utilizadas por animales criados para alimentacion: penicilinas, tetraciclinas, amino
penicilinas, doxiciclina, sulfonamida, trimetoprima, macrolidos, fluoroquinolonas y
cefalosporinas (Lekagul et al., 2019). La Tabla 1 presenta informacién acerca de

los principales antibioticos y su mecanismo de accion.
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Tabla 1. Principales ejemplares de antibioticos y sus dianas en la célula bacteriana.

Clase de antibiético Ejemplo Obijetivo en la célula
bacteriana
Penicilina G, penicilina V,
cloxacilina, oxacilina, Afecta la biosintesis de
Betalactamicos meticilina, ampicilina, peptidoglicano, inhibicién de la
Penicilinas amoxicilina, carbenicilina, sintesis de la pared
ticarcilina, piperacilina, bacteriana.
mezlocilina
Cefazolina, cefalotina, Afecta la biosintesis de
Betalactamicos cefuroxima, cefoxitina, peptidoglicano, inhibicion de la
Cefalosporinas cefotetan, cefaclor, sintesis de la pared
cefamandol bacteriana.

Alteracion de la membrana

Polimixinas Polimixina B, polimixina E R
citoplasmica
Péptidos catiénicos Daptomicina Afecta la membrana celular
Gentamicina, estreptomicina,
. . . o P L Afecta el proceso de
Aminoglucdsidos espectinomicina, tobramicina,

N D traduccién en sintesis proteica
amicacina, netilmicina

Afecta la biosintesis de

Glucopéptidos Vancomicina, teicoplanina . X
peptidoglicano
- L L Afecta el proceso de
Tetraciclinas Minociclinas, tigeciclina 9 . ; .
traduccién en sintesis proteica
Macrdlidos Eritromicina, azitromicina Afgpta el proceso de .
traduccién en sintesis proteica
Lincosamidas Clindamicina Afgpta el proceso de .
traduccién en sintesis proteica
Estreptograminas Synercid Af(_ef:ta el proceso de .
traduccion en sintesis proteica
Oxazolidinonas Linezolid Afgpta el proceso de .
traduccién en sintesis proteica
Afecta la replicacién de ADN,
. . . alteracion del metabolismo o
Quinolonas Ciprofloxacina L
la estructura de acidos
nucleicos.
Trimetoprima Bloqueo de la sintesis de
Diaminopirimidinas Acido clavulanico, sulbactam, factores metabdlicos,
tazobactam inhibidores de b-lactamasas
. Bloqueo secuencial de la
Sulfonamidas Sulfametoxazol cadena metabélica
Rifamicinas Rifampin Afecta el proceso de

transcripcion genética
Lipopéptidos Daptomicina Afecta la membrana celular

*(Davies, 1996; Calvo & Martinez-Martinez, 2009).

1.2 GENES DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS Y MECANISMOS DE
RESISTENCIA
La resistencia bacteriana es utilizada por algunos microorganismos como

mecanismo de defensa; es un fenbmeno que existia antes del descubrimiento y
uso de los antibiéticos, pero al ser empleados en el tratamiento de enfermedades

infecciosas la resistencia se ha intensificado debido al fendbmeno denominado
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“presion selectiva”, considerado como uno de los factores mas importantes para la
aparicion y diseminacion de la resistencia a antibioticos (Rodriguez-Noriega et al.,
2014). De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud en el afio 2020, el uso
incorrecto de antibidticos en humanos y animales, ha acelerado el proceso de
resistencia causando los siguientes problemas: i) que las infecciones como
neumonia, tuberculosis, gonorrea y salmonelosis, actualmente sean mas dificiles
de tratar y los medicamentos disponibles son menos efectivos, ii) la resistencia a
antibiéticos genera que los pacientes pasen mayor tiempo de estadia en
hospitales, iii) altos costos médicos, iv) incrementa la mortalidad (WHO, 2020). En
el afio 2014 hubo 700,000 muertes a nivel global causadas por infecciones de
microorganismos antibidtico-resistentes y se proyecta que para el afio 2050 el
ndamero ascienda a 10 millones (He et al., 2020). La resistencia a antibioticos
ocurre via mutacién genética, en donde los genes mutados (genes de resistencia
a antibidticos, GRA) conferiran al microorganismo la capacidad de sobrevivir al
antibiotico (bacterias resistentes a antibiéticos, BRA), dicha capacidad puede ser
transferida verticalmente y/o horizontalmente a otros microorganismos (Zaman et
al., 2017).

En este sentido, cuando una poblacién de bacterias se expone a un antibiético, un
subconjunto de células puede sufrir mutaciones en genes, confiriéndoles
caracteristicas que les permitan sobrevivir a la actividad del farmaco. Por lo tanto,
se eliminara a la poblacién celular que todavia es susceptible y prevaleceran las
bacterias que son resistentes. Las mutaciones que producen resistencia alteran la
accion del antibittico a través de uno de los siguientes mecanismos (Kapoor et al.,
2017; Mahizan et al., 2019; Munita et al., 2016; Peterson & Kaur, 2018; Pinilla et
al., 2012): i) modificaciones de dianas microbianas, disminuyendo la afinidad por el
farmaco; i) degradacibn o modificacibn enzimatica del farmaco mediante
acetilacion, fosforilacion o adenilacion; iii) disminucion de la absorcion del farmaco,
al modificarse la permeabilidad de la pared celular y la membrana citoplasmatica;
iv) activacion de mecanismos de salida para expulsar la molécula que es dafiina a
la bacteria, mediante bombas de eflujo; y v) secuestro del farmaco por parte de

proteinas antes de que este alcance su diana (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos de resistencia a antibiéticos. Mahizan et al., 2019. a) Bomba de eflujo, b)
modificacion de la proteina blanco de penicilina, ¢) enzima inactivadora, d) proteinas de unién a
antibidticos.

La transferencia horizontal de genes (THG) es el proceso de transferencia de
informacion genética entre organismos, que no estan directamente relacionados y
es uno de los mecanismos de propagacion de GRA entre bacterias, que en dltima
instancia puede resultar en la resistencia a antibioticos. La THG es ampliamente
reconocida como un mecanismo de adaptacion en bacterias y arqueas (Soucy et
al., 2015).

La presencia de concentraciones sub inhibitorias de antibidticos y/o ambientes
ricos en bacterias resistentes a antibiéticos como los excrementos de porcinos,
promueven la transferencia de genes de resistencia a antibiéticos de parte de las
BRA hacia la comunidad bacteriana no resistente THG (Lima et al., 2020). La
propagacion de GRA, mediante THG puede ocurrir por alguno de los siguientes
procesos (Burmeister, 2015): i) transformacion, las bacterias toman el ADN del
medio ambiente; ii) conjugacion, las bacterias transmiten genes directamente a
otra célula mediante una estructura denominada pili sexual; iii) transduccion,

bacteriéfagos (virus especificos de bacterias) mueven genes de una célula a otra.
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En el afio 2019 el Centro de Control y Prevencién de Enfermedades de Estados
Unidos de América publica un reporte en el cual menciona la situacion actual de la
resistencia a antibiéticos y los ejemplares bacterianos que son una amenaza para
la salud publica, que requieren accion urgente, entre ellos menciona al género
Acinetobacter  resistente a  carbapenémicos, Clostridioides  difficile,
Enterobacterales resistentes a carbapenémicos, Neisseria gonorrhoeae,
Campylobacter, Enterococci resistente a vancomicina, Pseudomonas aeruginosa
multi resistente, Salmonella typhi, Shigella, Staphylococcus aureus, Streptococcus
pneumoniae, Mycoplasma genitalium, Bordetella pertussis (CDC, 2019). Informes
recientes que utilizan datos de estudio de vigilancia en hospitales, asi como de la
Sociedad de Enfermedades Infecciosas de América han comenzado a referirse a
un grupo de patdégenos nosocomiales como “patégenos ESKAPE” acrénimo del
grupo de bacterias que engloba a las especie Enterococcus faecium,
Staphylococus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa y especies de Enterobacter, las cuales provocan
infecciones potencialmente mortales entre personas gravemente enfermas e
inmunodeprimidas y se caracterizan por poseer resistencia a antibioticos (Santajit
& Indrawattana, 2016).

1.3 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS COMO CONTAMINANTE AMBIENTAL
EMERGENTE
La resistencia a antibidticos puede ser encontrada en diferentes organismos y

ambientes (Figura 2). La THG esta restringida o promovida por factores ecolégicos
y ambientales. Los factores ecoldgicos incluyen disponibilidad de recursos,
densidad y diversidad de poblacion. Por otro lado los factores ambientales pueden
ser divididos en dos categorias, factores abioticos: temperatura, pH, contenido de
humedad, disponibilidad de micro nutrientes, disponibilidad de macro nutrientes,
superficies y oxigeno; mientras que los factores bidticos son: depredacion,
antagonismo, competencia, asi como la presencia de organismos y plantas

sinantropicas (Sanderson et al., 2016).

Los antibiéticos pueden ingresar a las plantas de tratamiento a través de aguas

residuales municipales, agropecuarias, industriales y hospitalarias. Las plantas de
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tratamiento de aguas residuales son consideradas un entorno que favorece la
propagacion de BRA y GRA. Esto es debido a la presion selectiva que ejercen los
residuos de antibidticos (concentraciones sub inhibitorias), sobre la alta densidad y
diversidad de microorganismos presentes (Pazda et al., 2019). Se ha reportado
que los lodos de purga provenientes de las plantas de tratamiento de aguas
residuales que comunmente son empleados como fertilizante para los suelos de
agricultura; aumentan la actividad microbiana y la biomasa del suelo, asi como la
abundancia de GRA y elementos genéticos moviles, o que representa un riesgo
de diseminacion de la resistencia a los antibidticos (Urra et al.,, 2019). Los
excrementos son otro reservorio importante de BRA y GRA, los cuales pueden ser
introducidos a suelos mediante las practicas de compostaje, promoviendo la

transferencia de GRA en tierras de uso agricola (Tripathi & Tripathi, 2017).

Los ambientes de aguas dulces son susceptibles a contaminacién por antibiéticos
residuales que son lanzados a través de diferentes fuentes, como escorrentias
agricolas, descargas de aguas residuales y lixiviados de granjas cercanas, por lo
tanto el nivel de BRA es extremadamente alto en muchos de los sistemas de rios
(arriba del 98% del total de bacterias detectadas), seguido por lagos (arriba del
77% del total de bacterias detectadas), esto representa un gran problema debido a
que la resistencia a antibiéticos es persistente y se preserva en estos cuerpos de
agua, pudiendo llevarse a cabo una directa transmision de los contaminantes
emergentes hacia los animales y humanos, donde puede ocurrir una insercién en
la microbiota (Figura 2) (Nnadozie & Odume, 2019).
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Figura 2. Movimiento de GRA y BRA a través de diferentes entornos. THG: Transferencia
horizontal de Genes, PTAR: Plantas de tratamiento de aguas residuales.

1.4 AGUAS RESIDUALES PORCICOLAS
En el intervalo de tiempo 2010-2017 se produjeron a nivel mundial cerca de un

billon de cerdos por afio, con fines de mercado alimenticio. Esto generd
aproximadamente 7 billones de kg de nitrégeno por afio (Cheng et al., 2020d). El
agua residual porcicola es principalmente generada por el lavado de excremento
de los animales, este tipo de agua es rica en nitrégeno, fosforo y ciertos iones
metalicos (los cuales son adicionados al alimento de porcinos para promover su
crecimiento) (Tabla 2); por lo que su descarga es un factor importante para la
eutrofizacion (Chen et al., 2020; Li et al., 2020). Este tipo de aguas residuales,
comunmente son de color café y olor desagradable, ademéas de la presencia
coliformes fecales y huevos de helminto (Tabla 2) (Qu et al., 2020; Sylvestre et al.,
2014).
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Tabla 2. Composicion de agua residual porcicola.

Parametro Agua residual porcicola*
pH 6.94
Solidos totales volatiles (mg/L) 11792
Solidos suspendidos (mg/L) 15042
Demanda bioldgica de oxigeno (mg/L) 8460
Demanda quimica de oxigeno (mg/L) 25205
Nitrégeno total (mg/L) 2034
Nitrégeno amoniacal (mg/L) 1760
Faésforo total (mg/L) 180.1
Coliformes Fecales (NMP/L) 9.2x109
Huevos de helminto (unidades / L) 2.3

* Contiene agua residual del proceso de maternidad, proceso de engorda y proceso
de deteste (Garzén-Zufiiga & Buelna; Sylvestre et al., 2014).

Se estima que en México un porcino produce alrededor de 0.27 m? de efluentes
cada mes (Gonzalez-Tineo et al., 2020). En México el 28 % de las descargas de
granjas porcinas no son tratadas, este tipo de agua debe cumplir con los limites
maximos de contaminantes especificados en la NOM-001-SEMARNAT-2021 si
descargan en un cuerpo de agua y con la NOM-003-SEMARNAT-2021 si
descargan al suelo para riego agricola. Sin embargo, casi ninguna granja cumple
con la normatividad por lo que se hacen acreedoras a sanciones de la Comisién

Nacional del Agua (Garzon-Zuafiiga & Buelna, 2014).

En animales de ganado, como los porcinos, es comun incluir antibidticos junto con
su alimentacion. El objetivo es tratar infecciones y prevenir la aparicion de
bacterias que pudieran afectar la salud de porcinos jovenes. Esto repercute en un
mayor crecimiento debido a que, en ausencia de enfermedades, los porcinos
pueden desarrollar todo su potencial de crecimiento. Por tal motivo los antibioticos
son considerados promotores de crecimiento (Cromwell, 2002; Lekagul et al.,
2019). Al administrar antibioticos a los porcinos, pueden retener en su cuerpo
aproximadamente el 10-70% de la dosis, pero el otro porcentaje es excretado
mediante heces fecales y orina, terminando en cuerpos de agua (Jauregi et al.,
2021). Las aguas residuales porcinas contienen una mayor concentracion de GRA
(3 a 5 ordenes de magnitud) que las aguas residuales municipales y de hospitales.
La abundancia de GRA totales en desechos no tratados de ganado (sélidos
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combinados y aguas residuales) varian de 106 a 1011 copias / g de peso seco o
de 106 a 1012 copias / mL (abundancia absoluta), y 10% a 10! copias / ARN
ribosémico 16S (ARNr; abundancia relativa) (He et al., 2020); por lo tanto son un
entorno que favorece la propagacion de resistencia a antibiéticos (Wang et al.,
2016).

Algunos de los GRA identificados en aguas residuales porcinas son a tetraciclinas,
tetG, tetM, tetW, tetX, tetA408, tetB, tetC, tetG, tetH, tetL, tetO, tetS; a
sulfonamidas ,sull, sul2; a betalactamicos, blaTEM; a macrdlidos, mcr-1, ermB,
ermF, ermA; a quinolonas, gnrS; y a fluorquinolonas, cfr (He et al., 2020; Sui et al.,
2019; Yiwen Yang et al., 2019). Adicionalmente, en aguas residuales porcinas, se
ha reportado la presencia de BRA reportados como patdgenos, Sallmonella y
Campylobacter (Brooks et al., 2014).

1.5 TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES PORCICOLAS
Algunos ejemplos de sistemas de tratamiento empleados para efluentes porcino

son biodigestores, estanques anaerobios, estanques facultativos y reactores
UASB con eficiencias de remocidén de materia organica (DQO) de < 50%, < 56%,
<30%, <60%, respectivamente. Por otro lado, los compuestos organicos
nitrogenados presentes en este tipo de agua residual como las proteinas,
aminoécidos y urea son mayoritariamente reducidos a amonio, el cudl es
pobremente removido en condiciones anaerébicas. Se han reportado rendimientos
limitados en la remocion de nitrégeno en los siguientes sistemas anaerobios:
reactor UASB, digestor anaerobio, estanques anaerobios y biodigestores siendo <
11%, 0%, <56 % y 17%, respectivamente. La baja remocién de nitrégeno ocasiona
un proceso anaerobio ineficiente, que puede estar acompafado con la
acidificacion del efluente, el cual no tiene la calidad aceptable para ser reutilizado
en practicas de agricultura como la irrigacion (Gonzalez-Tineo et al., 2020). En
México el principal tratamiento de las aguas residuales porcicolas es a través de
digestores anaerobios, contando con un registro de 479 a través de diferentes

estados.

En la literatura se ha reportado que el tratamiento de agua residual porcina
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mediante digestion anaerobia presenta remociones limitadas de GRA a
tetraciclinas, sulfonamidas, macrélidos y quinolonas, 60%, 50%, 70% y 40%,
respectivamente; lo que indica una eliminacion ineficiente y alta abundancia de
estos genes en el digestato residual (Liu et al., 2020). Al momento, no se ha
reportado en la literatura la capacidad de remocion de BRA durante el tratamiento
de agua residual porcina mediante digestion anaerobia. Debido a que este sistema
convencional no puede incidir de manera satisfactoria en la remocién de la
resistencia a antibiéticos durante el tratamiento de aguas residuales porcicolas se
han probado otras alternativas, por ejemplo, humedales integrados de flujo vertical
para evaluar los efectos de zeolitas y plantas, en la remocion de antibiéticos y
GRA presentes en aguas residuales porcicolas. Sus resultados mostraron una
Optima remocion de antibiéticos, sin embargo, los humedales no fueron propicios
para la eliminacién de GRA (Du et al., 2020). También se han estudiado procesos
de tratamiento acoplados como la nanofiltracion y 6smosis reversa, para la
remocibn de GRA en aguas residuales porcicolas. Estos procedimientos no
pudieron remover a los genes implicados en la resistencia a sulfonamidas,
antibiético que tiene una amplia presencia en las aguas residuales porcinas (Lan
et al., 2019). En otro estudio se investigd a escala piloto, un proceso acoplado; el
cual contemplaba una etapa anoxica, 4 etapas micro aireadas junto con una etapa
de coagulacién. Se determiné la capacidad de remocién de antibiéticos y GRA en
aguas residuales porcicolas (Ma et al., 2018). Aunque obtuvieron Optimos
rendimientos en la remocion de nitrégeno (97%), fésforo (96%), antibioticos (98%)
y GRA (en influente 101° copias/mL, en efluente 10° copias/mL), el uso de
coagulantes se considera como una tecnologia costosa en el tratamiento de aguas
residuales (Kweinor Tetteh & Rathilal, 2020).

1.5.1 DIGESTATO PORCINO
En México el principal tratamiento de las aguas residuales porcicolas es a través

de digestores anaerobios, contando con un registro de 479 a través de diferentes
estados (Gonzalez-Tineo et al., 2020). El digestato es el material organico residual
coproducido con el biogas durante la digestion anaerobia (Chong et al., 2022). El

uso de digestato en dosis adecuadas para la fertilizacién de suelos representa una
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opcién sustentable para valorizar estos residuos y para proveer a los agricultores
de un importante suplemento de macro y micro nutrientes, como estrategia en los
esquemas de la economia circular (Sanz et al., 2021), por ejemplo el uso de
digestato porcino como fertilizante en dosis de 200 kg de nitrégeno total/hectarea
en aplicaciones multiples y en pequefas cantidades favorece el crecimiento del
cultivo vegetal de Shanghai cabbage (Jin et al., 2022). Sin embargo, las grandes
cantidades de digestato porcino que son dispuestas incorrectamente en la
naturaleza presentan una problemética ambiental debido a su alta carga de
materia organica, nitrégeno y fosforo (Tabla 3), que pueden causar la eutroficaciéon
de cuerpos de agua, contaminacién de aguas subterraneas y contaminacion del
aire por la volatilizacion de amoniaco (NHs) (Godos et al., 2009). Bajo condiciones
operacionales normales, los sistemas anaerobios generan digestato con una carga
organica de 3000 mg/L en términos de DQO, la cual es 5 veces superior a la
materia organica contenida en aguas residuales domeésticas. Por lo tanto requieren
de un tratamiento secundario para poder ser reusadas o descargadas en el
ambiente, ademas de que representan un posible riesgo de contaminacion de
patbgenos y/o metales pesados (Saucedo-Teran et al., 2017; Tricolici et al.,
2014).

Por ejemplo se ha reportado la presencia de los siguientes patdgenos para
humanos en muestras de digestato porcino: Sallmonella enterica, Fusarium
graminearum, Magnaporthe oryzae, Pseudomonas savastanoi, Aspergillus
fumigatus, Vibrio cholera, Yersinia pestis, Neisseria meningitides, Brucella abortus
y Brucella melitensis (Zhang et al., 2021). Adicionalmente se ha reportado la
presencia de GRA en digestatos porcinos, especificamente de resistencia a
tetraciclinas, tetG, tetM, tetW, tetX, tetC, tetG, tetL, tetO, tetS; a sulfonamidas,
sull, sul2; a betalactamicos, blatem; a macrolidos, mcr-1, ermB, ermF, ermA; y a
quinolonas, gnrS (Sanz et al., 2021; Sui et al., 2016; Zhang et al., 2021).

Debido a las probleméticas presentadas por los residuos porcinos, es importante
el desarrollo de nuevos sistemas de tratamiento del digestato porcino que
permitan remover tanto contaminantes emergentes como DQO y nutrientes, para

mejorar la sostenibilidad de la digestion anaerobia y para mejorar las aplicaciones
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agricolas del digestato como fertilizante. En este sentido, el digestato porcino es
un potencial medio de cultivo para microalgas, debido a su contenido de nitrogeno,

fésforo, micronutrientes y fuente de agua (Ran et al., 2021).

Tabla 3. Composicién de digestato porcino tipico.

Parametro Digestato porcino*
pH 8.3-8.5

Solidos totales volatiles (mg/L) 1100 + 200
Solidos suspendidos totales(mg/L) 3800 + 200
Demanda quimica de oxigeno (mg/L) 1300-1400
Nitrégeno total (mg/L) 1610-1659
Nitrégeno amoniacal (mg/L) 1402-1492
Fésforo total (mg/L) 37.1-42.0

*Ran et al., 2021

1.6 SISTEMAS DE TRATAMIENTO BASADOS EN MICROALGAS-BACTERIAS
(MABA)
El término “microalga” es utilizado para referirse a un diverso grupo de organismos

fotosintéticos productores de oxigeno, que pueden ser unicelulares o
multicelulares, procariotas como las cianobacterias o algas verdes eucariotas
(Mohsenpour et al., 2021). Dentro de las algas verdes se encuentran los géneros
representativos: Chlorella, Spirogya, Chlamydomonas, Botrycoccus,
Scenedesmus, Skeletonema, Chaetomorpha, Neochloris, Haematococcus,
Nannochloropsis, Pycnococcus, Potamogeton, mientras que en cianobacterias se
encuentran los géneros representativos: Mycrocystis, Synechococcus,
Prochlorococcus, Nostoc, Phormidium, Spirulina, Aphanothece, Lyngbya,
Oscillatoria y Synechocystis (Gupta et al., 2013; Singh & Singh, 2015). Las algas
verdes son organismos eucariotas; mientras que las cianobacterias, también
llamadas algas verde azuladas, son procariotas, bacterias Gram negativas
autotrofas capaces de realizar fotosintesis (Sukla et al., 2019; Safi et al., 2014).
Las microalgas estan presentes en casi todos los ambientes acuaticos y son
responsables de la mitad del Oz producido en todo el mundo (Su, 2021);
adicionalmente las microalgas fijan el CO2 tanto atmosférico como disuelto en el
agua residual gracias a su proceso fotosintético, convirtiéendolo en biomasa
(Molazadeh et al., 2019). En resumen, la primera etapa del proceso de fotosintesis

de las microalgas es dependiente de luz y ocurre en los tilacoides de los
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cloroplastos; consiste en la captura y transformacion de energia solar a energia
quimica. Se requiere de COg2, nicotinamida dinucleotido fosfato en su forma
oxidada (NADP*), adenosin difosfato (ADP) y fosfatos, mientras que el agua funge
como donador de electrones. El Oz es producido después de la fotélisis mediada
por la luz, mientras que el NDP* funge como aceptor final de electrones
reduciéndose a NADPH+H", el ATP se genera a partir de ADP y fosfato inorganico
(Pi) (Ecuacion 1 y 2). En la segunda etapa que es independiente de luz (llamada
reaccion oscura o ciclo de Calvin-Benson) ocurre en el estroma (cavidad interna
de los cloroplastos) en el caso de las microalgas y en el citoplasma en el caso de
las cianobacterias, en donde el ATP cede su energia, el NADPH+H" cede los
electrones y protones obtenidos en el proceso anterior, mientras que el CO:2 se fija
para la formacion de carbohidratos (Ecuacion 3) (Chai et al., 2021; Starr et al.,
2009).

2H,0 + 2NADP* + 3ADP + 3Pi + Foténes(luz) -» 2NAPH + 2H* + 3ATP + 0,

Ecuaciéon 1
H,0 + CO, + Fotoénes(luz) —» [CH,0],, + 0, + H,0
Ecuacion 2
€O, + 4H* + de- 2NADPH,3ATP,Ciclo de Calvin (CH, 01, + Hy0
Ecuacion 3

Las estructuras de carbono que son producidas durante las reacciones
dependientes e independientes de luz son empleadas en procesos subsecuentes,
formando otros compuestos organicos, por ejemplo la celulosa que aparte de ser
una molécula estructural puede ser un precursor en la biosintesis de lipidos y
aminoéacidos (Chai et al., 2021; Ho et al., 2017).

Emplear un consorcio de microalgas-bacterias (MABA) en procesos de tratamiento
de aguas residuales presenta ventajas sobre un cultivo puro debido a la
interaccién y trabajo conjunto que existe entre los organismos: la fotosintesis

realizada por las microalgas, proporcionan a las bacterias del Oz necesario para la
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oxidacion de materia organica (reduccion de DQO y demanda biologica de
oxigeno DBO), mientras que las bacterias suministran COz2, nutrientes, Vitamina
B12 y fitohormonas como la auxina (Chai et al., 2021; Cheng et al., 2020d;
Krustok, 2016); ademas las bacterias pueden utilizar compuestos producidos a
partir de la actividad metabdlica de las algas como componentes de proteinas,
lipidos y acidos nucleicos (Fito & Alemu, 2019). Durante el dia las microalgas
producen oxigeno en presencia de luz y consumen CO2, mientras que durante la
noche el oxigeno es utilizado por las bacterias para oxidar la materia organica y
finalmente producir CO2 esencial para el proceso de fotosintesis en las microalgas
(Mufioz & Guieysse, 2006). La degradacion de compuestos organicos con
nitrogeno es mas eficiente en el consorcio microalga-bacteria con respecto a
emplear un cultivo solo de bacterias, esta ventaja ocurre por la asimilacion de
amonio (NHs4*) que realizan las microalgas (Pires et al., 2013). La mutua
cooperacion que se realiza entre microalgas y bacterias estd denominada como
mutualista (Fito & Alemu, 2019). El tratamiento de aguas residuales con un
consorcio de microalgas-bacterias no requiere de la transicion entre diferentes
ambientes operativos para facilitar la remocién de N y P, ya que solo se requiere
de un solo paso de tratamiento; esto ocurre debido a que las microalgas asimilan
el amonio junto con el fosfato directamente en el crecimiento celular y funciones
metabolicas (Mohsenpour et al.,, 2021). Con todo ello se propicia una mayor
degradacion de sustratos complejos. Se han reportado las siguientes clases de
bacterias en consorcio con microalgas: Bacteroidea (50%), Flavobacteria (25%),
Betaproteobacteria (12.5%) y Gammaproteobacteria (Mohsenpour et al., 2021).
1.6.1 FACTORES OPERACIONALES DE LOS SISTEMAS MABA

En la literatura se han reportado los factores operacionales que tienen un impacto
optimo en la remocion de DQO y nutrientes (nitrogeno y fosforo) al emplear un
consorcio de microalgas-bacterias en el tratamiento de aguas residuales:
concentracion de carbono, nitrégeno y fésforo a una relacion de 106:16:1, nivel de
pH de 7 (Nagarajan et al., 2019), rango de temperatura entre 20-30 °C, nivel de
irradiancia de luz entre 33-400 pmol/m?/s (Cheng et al., 2019), dilucién del agua
residual a un factor de 1:10 o 1:20 (Ferrero et al., 2012), tiempo de retencion
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hidraulica de 5-10 dias, mezclado con paletas a una velocidad de 5 revoluciones

por minuto en raceways (Ferrero et al., 2012; Godos et al., 2009).

La irradiancia solar es la principal fuente de energia de la tierra. La irradiancia
solar es la salida de energia luminosa de todo el disco del sol, medida en la tierra,
es la cantidad de energia luminosa del sol que golpea un metro cuadrado de la
tierra por segundo (umol m2 s?), también representada como vatio por metro
cuadrado (W/m?) (Garner, 2017). La irradiancia solar es un factor operacional que
tiene un gran impacto en el rendimiento del tratamiento de aguas residuales
basado en microalgas, ya que el rendimiento esta en funcién de la disponibilidad
de luz en el reactor (lugar, fecha y hora), asi como la profundidad del cultivo. La
fijacion de nutrientes llevada a cabo por microalgas, especialmente de nitrdgeno y
fésforo, esta en funcién de la irradiancia promedio. Por esta razén, a menor
profundidad del contenedor de cultivo, mayor sera el alcance que tiene la
irradiancia promedio sobre el volumen de trabajo, resultando en una mayor tasa
de fijacion de nitrogeno y fésforo (Acién Fernandez et al., 2018). A pesar de que el
volumen de trabajo tiene un papel importante, en la literatura solo se reporta la
irradiancia solar (umol m?2 s?1) que incide en las superficies de los
fotobiorreactores debido a que es la energia maxima que incide en el sistema
(Castrillo et al., 2018). En lugares con baja radiacion solar los sistemas de
tratamiento basados en microalgas pueden remover nitrégeno de 2 a 10 t/ha-afio,
mientras que en areas tropicales se pueden remover de 5 a 25 t/ha-afio. En el
caso del fésforo se pueden remover de 0.2 a 1.1 t/ha-afio en lugares con baja
radiacion solar y de 0.5 a 2.5 t/ha-afio en areas tropicales (Acién Fernandez et al.,
2018). Se ha reportado que el rango 6ptimo de intensidad luminica para los
agregados microalgas-bacterias es de 100 a 180 pmol m= s (Arango et al., 2016;
Quijano et al., 2017). Arcila y Buitrén en el afio 2017 evaluaron el efecto de 3
diferentes niveles de irradiancia solar maxima promedio: 1065, 665y 479 W/m? en
el tratamiento de aguas residuales municipales en un estanque de algas de alta
tasa al aire libre (por sus siglas en inglés HRAP). La radiacion solar mostro tener
un efecto en la actividad fotosintética, en la produccion de biomasa, en la

remocion de DQO vy nutrientes. Siendo la condicion expuesta a 479 W/m? la que
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obtuvo una mayor eficiencia de remocion, de 91 + 4%, 99 + 1%, para DQO soluble
y amonio, respectivamente. En esta condicion también hubo una Optima formacion
de granulos y sedimentaciéon, 1.3 mm (diametro) y 181 + 2.1 m/h,
respectivamente. Otro factor relacionado con la irradiancia es la fotoinhibicién.
Esta ultima ocurre cuando los valores de intensidad de luz exceden a los
fotosistemas | y Il, provocando la inhibicion de microalgas, siendo el punto de
fotoinhibicién alrededor de 43.8 W/m? (200 umol m= s1) por lo tanto es probable
qgue las microalgas que se encuentran en las superficies de los fotobiorreactores
estan expuestas a mayores valores de luz y por lo tanto sean inhibidas, mientras
que a mayor profundidad disminuye la intensidad y el riesgo de inhibicidn

(Gonzélez-Camejo et al., 2019).

Los fotobiorreactores de placa plana tienen aplicacién tanto en condiciones
interiores de laboratorio como a la intemperie, consisten en un disefio robusto y
compacto de forma cuboidal, en la cual sus paredes translucientes o placas planas
permiten la iluminacién de ambos lados de la estructura (Assun¢do & Malcata,
2020). Los fotobiorreactores de placa plana son ideales para la produccion de
biomasa de microorganismos foto-autotréficos como diversas especies de
microalgas (Vo et al., 2019). Este tipo de fotobiorreactores tiene una gran utilidad
cuando se desea evaluar el efecto de la luz en el crecimiento celular de
microalgas, en el proceso de fotosintesis y en la acumulacion de algunos

productos de interés como acidos grasos y aceites (Feng et al., 2020).

1.6.2 REMOCION DE CONTAMINANTES EMERGENTES Y PATOGENOS EN
SISTEMAS MABA
Es gracias a la luz que también las microalgas pueden incidir en la remocion de

contaminantes emergentes. Las microalgas no son inhibidas por los antibiéticos a
altas concentraciones debido a que carecen de las dianas objetivo de estos
farmacos (Russell & Yost, 2021). En la literatura se ha reportado que
recientemente se ha explorado la tecnologia basada en microalgas como una
potencial alternativa para el tratamiento de agua residual contaminada con
antibioticos, demostrando que las microalgas pueden remover estos farmacos

mediante adsorcién, acumulacién, biodegradacién, foto-degradacién e hidrdlisis
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(Leng et al., 2020). De esta manera, es probable que la eliminacion de los
antibioticos mediada por microalgas disminuya la presion selectiva que ejercen los
medicamentos sobre la comunidad bacteriana, reduciendo la propagacion de GRA
y BRA. El nivel de pH del sistema de microalgas puede mediar la hidrolisis de
algunos antibidticos, por ejemplo un pH alcalino puede cambiar el estado i6nico de
la tetraciclina debido a la hidrolisis del antibidtico, mejorando su eficiencia de

eliminaciéon (Norvill et al., 2017).

Se ha reportado que la irradiancia solar causa la foto inactivacion de ejemplares
de Escherichia coli resistentes a tetraciclina, mediante la deformacion y dafio en la
membrana celular, dafio en el genoma y en las proteinas citoliticas debido al
incremento en los niveles de especies reactivas de oxigeno (HOes y H202).
También se demostr6 que la irradiancia solar es responsable de la foto
degradacion de genes de resistencia a tetraciclina extracelulares, disminuyendo la
THG (Zhang et al., 2020). Adicionalmente, los sistemas de tratamiento basados en
microalgas pueden remover patdgenos como las coliformes fecales gracias al
proceso de fotosintesis; cuando las microalgas consumen CO2 aumenta el nivel de
pH en el sistema, asi como la concentracibn de Oz, factores que inhiben el
crecimiento de coliformes fecales mediante fotooxidacion (Dar et al.,, 2019).
Previamente un estudio sobre la inactivacién y remocién de E. coli, coliformes
totales, Enterococcus y Clostridium perfringens, empleando un sistema de
tratamiento basado en microalgas (Hydrodictyon sp. y Mougeotia sp.), determin6
gue los valores de pH, OD y temperatura son determinantes (Liu et al., 2020).

1.7 USO DE MICROALGAS PARA EL TRTAMIENTO DE EFLUENTES

PORCINOS
Un ejemplo del tratamiento de aguas residuales porcinas con microalgas es el

estudio realizado por Chen y colaboradores (2020), en donde emplearon el agua
residual como medio de cultivo para el crecimiento de 3 cepas de microalgas
autoctonas: Chlorella sorokiniana AK-1, Chlorella sorokiniana MS-C1 y Chlorella
sorokiniana TJ5. De acuerdo con este estudio se obtuvieron los mejores
resultados cuando el agua residual porcicola se encontraba a una concentracion

del 50%, alcanzando rendimientos de remocion de 84.3, 90.4 y 99.6% % para
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DQO, nitrégeno total y para fésforo total, respectivamente; a partir de
concentraciones iniciales de 2345, 180 y 37.5 mg/L. En otro estudio se evalué el
potencial de Chlorella sp. en la remocion de nutrientes y DQO de agua residual
porcina, encontrando una remocion del 80% de DQO y 50% de NH4*-N, NO3'N y
PO.*, a partir de una concentracion inicial de 4365, 19.7, 0.087 y 136.1 mg/L,

respectivamente (Gracida-Valdepeia et al., 2020).

También se ha reportado el uso de la microalga Chlorella vulgaris para el
tratamiento de digestato porcino, en fotobiorreactores tubulares. La eficiencia de
remocién simultanea de nitrégeno amoniacal y fésforo total alcanzo6 valores de 99
y 97 %, diluyendo el agua residual a una relacion 1:7, siendo las concentraciones

iniciales 1402 y 37.1 mg/L, respectivamente (Ran et al., 2021).

1.7.1 REMOCION DE RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EN AGUAS
RESIDUALES PORCINAS Y MUNICIPALES MEDIANTE MICROALGAS
Actualmente el estudio sobre la remocion de conjunta de BRA y GRA usando

sistemas MABA se encuentra limitado a un trabajo (Cheng et al., 2020c), en donde
se empled un sistema raceway monoalgal (Galdieria sulphuraria) a escala piloto
(700 L) para el tratamiento de aguas residuales municipales. La remocién de
bacterias resistentes a ampicilina, eritromicina, sulfametoxazol, ciprofloxacino y
tetraciclina fue de 4, 2.5, 2, 1, y 1 unidades log, respectivamente. En cuanto a la
remocion de GRA se obtuvo una reduccién de la abundancia relativa de los genes
gue confieren resistencia a tetraciclinas, quinolonas, betalactamicos y macrolidos,
los cuales fueron removidos en un rango de 0.62 a 3 log. En ese estudio se
menciona que el nivel de pH, la concentracion de oxigeno disuelto y las
temperaturas en el sistema de microalgas juegan un rol crucial en la remocion de

coliformes fecales.

Con respecto al digestato porcino, solo hay un estudio en donde se reporta la
remocion de BRA (Mezzari et al., 2017), especificamente Salmonella Typhimurium
multirresistente empleando un consorcio de microalgas dominado principalmente
por Scenedesmus spp. Se emplearon fotobiorreactores escala laboratorio con un
volumen de trabajo de 3L y estuvieron expuestos a una irradiancia promedio de

26.6 W/m?. La carga inicial del patégeno fue de 10.x10%° UFC/mL y el nivel de pH
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inicial fue de 6.8. Después de 48 horas de tratamiento y sin controlar el nivel de
pH, Salmonella Typhimurium fue totalmente removida del digestato porcino, los
autores explican que se debid al incremento en el nivel de pH a valores superiores
all.

Es importante sefialar que en estos estudios no se investiga el efecto que podria
tener la irradiancia solar en la remocion de la resistencia a antibiéticos a pesar de
ser un factor vital para el proceso fotosintético del sistema MABA (Arcila & Buitron,
2017) y que incide en la remocion de contaminantes emergentes (Zhang et al.,
2020). Si bien el destino de los principales nutrientes en los sistemas de
tratamiento de aguas residuales basados en microalgas-bacterias esta
ampliamente investigado, hay muy poca informaciéon sobre el destino de los
contaminantes como BRA y GRA (Ndlvak et al., 2018).
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2. JUSTIFICACION
Los efluentes porcicolas son un potencial contaminante debido a su alto contenido

de nitrogeno y fosforo (Chen et al., 2020; Li et al.,, 2020); asi como una alta
concentracion de GRA, mayor que los efluentes municipales y hospitalarios, en un
rango de 3 a 5 6rdenes de magnitud, por tal motivo son un entorno que favorece la
propagacion de resistencia a antibioticos (He et al., 2020; Wang et al., 2016). Por
lo tanto, es primordial el desarrollo de alternativas que puedan remover tanto
contaminantes quimicos como biologicos (Sabri et al.,, 2020). El tratamiento de
aguas residuales mediante sistemas MABA es una posible soluciébn a la
problemética ambiental que presenta el digestato porcino, ya que utilizan el
nitrogeno y fésforo presente en el agua residual junto con la fijacién de CO: para
la generacion de biomasa (Gracida-Valdepefia et al., 2020). Adicionalmente se ha
comprobado que los sistemas MABA son capaces de remover antibioticos, BRA y
GRA en aguas residuales domésticas (Krustok, 2016; Cheng et al., 2020c). Esta
accion ocurre gracias a la actividad fotosintética de las microalgas (aumentan el
nivel de pH, la concentracibn de OD y especies reactivas de oxigeno) y a las
condiciones operacionales (nivel de irradiancia solar y temperatura), las cuales
realizan cambios en la estructura de la comunidad microbiana pudiendo alterar
significativamente la abundancia de GRA y BRA (Cheng et al., 2020c; Nolvak et
al., 2018). Zhang y colaboradores en el 2020 comprobaron que la irradiancia solar
es responsable de la foto degradacion de GRA extracelulares y la foto inactivacion
de ejemplares de Escherichia coli resistentes a tetraciclina en aguas superficiales,
disminuyendo la propagacién de resistencia a antibidticos. La evaluacion de
remocién de GRA y BRA de aguas residuales empleando tecnologia MABA es
incipiente (Cheng et al., 2020c); no se ha investigado a detalle el efecto que tienen
las condiciones operacionales como el nivel de irradiancia solar, ni el tratamiento
de digestato porcino. Este proyecto de tesis es el primer estudio donde se
comprueba el potencial de tratamiento que tiene un sistema MABA para remover
conjuntamente BRA y GRA en digestato porcino. Especificamente, se evallua el
efecto generado por 3 diferentes irradiancias solares durante la remocion de BRA
y GRA en sistemas MABA, y su el efecto en variables de proceso pH, temperatura
y OD.
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3. OBJETIVO GENERAL
Evaluar el potencial de remocién de bacterias y genes asociados a la resistencia a

antibioticos presentes en digestato proveniente efluentes porcinos mediante un

sistema de microalgas-bacterias a diferentes irradiancias solares.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e FEvaluar el efecto de la irradiancia solar en la remocion de baterias

resistentes a antibiéticos y genes de resistencia a antibioticos en digestato
proveniente de efluentes porcicolas, mediante un sistema de microalgas-
bacterias en fotobiorreactores de placa plana.

e Relacionar la persistencia de BRA en el sistema de microalgas-bacterias

con la presencia de genes que pueden otorgar dicha resistencia.
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4. METODOLOGIA
En la figura 3 se presentan las diferentes etapas de la estrategia experimental
para cumplir los objetivos establecidos.

Evaluar el potencial de remocion de bacterias y genes asociados a

la resistencia a antibioticos presentes en digestato proveniente de

efluentes porcinos mediante un sistema de microalgas-bacterias a
diferentes irradiancias solares.

\

Etapa 1
Muestreo de efluentes en granja porcina, caracterizacion y
determinacion de bacterias resistentes a antibioticos.

Y
N

R
N

4

Etapa 2

Desarrollo del inoculo de microalgas-bacterias en fotobiorreactores

de placa plana a partir de agua residual porcina cruda y lodos
activados provenientes de planta de tratamiento.

4

Etapa 3
Experimentos en fotobiorractores de placa plana a la intemperie,
tratamiento de digestato porcino a 3 diferentes niveles de

irradiancia solar para determinar su efecto en la remocion de BRA
y GRA.

4

Etapa 4
Experimento en fotobiorreactores de placa plana a la intemperie,
tratamiento de digestato porcino a 1 nivel de irradiancia solar,
tomando muestras a 3 diferentes tiempos para determinar la
variacion de BRA en el tiempo de incubacion.

o)
N

N NS

Figura 3. Estrategia experimental.
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4.1 ETAPA 1, MUESTREO Y CARACTERIZACION DE EFLUENTES
La primera etapa consistidé en realizar el muestreo de 2 efluentes en una granja

porcina ubicada en la comunidad de San Juan de Llanos, municipio de San Felipe,
Guanajuato, México. La granja cuenta con un digestor anaerobio el cual realiza el
tratamiento de los desechos de orina y heces fecales, mientras que su efluente
(digestato) es vertido en una laguna. El primer efluente muestreado fue agua
residual cruda obtenida a partir de los contenedores de desechos ubicados debajo
de la zona de maternidad. El segundo efluente muestreado fue digestato obtenido
en la salida del digestor anaerobio. Los puntos de muestreo se muestran en la
Figura 4. Los efluentes fueron transportados en bidones y fueron conservados en

refrigeracion a 4°C hasta su caracterizacion y posterior empleo en experimentos.

. . Efluente de digestor anaerobio
Granja porcina, zona de maternidad Digestor anaerobio hacia laguna

-
an —-Q—M

Punto de muestreo agua residual cruda Digestor anaerobio ubicado en Punto de muestreo de digestato porcino
granja porcina

Figura 4. Diagrama de puntos de muestreo de efluentes en granja porcina.

Para la caracterizacion de los efluentes se determinaron los siguientes parametros
fisicoquimicos: sélidos suspendidos totales (SST), sélidos suspendidos volatiles
(SSV), DQO total, DQO soluble, nitrogeno amoniacal (N-NHa4), iones nitriato (NOsz
), nitrito (NO2") y fosfato (PO4) (Seccidn 4.7). También se determinaron unidades
formadoras de colonias UFC de bacterias cultivables y resistentes a 5 antibiéticos:
ampicilina, ciprofloxacino, eritromicina, sulfametoxazol y tetraciclina (Seccién 4.5).
Adicionalmente se llevo a cabo la extraccion de ADN de la muestra de digestato
porcino para analisis de GRA y comunidad microbiana (Seccion 4.6).
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4.2 ETAPA 2, DESARROLLO DEL INOCULO
La segunda etapa se realiz6 a la intemperie en la Unidad Académica Juriquilla del

Instituto de Ingenieria de la UNAM, Querétaro, México (20°42'31"N 100°27'29"0)
durante los meses de septiembre y octubre del 2021. Consistié en desarrollar el
in6culo de microalgas-bacterias, a partir de lodos activados provenientes de la
planta de tratamiento de agua residuales urbanas de Santa Rosa Jauregui
(Querétaro, México), utilizando como sustrato agua residual porcina cruda. Se
emplearon 3 fotobiorreactores de placa plana (consiste en un disefio robusto y
compacto de forma cuboidal, en la cual sus paredes translucientes o placas planas
permiten la iluminacién de todos los lados de la estructura) con capacidad de 6 L y
con una superficie iluminada de 1800 cm? = 0.18 m? (altura:30 cm, largo 20 cm,
ancho:10 cm, grosor de acrilico de 6mm). Cada fotobiorreactor fue operado con un
volumen de trabajo de 5 L en lote, constituido por 4 L de agua residual porcicola
diluida (1:50, con agua de grifo) y 1 L de lodos activados (Arango et al., 2016). El
contenido de los fotobiorreactores fue mezclado mediante burbujeo de aire con
bombas, mangueras y dispersores de pecera. El oxigeno disuelto, temperatura e
irradiancia solar fueron monitoreados en linea con sensores VERNIER (Vernier,
EUA). La adquisicion de datos en linea se realizd conectando los sensores
mencionados a la interfaz y software LabQuest Mini (Vernier, EUA), con el apoyo
de un computador (Figura 5). El nivel de pH inicial fue de 7 y se ajustd
diariamente. Se tomaron muestras del licor mezclado para determinacion de SST
y SSV, mientras que del sobrenadante se tomaron muestras para determinacién
de: DQO soluble, N-NHa4, NO3", NO2" y PO4* (Seccion 4.7). Durante este proceso
se monitored que no hubiera ausencia de N-NH4* en el medio, debido a que se
podria inhibir la proliferacion de microalgas, en su caso se suministré 1 L de una
solucién de urea (10 mg/L) a cada fotobiorreactor. El consorcio MABA (microalgas-
bacterias) fue observado al microscopio en campo claro (Nikon H550L, Nikon
Instruments, EUA), y se recolectaron evidencias fotograficas (Nikon DS-Ril1, Nikon
Instruments, Melville, NY. EUA). Se termind esta etapa cuando la concentracion
de SSV fue cercana a 6 g/L en el licor mezclado, para poder repartir la biomasa en
los 6 fotobiorreactores de placa plana empleados en la siguiente etapa

experimental.
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4.3 ETAPA 3, EFECTO DE LA IRRADIANCIA SOLAR
Para la etapa experimental 3 se distribuy6 el indéculo en 6 fotobiorreactores de

placa plana, de las mismas dimensiones y con el mismo sistema de monitoreo en
linea descrito en la seccion 4.2. La operacion de esta etapa se realizé en el mes
de noviembre del 2021. Cada reactor fue operado con un volumen de trabajo de 5
L en lote, constituido por 1 L de digestato porcino, 1 L de in6culo de microalgas
bacterias y 3 L de agua del grifo. Al inicio del experimento se determind SST y
SSV a partir del licor mezclado, mientras que del sobrenadante se determind:
DQO soluble, N-NHs, NOz,, NO2" , PO4* (Seccién 4.7) y UFC de BRA (Seccién
4.5). Se evaluaron 3 diferentes niveles de irradiancia solar denominadas: baja (IB),
media (IM) y alta (IA), con valores maximos de 60 + 9, 212 + 9y 373 + 21 W/m?,
respectivamente; utilizando dos réplicas para cada irradiancia. La IB e IM, se
controlaron cubriendo los fotobiorreactores con malla sombra, es importante
mencionar que estos 2 valores son considerados como altos en muchas partes del
mundo (Arcila & Buitrén, 2017), sin embargo, para fines del presente proyecto de
investigacion se nombraron los 3 niveles evaluados como alto, medio y bajo. La IA
se logro al exponer directamente los fotobiorreactores sin malla (Figura 5). Para
evaluar el efecto de la irradiancia, los fotobiorreactores se operaron en 3 lotes
secuenciales durante 10 dias cada uno. Al término de cada lote se tomaron
muestras del licor mezclado para determinacion de SST, SSV. Posteriormente se
dej6 sedimentar el sistema para separar los agregados MABA del sobrenadante,
retrando 4 L aproximadamente de sobrenadante y empleandolo para
determinacion de: DQO soluble, N-NHs, NOs", NO2~, PO4% (Seccién 4.7) y UFC de
BRA (Seccién 4.5). Después de retirar el sobrenadante se completé el volumen de
trabajo para el siguiente lote, adicionando 1L de digestato y 3 L de agua de grifo.
Se recolectaron agregados MABA de las 3 condiciones al final del segundo lote
para medir la velocidad de sedimentacién (VS, m/h), el indice volumétrico de lodos
(IVL, mL/g SSV) y la distribucién de tamafio de granulos (escaner digital G3110,
Hewlett-Packard Company, EE.UU.). Como control negativo se utilizO un
contenedor de acrilico con capacidad de 1.2 L (altura: 16 cm, diametro: 15.4 cm,
grosor acrilico de 6mm), el volumen de trabajo estuvo constituido por 0.2 L de

digestato porcino, 0.2 L de in6culo de microalgas-bacterias y 0.6 L de agua del
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grifo. El contenedor fue cubierto en su totalidad con papel aluminio para evitar el
paso de irradiancia solar, el contenedor se encontraba junto a los fotobiorreactores

de placa plana como se muestra en la Figura 5.

Irradiancia baja Trradiancia intermedia Trradiancia alta

60 W/m? 9 212W/im +9 373 W/n + 21

AN N N
[ h 4 h 4 B

Malla de nailon
Sensor con efecto Fotobiorreactores
invernadero en placa plana

[HITE NN

i i Il [
1 I N I |

I N

RN

Estante de acero

Computador e interfaz
LabQuest Mini

Control sin irradiancia

J Al

Figura 5. llustracion de estacion de trabajo con fotobiorreactores de placa plana al exterior.

4.4 ETAPA 4, DETERMINACION DE BRA A DIFERENTES TIEMPOS
A partir de los resultados obtenidos en la etapa anterior, en términos de remocion

de BRA se realiz6 un experimento empleando 2 fotobiorreactores expuestos a la
condicién IM con el mismo sistema de monitoreo. En esta etapa se realizaron 3
puntos de muestreo del sobrenadante: al inicio del experimento o tiempo 0 (IM-
T0), 1 dia (IM-T1) y 10 dias (IM-T10), para determinar la variaciéon en el nimero de
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UFC cultivables y resistentes a antibiéticos en el tiempo. Se llevo a cabo la
extraccion de ADN del sobrenadante de este Ultimo lote considerado como

efluente, para analisis de GRA y de la comunidad microbiana (Seccion 4.6).

4.5 DETERMINACION DE BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS (BRA)
Para la determinacion de BRA se recolectaron muestras de agua residual porcina

cruda, digestato porcino (seccion 4.1), sobrenadante de los fotobiorreactores al
inicio del experimento a 3 diferentes niveles de irradiancia solar y al final de cada
lote tanto de la tercera (seccion 4.3) como de la cuarta etapa (seccion 4.4),
considerandose las 2 dltimas muestras como el efluente del tratamiento de
digestato porcino mediante el sistema MABA. Las muestras fueron recolectadas
en tubos Falcon estériles y se almacenaron en refrigeracion (maximo 24 horas).
Se empled el método de recuento en placas heterotréficas para cuantificar la
presencia de BRA en las muestras especificadas. Cinco tipos de farmacos fueron
elegidos para cuantificar a las bacterias resistentes: tetraciclina 16 mg/L,
eritromicina 8 mg/L, sulfametoxazol 50.4 mg/L, ampicilina 32 mg/L y ciprofloxacino
4 mg/L, debido a que son los antibioticos cuyos GRA estan reportados en
efluentes porcicolas (Sui et al., 2019; Tao et al., 2014). Se utiliz6 agar R2A (BD,
Difco) como medio de cultivo con las concentraciones de antibioticos previamente
mencionadas, ademas de la adicion de 50 mg/L de nistatina para prevenir el
crecimiento de hongos. Cada antibiético fue empleado por separado en los medios
de cultivo. El volumen de las muestras a analizar fue de 0.1 mL. Las muestras se
diluyeron 4 veces en serie a una relacién 1:10 y se esparcieron sobre las placas
gue contenian la concentracion especifica de antibiético mediante la técnica de
propagacion con ayuda de un asa de vidrio. Todos los analisis fueron conducidos
en duplicado. Las placas fueron incubadas por 48 h a 37°C. Se registraron las
UFC y se convirtieron los valores a Log UFC/g SSV para determinar la
concentracion de BRA en la biomasa de las muestras, lo cual permitio visualizar el

rendimiento del sistema MABA en la remocion de BRA (Cheng et al., 2020c).

Posteriormente, se realiz6 una muestra compuesta partir de la biomasa de UFC
resistentes a antibioticos que crecio de los lotes de la tercera etapa (seccion 4.3) y
se realiz6 una segunda muestra compuesta a partir del lote de la cuarta etapa
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(Seccidn 4.4). Para realizar las muestras compuestas, se recolectaron con un asa
bacteriologica 60 ug de biomasa de UFC resistentes a antibidticos que crecieron
en cada uno de los 5 diferentes medios de cultivo adicionados con antibiético y
fueron mezclados en un tubo Eppendorf, posteriormente se llevd a cabo la
extraccion de ADN para andlisis de GRA y de la comunidad microbiana (Seccién
4.6).

4.6 EXTRACCION DE ADN, SECUENCIACION Y ANALISIS BIOINFORMATICO
Se realiz6 la extraccion de ADN de las muestras anteriormente mencionadas para
determinar la estructura de la comunidad microbiana a través del metagenoma y
para cuantificar los GRA presentes. Las muestras fueron conservadas a -20°C
hasta el momento de la extraccion. Se llevd a cabo la extraccion de ADN
gendmico utilizando el kit DNeasy PowerSoil de acuerdo con las instrucciones del
fabricante (Qiagen, Alemania). La concentracion del ADN extraido se cuantifico
por espectrofotometria utilizando un NANODrop 2000c (Thermo Scientific, EUA).
Las muestras de ADN fueron secuenciadas usando la plataforma NextSeq,
lllumina (2X, ~8 millones PE 150 + 150 pb lecturas) en el Laboratorio de Recursos
de Microbioma Integrado (IMR) en la Universidad de Dalhousie (Halifax, Canada).
El procesamiento del secuenciamiento de ADN metagendémico consistio en
recortar adaptadores y tramos de nucleotidos de baja calidad empleando Trim
Galore (v0.6.5) (Yoo et al., 2020). MEGAHIT (v1.2.9) fue usado para ensamblar
lecturas limpias en contigs (Nolvak et al., 2018). Los contigs resultantes fueron
alineados contra la base de datos Integral de Resistencia a los Antibi6ticos (por
sus siglas en inglés CARD), usando BLASTP, con un limite de valor e de 10°
(McArthur et al., 2013). Una lectura se consider6 como una secuencia de GRA si
el resultado mostraba una identidad 280% y como un bitcore si tenia 250. Los
niveles de GRA o secuencias similares a elementos maviles en el presente trabajo
se describen utilizando la unidad de “ppm” (una lectura en un millén de lecturas) el
cual es definido como la porcibn de GRA 0 secuencias similares a elementos
moviles en el total de secuencias metagenomicas (Yang et al., 2013).

Las secuencias procesadas se cargaron en el servidor de Metagenomics Rapid
Annotation usando Subsystems Tchnology (MG-RAST) (Meyer et al., 2008). Los
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perfiles taxondmicos se generaron utilizando la base de datos RefSeq con 95% de

identidad, 50 de longitud y 1 de minima abundancia.

4.7 ANALISIS FISICOQUIMICOS
La determinacion de nitrdgeno amoniacal se realiz6 con el método Hach 10031-

nitrogeno amoniacal (EUA) basado en el método Salicilato con rango de 0 a 50 mg
NHs-N/L. La DQO se determind de acuerdo con el método de Hach 8000-DQO
(EUA), basado en el método del dicromato a flujo cerrado. La determinacion de los
iones fosfato, nitrito y nitrato se realiz6 mediante cromatografia ibnica empleando
el equipo Dionex ICS 1500 (Thermo Scientific ™, EUA) equipado con una columna
capilar lonPac AS23 (0.4 x 250 mm) y un detector de conductividad. El andlisis fue
realizado a 30°C usando una soluciébn de Na2CO3/NaHCOs (proporcion de
concentracion 4.5 mM/0.8 mM) como fase movil a una tasa de flujo de 0.8 mL/min
y presion de trabajo de 1860 psi (Quijano et al., 2021). Para la determinacion de
SST y SSV se utilizaron métodos estandar (APHA, 2005). La distribucion de
tamafio de los MABA se determiné de acuerdo con (Oliveira et al., 2018), en
resumen, a partir de 5 mL de agregados los granulos se separaron de los
materiales particulados por sedimentacion, capturando imagenes de los granulos
(escaner digital G3110, Hewlett-Packard Company, EE.UU.), midiendo sus
dimensiones computacionales. Las imagenes se analizaron utilizando el software
ImageJ (version 1.52a). El tamafio de un agregado fue determinado con el
diametro Feret, como ha sido reportado para el tamafio de los fléculos de
microalgas (Vandamme et al., 2014). La velocidad de sedimentacion (VS, m/h) y el
indice volumétrico de lodos (IVL, mL/g SSV) se determinaron mediante (APHA,
2005).

4.8 ANALISIS ESTADISTICOS
Se realizaron analisis de variancia (ANOVA) seguidos de pruebas de Tukey para

evaluar la significancia del efecto de las distintas irradiancias solares evaluadas
(RStudio version 4.2.0). También se realiz0 un analisis multivariado para
determinar la correlacion entre las condiciones ambientales evaluadas y la
variacion de Log UFC resistentes a antibidticos (RStudio version 4.2.0, paquete
1.0.2-2.1).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 CARACTERIZACION DE EFLUENTES PORCINOS
En la literatura se ha reportado el rendimiento de digestores anaerobios en el

tratamiento de agua residual porcina cruda, alcanzando los porcentajes de
remocion promedio de DQO soluble, N-NH4*, PO4*, SST y SSV, de 99%, 92%,
91%, 26%, 83%, respectivamente (Garzén-Zufiga & Buelna, 2014). En la primera
etapa del presente proyecto de investigacion, al caracterizar el agua residual
porcina cruda y el digestato se puede observar que el desempefio de remocion
promedio fue similar o mayor de los discutidos, excepto para N-NHs* (Garzén-
Zuaiiga & Buelna, 2014). Considerando las concentraciones del agua residual
porcina cruda (ARPC) y el digestato porcino (DP) (Figura 6), las eficiencias de
remocion del digestor fueron para DQO total, DQO soluble, N-NHs*, PO4*, SST y
SSV, 98%, 90%, 44%, 62.5%, 97.8% y 97.64%, respectivamente.

Se ha reportado que la digestibn anaerobia es un proceso que favorece la
propagacion de la resistencia a antibioticos debido a las concentraciones sub
inhibitorias de estos farmacos que ingresan al reactor mediante el agua residual
cruda, ejerciendo una presion selectiva sobre una alta densidad bacteriana,
facilitando la transferencia horizontal de genes entre células bacterianas mediante
plasmidos o integrones (Cheng et al., 2020c). Siguiendo dicho comportamiento de
aumento en la digestion anaerobia, en el presente proyecto se observd un
aumento en el numero de UFC de BRA en el digestato porcino con respecto al
agua residual cruda que ingreso al digestor (Figura 7). Las UFC resistentes a
ciprofloxacino, eritromicina, sulfametoxazol y tetraciclina incrementaron 0.88 log,
0.07 log, 0.37 log y 1.48 log, respectivamente, mientras que solamente hubo una

remocién de UFC resistentes a ampicilina (0.76 log).
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Figura 6. Caracterizacion de agua residual porcina cruda y digestato porcino. A) DQO total, B)
DQO soluble, C) SST, D) SSV, E) Nitrdgeno amoniacal, F) lon fosfato, G) Nivel de pH. P < 0.05,

indica que existe una diferencia significativa con una certeza del 95%, ANOVA.
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Figura 7. Cuantificacién de bacterias resistentes a diferentes antibiticos. A) Ampicilina, B)
Ciprofloxacino, C) Eritromicina, D) Sulfametoxazol, F) Tetraciclina. P < 0.05, indica que existe

una diferencia significativa con una certeza del 95%, ANOVA.
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5.2 DESARROLLO DE INOCULO MICROALGAS-BACTERIAS
La irradiancia solar maxima observada durante el desarrollo del in6culo de

microalgas-bacterias (Tabla 4), puede considerarse como alta en la mayor parte
del mundo (Arcila & Buitrén, 2017). Al inicio de la etapa los fotobiorreactores
presentaban una coloracion café debido al digestato porcino. La coloracién cambio

a verde a partir del dia 5, debido al crecimiento de microalgas (Figura 8).

Tabla 4. Condiciones operacionales durante el desarrollo del inéculo de microalgas-bacterias

Parametro Valores registrados
Nivel de pH 82+04
Oxigeno disuelto minimo (g/L) 50%x15
Oxigeno disuelto méaximo (g/L) 9.1+22
Irradiancia solar maxima (W/m?2) 421+ 183
Temperatura méxima (°C) 34.0+2.3
Temperatura minima (°C) 13.0+1.6
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Figura 8. Desarrollo de biomasa microalgas-bacterias. A) Fotobiorreactores al tiempo 0, B)
Fotobiorreactores a las 120 horas, C) Observacion al microscopio de microalgas en
fotobiorreactores a las 120 horas.
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Durante el desarrollo del in6culo se observé una remocion de materia organica y
nutrientes, del 80%, 85%, 99% y 95%, para DQO soluble, N-NH4*, NOs", NO2" y
PO43, respectivamente. Esta remocion se explica por el aumento de la biomasa
(2.4 veces) de microalgas-bacterias en términos de SSV (Figura 9). La remocion
de estos valores es comparable con los reportados en la literatura, en donde se
empled digestato porcino para la produccion de biomasa de Chlorella vulgaris en
fotobiorreactores tubulares expuestos a una irradiancia maxima de 44 W/m?, en
donde la remocion de N-NHs*, PO4* fue del 99% y 97%, respectivamente,

mientras que la produccion de biomasa fue de 2.6 g/L.
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Figura 9. Determinacion de fisicoquimicos al inicio y final del desarrollo de in6culo. A) SST, B)
SSV, C) DQO soluble, D) Nitrégeno amoniacal, E) lon nitrato, F) lon nitrito, G) lon fosfato. P < 0.05,

indica que existe una diferencia significativa con una certeza del 95%, ANOVA.
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5.3 EFECTO DE LA IRRADIANCIA EN EL TRATAMIENTO DE DIGESTATO
PORCINO

La Figura 10 muestra los fotobiorreactores de placa plana expuestos a la
intemperie. El uso de la malla logr6 diferenciar la exposicion a diferentes niveles
de irradiancia para cada tratamiento (Al, IM, o IB). La condiciéon IM obtuvo 43%
menos de irradiancia solar con respecto a la condicion 1A, mientras la condicion 1B
gue estuvo cubierta por 2 capas obtuvo 85% menos irradiancia solar con respecto

a la condicién IA (Figura 11 A).
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Figura 10. Fotobiorreactores de placa plana.

La variacion en los valores obtenidos de temperatura y concentracion maxima de
OD en las diferentes condiciones se debe a la diferencia en el nivel de exposicion
a la irradiancia solar. La condicion IA registré los mayores valores promedio de
temperatura, OD (Figura 11) y produccion de biomasa (Figura 12B) siendo 30.1 +
3.4 °C,9.82+0.6 mg O2/L y 3.2 + 0.05 g/L, respectivamente. Estos resultados no
presentan diferencia significativa con respecto a los valores obtenidos en la
condicion IM. En cuanto al nivel de pH no existio una diferencia significativa entre

las condiciones debido a que se controlé diariamente a un valor de 7.
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Respecto a la remocion de nutrientes y materia organica, la IA alcanzé el mayor
porcentaje de remocion de DQO soluble y PO4*, siendo 70% y 49%,
respectivamente, siendo solo significativamente diferente la DQO en comparacion
con las condiciones IM e IB (Figura 12). La IM alcanzé el mayor porcentaje de
remocion de N-NH4* (55%).
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Figura 11. Factores operacionales obtenidos por condicion experimental. A) Irradiancia solar
méaxima, B) Temperatura maxima, C) Temperatura minima, D) Oxigeno disuelto méaximo, E)
Oxigeno disuelto minimo, F) Nivel de pH. IA, IMy IB corresponden a irradiancia alta, media, y baja
respectivamente. P < 0.05, indica que existe una diferencia significativa con una certeza del 95%,

ANOVA. (a, b, c, d) = No hay diferencia significativa (Tukey).
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Figura 12. Analisis fisicoquimicos a las diferentes irradiancias evaluadas, Alta, Media y Baja, IA, IM

y IB, respectivamente. Asi como del digestato alimentado (DP) y reactor control en oscuridad (C).
A) SST, B) SSV, C) DQO soluble, D) Nitrégeno amoniacal, E) lon fosfato. P < 0.05, indica que

existe una diferencia significativa con una certeza del 95%, ANOVA. (a, b, ¢, d) = No hay diferencia

significativa (Tukey).

En cuanto a la caracterizacion de la biomasa MABA, se puede observar en la

figura 13 que la mayoria de las frecuencias relativas de tamafio de granulo entre

las 3 condiciones no tienen diferencia significativa, sin embargo, la condicion 1A

registr6 una mayor abundancia relativa de granulos con diametros mayores a 2

mm, siendo este valor y el registrado por la condicion IB los Unicos que tienen una

diferencia significativa entre si. La velocidad de sedimentacion de los granulos en

IA fue 31% y 50% mayor con respecto a los valores obtenidos en las condiciones

IM e IB, respectivamente. La velocidad de sedimentacion obtenida por los

granulos de la IM fue 0.5 m/h inferior a la obtenida por IA, mientras que en el

indice volumétrico de lodos no hubo una diferencia significativa entre las 2

condiciones.

En cuanto a granulometria, en IB no se obtuvieron granulos con diametro mayor a

2 mm, la velocidad de sedimentacion y el indice volumétrico de lodos también

fueron los mas bajos registrados siendo 0.08 m/h y 0.001 L/gSST,

respectivamente. Los resultados muestran el impacto que tiene la irradiancia solar

en el sistema de microalgas-bacterias, siendo que a menor exposicién (60 + 9
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W/m?) se obtienen los menores rendimientos, probablemente la irradiancia
recibida no sea la suficiente para llevar a cabo el proceso fotosintético de manera
adecuada, lo que se puede inferir a partir del bajo nivel de oxigeno disuelto
méaximo registrado (7.73 + 0.45 mg/L). También puede ser comprobado al
observar el valor de SSV obtenido (Figura 12B) por la condicion IB, el cual no tuvo
un incremento significativo con respecto al sustrato de digestato porcino a tratar y
el reactor control en oscuridad, sin embargo, se registro la produccion de oxigeno
disuelto probablemente por la biomasa de microalgas presente en el inoculo y
debido al oxigeno presente en el aire burbujeado para el mezclado de los
fotobiorreactores. La retenciébn de la concentracion de oxigeno disuelto en la
condicion IB puede deberse a la temperatura, ya que se ha reportado que en
aguas residuales a una temperatura de 25°C se puede alcanzar una concentracion
de OD de 8.2 mg/L (Aliwasi, 2020).
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Figura 13. Caracterizacion fisica de la biomasa MABA. Obtenida a diferentes condiciones de
irradiancia, Alta, Media y Baja, 1A, IM y IB, respectivamente. A) Velocidad de sedimentacién, B)
indice volumétrico de lodos, C) Granulometria. P < 0.05, indica que existe una diferencia

significativa con una certeza del 95%, ANOVA. (a, b, ¢, d) = No hay diferencia significativa (Tukey).

En la literatura solo se ha reportado un estudio sobre el uso de microalgas-
bacterias para el tratamiento de digesto porcino en fotobiorreactores de placa

plana (Sun et al., 2019). Se empled el digestato porcino sin diluir y los valores
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iniciales de DQO soluble, nitrégeno y fésforo totales fueron 0.8 g/L, 0.4 g/L y 5.x10
3 gl/L, respectivamente, mientras que la remocién debido al tratamiento fue del
86%, 72% y 87%, respectivamente. La produccién de biomasa reflejada en los
SSV fue de 0.61 g/L. Los valores de remocion y produccion reportados por Sun y
colaboradores (2019) fueron mayores a los obtenidos en el presente proyecto de
investigacion probablemente por la irradiancia solar a la que fueron expuestos los

fotobiorreactores ya que fue de 438 W/m?, 15% mayor a la condicion IA.

5.3.1 CUANTIFICACION DE BRA DURANTE EL TRATAMIENTO DE
DIGESTATO.
Dentro la tercera etapa experimental se determind la variacion de UFC de BRA

durante el tratamiento de digestato porcino a 3 diferentes condiciones de
irradiancia solar (Figura 14). Coincidente con la actividad fotosintética observada,
la remocién de materia organica y nutrientes en la IA y IB, presentaron remociones
significativamente similares para BRA resistentes a sulfametoxazol y tetraciclina,
en el rango de 0.3 y 1.4 log, respectivamente. Mientras que la IM removio
significativamente mayores UFC relacionadas con la resistencia a ciprofloxacino y
eritromicina, hasta 0.4 y 0.7 log, respectivamente (Figura 14).
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Figura 14. Cuantificacion de UFC de bacteria resistentes A) ampicilina, B) ciprofloxacino, C)
eritromicina, D) sulfametoxazol, y E) tetraciclina, ante diferentes condiciones de irradiancia, alta,
media y baja, digestato porcino y control, IA, IM, IB, DP y C, respectivamente. Asi como del
digestato alimentado y reactor control en oscuridad. P < 0.05, indica que existe una diferencia

significativa con una certeza del 95%, ANOVA. (a, b, ¢, d) = No hay diferencia significativa (Tukey).
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Por otro lado, los tratamientos también favorecieron la proliferacion de bacterias

resistentes a ampicilina, 1 log y 0

4 log, en 1A e IM, respectivamente (Figura 14). Esta condicion que favorecio la
propagacion de BRA se observé para la mayoria de los antibidticos en IB,
aumentando los valores log de UFC resistentes a ampicilina, ciprofloxacino,
eritromicina y sulfametoxazol, 1, 0.1, 0.4 y 0.05 respectivamente. En esta ultima
condicion, solamente se logré remover 1.2 log de UFC resistentes a tetraciclina
(Figura 14).

En el estudio de Cheng y colaboradores (2020c) se empled un sistema raceway
con un in6culo de microalgas (300 L) para la remocion de resistencia a antibioticos
de efluentes primarios provenientes de aguas residuales municipales, sin
enfocarse en la remocion o analisis de solidos, DQO y nutrientes. El sistema
raceway fue operado a la intemperie en Las Cruces Nuevo México, en donde se
registraron altas temperaturas (40-46 °C) dentro del biorreactor. Las
concentraciones iniciales de bacterias resistentes a ampicilina, ciprofloxacino,
eritromicina, sulfametoxazol y tetraciclina fueron aproximadamente: 4 log/mL, 3
log/mL, 4 log/mL, 4.1 log/mL y 1.7 log/mL, respectivamente, mientras que gracias
al tratamiento con microalgas se alcanzaron las remociones de 4 log, 2.5 log, 2
log, 1 log y 1 log, respectivamente. El estudio reporté que al final del lote ya no se
registraron bacterias resistentes a ampicilina, mientras que en el presente
proyecto de investigacion en las 3 condiciones de irradiancia solar ocurrié un
incremento para resistentes a este antibidtico. Las concentraciones iniciales de
BRA presentadas en los efluentes primarios municipales son comparables con las
registradas en el en el digestato porcino del presente proyecto de tesis, las cuales
fueron: 3.7 log/mL, 3.8 log/mL, 5.25 log/mL, 5 log/mL y 5.2 log/mL, para ampicilina,
ciprofloxacino, eritromicina, sulfametoxazol y tetraciclina respectivamente, sin
embargo, en el presente proyecto de tesis se alcanz6 una menor remocion de
BRA. Los autores mencionan que la remocion de BRA puede tener 2 razones: el

pH &cido (nivel de 4) al cual se operaron los fotobiorreactores y las altas
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temperaturas registradas dentro del sistema (40-46 °C), estos factores

operacionales pudieron incidir en una mayor remocion de BRA.

En la literatura se ha reportado que un nivel de irradiancia solar de 550 W/m?2
disminuye el niumero total de bacterias heterotroficas en efluentes secundarios de
aguas residuales y decrementa la proporcion de bacterias resistentes a
sulfametoxazol (Glady-Croue et al., 2018), lo que explicaria la reduccién de UFC
resistentes a antibioticos en el presente proyecto en IA e IM. Se ha reportado que
la irradiancia solar causa la foto inactivacion de ejemplares de Escherichia coli
resistentes a tetraciclina, mediante los siguientes mecanismos: deformacion vy
dafio en la membrana celular, dafio en el genoma y en las proteinas citoliticas
debido al incremento en los niveles de oxigeno disuelto y las especies reactivas de
oxigeno (HO- y H202) producidas en el proceso fotosintético llevado a cabo por las
microalgas (Zhang et al., 2020), esto podria explicar porgue las condiciones IA, IM
e IB lograron los mayores valores de remocién de UFC resistentes a tetraciclina en
el presente proyecto, siendo 1.4, 1.4 y 1.2 log, respectivamente. Por lo tanto, se
podria inferir que la remocién de BRA en el sistema se debe a una accién conjunta
de la irradiancia solar y la actividad fotosintética que llevan a cabo las microalgas,
la cual es dependiente de esta condicion ambiental, en donde se produce un
aumento en la concentracion de oxigeno disuelto, especies reactivas de oxigeno,

temperatura y nivel de pH.

5.4 CUANTIFICACION BRA A DIFERENTES TIEMPOS DE INCUBACION
De acuerdo con los resultados de la etapa 3 donde la IM propicié mayor remocion

de BRA y menor propagacion de resistencia a ampicilina, esta condicién se
selecciond para evaluar la variacion de UFC resistentes a antibiéticos a diferentes
tiempos (0, 1 y 10 dias) durante el tratamiento de digestato. En los 5 antibioticos
evaluados se puede observar la disminucion de UFC resistentes durante el
transcurso del tiempo (Figura 14). Las UFC resistentes a ciprofloxacino son las
Gnicas que tuvieron una remocion significativa a partir de las 24 horas, sin
embargo, para el final del tratamiento fueron las que menor potencial de remocién
presentaron (0.6 log). El mayor potencial de remocion obtenido por el sistema fue
para las UFC resistentes a tetraciclina, alcanzando el valor de 3 log, mientras que
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la remocion de UFC resistentes a ampicilina, eritromicina y sulfametoxazol fue de
0.7, 1.8 y 0.7 log, respectivamente. En los 5 casos hubo una remocion significativa
de UFC resistentes en el dia 10 con respecto a las primeras 24 horas, esta
informacion es importante para futuros disefios de tratamiento basados en el
presente sistema, ya que el proceso debe tener una duracién de al menos 10 dias
para obtener una remocion significativa de BRA. Es necesario realizar mayor
investigacion con tiempos de incubacion desde las 24 horas hasta las 240 horas
para conocer a partir de qué momento la remocién es significativa y analizar si es

factible la disminucién del tiempo de operacion.
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Figura 15. Cuantificacion de UFC de bacteria resistentes a ampicilina (A), ciprofloxacino (B),
eritromicina (C), sulfametoxazol (D), y tetraciclina (E); a diferentes tiempos de tratamiento con IM,
0, 1y 10 dias, IM-TO, IM-T1, IM-T10, respectivamente, asi como del digestato alimentado DP y el
control C. Asi como como del digestato porcino alimentado y la condicién control. P < 0.05, indica
que existe una diferencia significativa con una certeza del 95%, ANOVA. (a, b, ¢, d) = No hay

diferencia significativa (Tukey).

Mezzari y colaboradores en el 2017 midieron la remocion de UFCs
multirresistentes a antibiéticos de Sallmonella enterica a diferentes tiempos (24, 48
y 72 horas), en digestato porcino y empleando un consorcio de microalgas
dominado principalmente por Scenedesmus spp. Sus resultados muestran que a
las 24 horas del proceso no ocurrid una remocion significativa con respecto al

conteo inicial de 3 log UFC/mL, mientras que a las 48 horas se registré la
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remocion total del patdégeno. Los autores sefalan que probablemente se debe a
gue no controlaron el nivel de pH el cual paso de un valor inicial de 6.8 hasta
valores superiores a 11 gracias al proceso fotosintético. Para verificarlo realizaron
otro experimento donde controlaron el nivel de pH a un valor de 6.8 resultando en
que las concentraciones iniciales del patdégeno se mantuvieron por toda la

duracion del ensayo (96 horas).

De acuerdo con los resultados obtenidos en el presente proyecto de investigacion
y con los resultados reportados por Mezzari y colaboradores en el 2017, se podria
inferir que la duracion del tratamiento repercute en la remocion de resistencia a
antibioticos: con el transcurrir del tiempo de operacion las bacterias resistentes a
antibiéticos se encuentran cada momento mas expuestas a un incremento en el
nivel de pH y de la concentracion de oxigeno disuelto por la actividad fotosintética
de las microalgas.

5.5 EFECTO DE CONDICIONES AMBIENTALES EN LA PREVALENCIA DE

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS
Los resultados del andlisis muestran que hay una correlacion negativa entre las

condiciones ambientales y la prevalencia de las UFC resistentes a antibioticos.
Esta relacion es significativa para la irradiancia solar y el oxigeno disuelto, en
relacion con la menor presencia de BRA (Figura 15). En la literatura se han
reportado estos factores como relevantes en la remocién de resistencia a
antibiéticos, la irradiancia solar causa la foto inactivacién de ejemplares resistentes
mediante deformacién y dafio en la membrana celular, dafio en el genomay en las
proteinas citoliticas debido al incremento en los niveles de especies reactivas de
oxigeno gracias al proceso fotosintético (HO+ y H202); ademas la irradiancia solar
provoca la foto degradaciéon de genes de resistencia extracelulares, disminuyendo
la THG (Zhang et al., 2020). Adicionalmente en el presente estudio se observo que
el pH tiene una correlacién no significativa con las UFC resistentes a antibiéticos,
esto se debe a que el nivel fue controlado diariamente a 7. Sin embargo, se ha
demostrado que durante la remocion de BRA de digestato porcino mediante
microalgas-bacterias, se remueve totalmente a ejemplares de Sallmonella

Typhimurium multirresistentes a antibiéticos durante las primeras 48 horas de
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tratamiento cuando el nivel de pH no se controla y sube a niveles superiores a 11
(Mezzari et al., 2017).

Ampicilina
P A

Eritromicina

L1

Ciprofloxacino
A

Tetraciclina
A

F
Sulfametoxazol

I I I I I
-2 -1 0 1 2

RDA1 (75.1%)

Condiciones experimentales ® 1A IB IM
Figura 16. Andlisis estadistico multivariado empleando condiciones ambientales y BRA. Las
variables ambientales significativas fueron la irradiancia solar (P = 1.x10-) y el oxigeno disuelto (P
= 7x10%3).
De acuerdo con el estudio publicado por Munasinghe-Aranchchige vy
colaboradores en 2019, a un nivel de pH neutral y bajo exposicién directa a la luz
solar, las coliformes fecales se reducen a niveles indetectables en 24 horas, sin
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embargo en presencia de microalgas y exposicion directa a la luz solar las
coliformes fecales son reducidas a niveles indetectables en menos de 12 horas,
atribuyendo la aceleracion de inactivacion por el efecto sinérgico de la luz solar y
los elevados niveles de oxigeno disuelto (7 mg/L) generados por el proceso
fotosintético de las microalgas en el reactor (Munasinghe-Arachchige et al., 2019).
A partir de esa investigacion Cheng y colaboradores en el 2020c identificaron que
la irradiancia solar combinada con el oxigeno disuelto, nivel de pH y temperatura
son factores que influyen sustancialmente en la estructura de la comunidad

microbiana, alterado la abundancia de los genes de resistencia a antibioticos.

5.6 REMOCION DE GRA DURANTE EL TRATAMIENTO DE DIGESTATO
PORCINO
En la figura 16 se puede observar la remocion de GRA que logro el tratamiento de

digestato porcino mediante el consorcio MABA en fotobiorreactores de placa plana
expuestos a la condicion IM. Con respecto a los genes que confieren resistencia a
los antibidticos empleados en los medios de cultivo R2A, se alcanzaron
remociones para betalactdmicos, macrdlidos y tetraciclinas, de 98, 73 y 79%,
respectivamente. Sin embargo, ocurrié un aumento (36%) en la abundancia de los
genes de resistencia a sulfonamidas (Figura 17), situacion que no ocurre con las
bacterias resistentes a sulfametoxazol determinadas en los medios de cultivo, las
cuales fueron removidas (0.7 log) (Figura 14). Es importante sefalar que en el
medio R2A solo pueden crecer ciertas especies heterotroficas y hay muchas
especies que no son cultivables, es probable que se llevara a cabo la disminucion
en la resistencia a sulfametoxazol para las especies heterotroficas cultivables
mientras que a la par ocurria un aumento en la resistencia a sulfonamida para las
especies no cultivables en R2A, por lo que los resultados de GRA muestran un
panorama mas completo. En este sentido, se ha reportado que en el sistema de
microalgas-bacterias pueden incrementar los genes de resistencia a sulfonamidas
debido a que son albergados por las bacterias acidéfilas (Cheng et al., 2020c). Por
otro lado, se detectaron genes que codifican triple resistencia: MLS (macrolidos,
lincosamidas y estreptograminas) cuya remocion fue del 84%. En cuanto al

ciprofloxacino, que pertenece al grupo de las fluoroquinolonas, los genes que
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ppm

confieren resistencia a este antibiético se encontraron dentro de los genes que
confieren multi resistencia, alcanzando un porcentaje de remocion del 47%.
Adicionalmente se detectaron genes que confieren resistencia a antibidticos
diferentes a los suministrados en la granja porcina, sin embargo, de manera
general se alcanz6 un alto valor promedio de remocion de los GRA totales, siendo
del 85%, con lo cual se puede demostrar la efectividad del sistema para la
remocién de resistencia a antibidticos. Es probable que se alcanzaran estos
valores de remocion debido a que son sustancias no suministradas a los porcinos
y por lo tanto no ejercieron una presion selectiva sobre la alta densidad de
microorganismos presentes en el agua residual, evitando la propagacion de genes

gue confieren su resistencia.
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Figura 17. Cuantificacién de genes de resistencia a diferentes antibiéticos en el digestato y

efluente durante el tratamiento con irradiancia media. Partes por millén (ppm) refiere a la
cuantificacion de GRA en cada millén de genes identificados en el metagenoma. MLS, genes que
confieren resistencia a macrdélidos, lincosamidas y estreptograminas; Multidrogas, genes que
confieren resistencia a ciprofloxacino, macrolidos, lincosamidas, streptograminas, tetraciclinas,
oxazolidona, fenicol y pleuromutilina; Otros, genes que confieren resistencia a acridina, agentes

desinfectantes, antibiéticos nucleotidicos.
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En la literatura se ha reportado que el sistema de tratamiento raceway basado en
microalgas-bacterias puede remover GRA a 2 oOrdenes de magnitud mayor en
comparacion al sistema de lodos activados, argumentando que existe menor
riesgo de propagacion de resistencia debido a una menor abundancia de
integrones de clase 1 en el sistema (estructuras genéticas moviles capaces de
integrar o0 moviliza genes de resistencia a antibiéticos) (Cheng et al., 2020c). El
presente proyecto de investigacion es el primero en investigar la remocion de GRA
durante el tratamiento de digestato porcino mediante un consorcio de microalgas-
bacterias, por lo tanto, el punto de comparacion es un sistema convencional de
lodos activados reportado por Sui y colaboradores en el 2015. En dicho estudio, el
sistema de lodos activados pertenece a un tren de tratamiento presente en una
granja porcina y trata el digestato porcino mediante lotes secuenciales con un
tiempo de retencion hidraulico de 2.4 horas. Sus resultados muestran intervalos de
remocién para los genes que confieren resistencia a macrolidos: ermB y ermF,
siendo 6% - 16% y 20 % - 50 %, respectivamente, siendo sus concentraciones
iniciales 11.03 log/mL y 11.16 log/mL, respectivamente. Los autores mencionan
que la posible explicacion para la remocién es la temperatura de 37°C a la cual se

opero el sistema (Sui et al., 2015).

La baja diseminacion de genes de resistencia a antibioticos que se registra en los
sistemas de tratamiento basados en microalgas se debe a la simple comunidad
bacteriana asociada (Cheng et al., 2020c), ya que las bacterias representan una
abundancia relativa del 16% en el sistema y esto se puede atribuirse tanto al
cambiante nivel de pH como a la competencia por los limitados compuestos
organicos y nutrientes resultantes del crecimiento de la biomasa de microalgas
(Delanka-Pedige et al., 2019).

57
Resistencia a antibiéticos durante el tratamiento de digestato porcicola mediante microalgas-bacterias



5.7 IDENTIFICACION DE BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS
PRESENTES EN EL EFLUENTE DEL SISTEMA MABA
La tabla 5 muestra la abundancia relativa de los géneros encontrados en las

muestras metagendmicas de las BRA que crecieron en los medios de cultivo R2A
adicionados con antibiéticos a partir de sembrar el efluente del tratamiento de
digestato porcino mediante el sistema MABA. En la tabla también se encuentran
las especies patdégenas de estos géneros, las afectaciones a la salud que
provocan y su resistencia a antibiéticos. Se puede apreciar la abundancia relativa
de los coliformes fecales Escherichia, Enterobacter y Klebsiella, 16, 13 y 2 %,
respectivamente, géneros encontrados comunmente en aguas residuales porcinas
(Homeier-Bachmann et al., 2021).

La relevancia en identificar estos géneros de BRA, es que pueden fungir como
reservorio de GRA vy transferirlos, favoreciendo la propagacion de resistencia a
antibiéticos en el ambiente, y principalmente que dentro de estos géneros se
encuentran especies patdégenas. Escherichia, Enterobacter, Salmonella,
Bacteroides, Staphylococcus, Pseudomonas, Klebsiella, Clostridium, Shigella y
Vibrio (Kaper et al.,, 2004; Busi Siddhardha, 2020; Wexler, 2007; Zafar & Saier,
2021; Eng et al., 2015; Gillaspy & landolo, 2009; Rajkovic, 2016; Cercenado, 2011;
Corzo-Delgado & Gomez-Mateos, 2006; Pang et al., 2019; Sciortino et al., 2021;
Spigaglia et al., 2018; Gundogan, 2014; Haenni et al., 2018; Ranjbar & Farahani,
2019; Gxalo et al., 2021).

Los géneros bacterianos identificados en las BRA tienen una gran importancia
ambiental y en la salud, ya que no solamente afectan a las personas, sino a otras
especies que fungen como alimentos para los humanos, por citar algunos
ejemplos: se ha reportado la presencia de ejemplares de Escherichia coli en los
desechos de porcinos diarreicos, siendo una de las principales causas de muerte
(Nguyet et al.,, 2022), mientras que la especie Pseudomonas syringae es un

patégeno de las plantas del maiz y tomate (Ozen & Ussery, 2012).
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Tabla 5. Géneros identificados en las muestras metagenémicas de BRA.

Género Abundancia Especies patdgenas Infecciones Resistencias a Referencias
identificado relativa tipicas antibioticos
reportadas
Entérica/diarreica, Amoxicilina,
_— _— . infecciones del oxitetraciclina Kaper etal,
Escherichia 16.4 % Escherichia coli L . 2004; Nguyet
tracto urinario y enrofloxacina,
) s et al., 2022.
sepsis/meningitis.  sulfametoxazol.
Davin-Regli et
En el tracto Penicilina, al., 2019;
Enterobacter urinario, sulfametoxazol, = Muensritharam
Enterobacter 13.2% aerogenes, E. cloacae respiratorias, de cefalogpgnnas, etal, 2916;
' E hor,maiechei tejidos blandos, amoxicilinas, Busi
yE osteomielitis y tetraciclina y multi Siddhardha,
endocarditis. resistencia. 2020.
Wexler, 2007,
_ i Zafar & Saier,
Bacteriemia y Amoxicilina, 2021
formacion de penicilina, Kierzkowéka ot
Bacteroides 11 % Bacteroides fragilis abscesos en tetraciclina, al. 2020:
multiples sitios clindamicina 'y o '
del cuerpo metronidazol Rasmussen et
' ' al., 1993.
Ampicilina,
Salmonella Gastroenteritis, sulfametoxazol, Eng et al
Salmonella 8% . , bacteriemia y ciprofloxacino, g v
enterica y S. bongori . L X 2015.
fiebre entérica. cloranfenicol y
multi resistencia.
EE la piel'y Betalactamicos, Gillaspy &
uesos, s _
D glucopéptidos, landolo, 2009;
bacteriemia, tetraciclinas Rajkovic
Staphylococcus 7.3 % Staphylococcus aureus endocarditis, ; P y o
i S aminoglucésidos, 2016;
intoxicacion o
: . macrolidos, Foster, 2017.
alimentaria y .
. fluoroquinolonas
neumonia. .
y sulfonamidas.
. Cefalosporinas,
En la piel,
. - sulfametoxazol,
intrabdominales, inoalucesi
: élvicas y tejidos aminog uqo§|dos,
Enterococeus 6.3 % Enterococcus faecalis P blandos clindamicina, Cercenado,
’ y E. faecium NN glucopéptidos, 2011.
urinarias, 2
L macrélidos,
bacteriemia, . .
- lincosamidas,
endocarditis. .
estreptograminas,
fluoroquinolonas.
Corzo-Delgado
Aminoglucosidos, & Gomez-
Stenotroohomonas 504 Stenotrophomonas Respiratoria y betalactamicos, Mateos, 2006;

P maltophilia gastrointestinal. tetraciclinas, Sanchez,
quinolonas y 2015.
macraélidos.

Pseudomonas 3.4 % Pseudomonas Respiratorias, del  Carbapenémicos, Ozen &
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Arcobacter

Clostridium

Klebsiella

Streptococcus

Shigella

Vibrio

*QOtros

3%

3%

2%

2.3%

2%

2%

15%

aeruginosa

Arcobacter butzleri

Clostridium difficile

Klebsiella pneumoniae

Streptococcus
agalactiae

Shigella
dysenteriae, Shigella
flexneri, Shigella boydii
y Shigella sonnei.

Vibrio cholerae

tracto urinario, de
heridas, tejidos
blandos y fibrosis
cistica.

Bacteriemia,
gastroenteritis y
diarrea aguda

Diarrea aguda

Tracto urinario,
tracto intestinal
neumoniay
septicemia.

Tracto urinario.
sepsis,
meningitis,
neumonia,
endocarditis y
artritis.

Diarrea mucoide
sanguinolenta
(shigelosis).

Infeccién

diarreica (Colera)

aminoglucosidos,
quinolonas,

betalactamicos y

multi resistencia

Multi resistencia a
tetraciclina,
betalactamicos,
ampicilina,
cefalotina, y acido
nalidixico.

Cefalosporinas,
macrolidos,
fluoroquinolonas,
metronidazol,
vancomicina y
tetraciclina.

Multi resistente a
betalactamicos,
aminoglucésidos,
ciprofloxacino y
carbapenémicos.

Macrdlidos,
tetraciclina,
betalactamicos y
fluoroquinolonas.

Betalactamicos,
quinolonas,
aminoglucésidos,
tetraciclinas,
trimetoprima,
sulfonamidas,
colistinas,
macrolidos.

Betalactamicos,
carbapenémicos,
aminoglucésidos,
fluoroquinolonas,

cefalosporinas,

macrélido,
fenicoles y
tetraciclinas.

Ussery, 2012;

Roulova et al.,

2022; Pang et
al., 2019.

Carney et al.,
2020; Score &
A. Phillips,
2015; Sciortino
et al., 2021.

Figueiredo et
al., 2020;
Spigaglia et
al., 2018;
Sciortino et al.,
2021.

Gundogan,
2014; Aminul
et al., 2021.

Haenni et al.,
2018

Percival &
Williams, 2014;
Ranjbar &
Farahani,
2019.

Gxalo et al.,
2021.

*Conjunto de géneros bacterianos que tuvieron una abundancia relativa individual menor al 2%,
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https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/shigella-dysenteriae
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/shigella-flexneri
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/shigella-flexneri
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/shigella-boydii
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/shigella-sonnei

En la figura 18 se muestran los GRA identificados en la biomasa de las BRA. Los
resultados comprueban que las UFC que crecieron en los medios de cultivo R2A
son resistentes a los antibidticos empleados: ampicilina (betalactamicos),
ciprofloxacino (representado en el grupo de multidrogas), eritromicina
(macrolidos), sulfametoxazol (sulfonamidas) y tetraciclina (tetraciclinas), los
principales farmacos suministrados a los porcinos en las granjas (He et al., 2020;
Sui et al., 2019; Yiwen Yang et al.,, 2019). Es interesante observar que las
bacterias presentes en las UFC también contenian otros tipos de GRA, incluso
llegando a presentarse el caso de multi resistencia. Esto podria indicar que
durante el tratamiento del agua residual mediante digestiébn anaerobia en la granja
porcina no solo ocurre la propagacion de GRA relacionados con los farmacos
administrados a los porcinos, sino que también ocurre la propagacion de los otros
tipos de GRA.

A pesar de que es un factor fundamental para la propagacion de resistencia
antimicrobiana, en el presente trabajo de investigacion no se determinaron las
concentraciones de antibidticos presentes en el digestato porcino ni en el efluente
tratado debido a que en la literatura se ha reportado ampliamente la presencia de
estos farmacos (Cheng et al., 2020a), por lo tanto se dio prioridad a la
determinacion de GRA y BRA para evaluar la remocion de resistencia a
antibiéticos en el tratamiento de digestato porcino mediante el consorcio de
microalgas-bacterias. Sin embargo, recientemente se ha explorado la tecnologia
basada en microalgas como una potencial alternativa para el tratamiento de agua
residual contaminada con antibiéticos, demostrando que las microalgas pueden
remover estos farmacos mediante los siguientes mecanismos: adsorcion,
acumulacion, biodegradacién, foto degradacién e hidrélisis (Leng et al., 2020), es
probable que la eliminacién de los antibiéticos mediada por microalgas disminuya
la presion selectiva que ejercen los medicamentos sobre la comunidad bacteriana,

reduciendo la propagacion de GRA y BRA.
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Figura 18. Genes de resistencia a antibioticos presentes en las BRA que crecieron en los medios
de cultivo adicionados con antibiéticos a partir de sembrar el efluente del tratamiento de digestato
porcino mediante el sistema MABA. Partes por millon (ppm) refiere a la cuantificacion de GRA en
cada millon de genes identificados en el metagenoma. MLS, genes que confieren resistencia a
macrélidos, lincosamidas y estreptograminas; Multidrogas, genes que confieren resistencia a
ciprofloxacino, macrélidos, lincosamidas, streptograminas, tetraciclinas, oxazolidona, fenicol y
pleuromutilina; Otros, genes que confieren resistencia a acridina, agentes desinfectantes,

antibioticos nucleotidicos.
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6. CONCLUSIONES
El objetivo de la investigacion fue evaluar el potencial de remocion de bacterias y

genes asociados a la resistencia a antibioticos presentes en digestato proveniente
efluentes porcinos mediante un sistema de microalgas-bacterias a diferentes
irradiancias solares. Los resultados obtenidos permiten concluir que la irradiancia
solar tuvo un efecto significativo en la remocion de bacterias resistentes a
antibioticos del digestato porcicola mediante el sistema MABA, siendo la condiciéon
IM de 212 + 9 W/m? la que en promedio favorecié la mayor remociéon de bacterias
resistentes a ciprofloxacino, eritromicina, sulfametoxazol y tetraciclina, alcanzando
remociones de 0.4, 0.7, 0.2 y 1.4 log respectivamente, mientras que fue la
condicion que presentd menor incremento de bacterias resistentes a ampicilina
(0.4 log). Estos resultados tienen una diferencia significativa con respecto a los
obtenidos por la condicién IA de 373 + 9 W/m? en el caso de bacterias resistentes
a ampicilina y eritromicina, mientras que en comparacion con la condicion 1B de 60
+ 9 W/m? existe una diferencia significativa para bacterias resistentes a ampicilina,
eritromicina y sulfametoxazol. No obstante que la condicién IA presentd los
mejores resultados en cuanto a produccién de biomasa MABA y remocion de DQO
junto con nutrientes, sus remociones promedio de BRA son inferiores a la
condicion IM. Por otro lado, la condicion IB favorecié el incremento de bacterias
resistentes a ampicilina, ciprofloxacino, eritromicina y sulfametoxazol, removiendo
solamente 1.2 log de bacterias resistentes a tetraciclina. Del andlisis estadistico
mutivariado se puede inferir que la remocion de BRA en el sistema, durante las
condiciones IM e IA se debe a una accion conjunta de la irradiancia solar y la
actividad fotosintética que llevan a cabo las microalgas a esta condicion ambiental,
en donde se produce un aumento en la concentracion de oxigeno disuelto,
especies reactivas de oxigeno, temperatura y nivel de pH. Esta hipétesis se
refuerza comparando los resultados de la condicion IB, donde el nivel de
irradiancia solar y la actividad fotosintética no fueron suficientes para llevar a cabo

la remocion de resistencia a antibiéticos.
La reduccion de BRA en la condicién IM, fue congruente con la remocién de los

GRA identificados en el digestato tratado, alcanzado remociones de 98, 73, 79 y
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47% para genes que confieren resistencia a betalactdmicos, macrélidos,
tetraciclinas y multi resistencia (donde se encontro resistencia a fluoroquinolonas)
respectivamente, mientras que ocurri6 un aumento del 36% para genes de
resistencia a sulfonamidas. Del total de GRA presentes en el digestato porcino se
redujo en promedio el 85%, con lo cual se comprueba la efectividad del sistema

para la remocion de resistencia a antibiéticos.

A pesar de la remocion de GRA y BRA durante el tratamiento digestato porcino, en
el efluente prevalecen en su mayoria (85 % de la abundancia relativa) géneros
gue contienen especies patégenas como Escherichia, Enterobacter, Bacteroides,
Salmonella, Staphylococcus, Enterococcus, Stenotrophomonas, Pseudomonas,
Arcobacter, Clostridium, Klebsiella, Streptococcus, Shigella y Vibrio. Esta
persistencia se confirm6 por la presencia de genes de resistencia a
aminoglucésidos, betalactamicos, fenicoles, fluoroquinolonas, lincosamidas,
macrolidos, sulfonamidas, tetraciclinas e incluso presentando multi resistencia en

el metagenoma de las BRA.

Aungue se confirmo la eficiencia del sistema basado en microalgas-bacterias para
la remocion de GRA y BRA del digestato porcino, el efluente aun representa una
problemética ambiental y de salud por la persistencia de algunas bacterias
resistentes a antibidticos; que pueden ser un vector de propagacion de la
resistencia. Por lo tanto, se recomienda investigar el potencial de remocion de
estos patégenos en fotobiorreactores con microalgas controlando la irradiancia,
pero optimizando otros factores operativos como la configuracion del reactor,

tiempo de retencion de sélidos, hidraulico, pH, entre otros.

Este proyecto de tesis es el primer estudio donde se comprueba el potencial de
tratamiento que tiene un sistema MABA para remover conjuntamente BRA y GRA
en digestato porcino. Especificamente, se evaliua el efecto generado por la

irradiancia solar durante la remocion de BRA y GRA.
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