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RESUMEN

RESUMEN

Se evalud la biodegradacion de &cido mefenamico, fluoxetina y metoprolol usando un consorcio amonio-nitrito
oxidante, consorcio nitrito oxidante y biomasa heterétrofa, las pruebas se realizaron en lote a diferentes tiempos
de retencién. El consorcio amonio-nitrito oxidante presentd los mayores porcentajes de biodegradacion de
acido mefenamico y metoprolol (85 y 64.5 % respectivamente) después de 24 d de incubacion, este consorcio
también fue capaz de biodegradar 78.6 % de fluoxetina. El consorcio heter6trofo mostro la mayor habilidad para
biodegradar fluoxetina (84.7 %), este también tuvo un alto potencial de biodegradacién de acido mefenamicoy
metoprolol (66.4 y 58.4 % respectivamente). El consorcio nitrito oxidante presentd la méas baja biodegradacion
de los tres farmacos (menos del 48 %). La determinacion de los farmacos seleccionados en la fase liquida y la
biomasa mostraron que la biodegradacion fue el principal mecanismo de remocién de los tres compuestos. Las
cinéticas de biodegradacién de los tres farmacos se ajustaron a un modelo de pseudo primer orden. Los valores
de kil para el acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol determinados con los tres consorcios indicaron que la
biomasa amonio-nitrito oxidante y heterétrofa permiten una biodegradacion parcial y lenta de los compuestos,
mientras que en el consorcio nitrito oxidante no se espera una biodegradacién sustancial. EI metoprolol fue el
compuesto menos biodegradable. La sorcién de acido mefenamico y fluoxetina en la biomasa tuvo una
contribucion significativa para su remocién (5-14 %). Los menores coeficientes de sorcién obtenidos para el
metoprolol indicaron que la sorcién en la biomasa es baja (3-5 %) y la contribucion de este proceso a la remocién
global puede ser despreciable.

Se estudid el desempefio de cuatro reactores de lecho sumergido aireado para la remocion de acido
mefenamico, fluoxetina y metoprolol del agua residual municipal. Se compararon dos materiales de soporte
(cintas de polietileno y cubos de poliuretano), se investigaron los efectos de las diferentes cargas organicas
(3, 6,9y 12 gDQOM2d?) y la recirculacion del efluente. Las bajas cargas organicas, altos tiempos de retencion
de sdlidos y la recirculacion del efluente incrementaron la remocion de los tres compuestos farmacéuticos. Las
mayores remociones se alcanzaron al trabajar con carga organica de 3 gDQO'mM2d'y 50 % de recirculacion
del efluente, tiempos de residencia hidraulica de 3.1-4.3 h y tiempos de retencion de sélidos de 19-32 d. Bajo
esta condicion, las remociones de fluoxetina, acido mefenamico y metoprolol fueron hasta 95, 82 y 73 %
respectivamente.

Se utilizé la tecnologia de secuenciacién de nueva generacion para identificar la comunidad bacteriana
desarrollada en ambos materiales de soporte a las diferentes cargas organicas. Nitrosomonas y Nitrospira
fueron los géneros dominantes de bacterias nitrificantes. El incremento de la carga organica resultd en un
decremento de la abundancia relativa de las bacterias nitrificantes, los reactores con cubos de poliuretano
mostraron mayor abundancia relativa de Nitrosomonas y Nitrospira, por lo tanto, estos alcanzaron mayor
actividad nitrificante que las cintas de polietileno durante todas las fases experimentales. Los reactores con
cubos de poliuretano mostraron mayores remociones de los farmacos comparado con las cintas de polietileno,
lo que puede ser atribuido a la mayor actividad nitrificante, asi como a la mayor abundancia relativa de
Nitrosomonas encontrada en estos reactores.

Se us6 un modelo cinético de pseudo primer orden para describir la remocién de los tres farmacos en los
biorreactores de lecho sumergido aireado. De acuerdo a los valores de las constantes de remocion usando
ambos materiales de soporte, la fluoxetina y el metoprolol pueden clasificarse como altamente degradables y
el acido mefenamico puede clasificarse como moderadamente degradable. El reactor con cubos de poliuretano
mostrd mayores constantes de remocién en comparacion con el empacado con cintas de polietileno. Se
determinaron los coeficientes de sorcion (log Kq) de cada farmaco en la biomasa inmovilizada inactiva. Los
valores de log Kg del acido mefenamico y la fluoxetina indicaron su tendencia potencial a la sorcién en la
biomasa inmovilizada. Los mas bajos coeficientes de sorcién determinados para el metoprolol indicaron su baja
sorcion. Los coeficientes de sorcion para la biomasa inmovilizada en las cintas de polietileno fueron ligeramente
mayores que los valores obtenidos para los cubos de poliuretano. Los balances de masa realizados con los
resultados obtenidos durante las fases experimentales permitieron determinar la contribucion de cada proceso,
biodegradacion y sorcion en la remocién global del compuesto. La biodegradaciéon fue el mecanismo de
remocion principal de los tres farmacos en los reactores con ambos materiales de soporte, mientras que la
sorcién tuvo una contribucion menor al 2 % de la remocion global.

Palabras clave: Biodegradacion - Biorreactores de lecho sumergido - Compuestos farmacéuticos - Consorcios microbianos



ABSTRACT

ABSTRACT

The biodegradation of fluoxetine, mefenamic acid and metoprolol using ammonium-nitrite-oxidizing consortium,
nitrite-oxidizing consortium and heterotrophic biomass was evaluated in batch tests at different retention times.
The ammonium-nitrite-oxidizing consortium presented the highest biodegradation percentages for mefenamic
acid and metoprolol (85 and 64.5 % respectively) after 24 d of incubation, this consortium was also capable to
biodegrade 78.6 % of fluoxetine. The heterotrophic consortium showed the highest ability to biodegrade
fluoxetine (84.7 %), it also had a high potential for biodegrading mefenamic acid and metoprolol (66.4 and 58.4 %
respectively). The nitrite-oxidizing consortium presented the lowest biodegradation of the three pharmacetuticals
(less than 48 %). The determination of the selected pharmaceuticals in the dissolved phase and the biomass
showed that biodegradation was the major removal mechanism of the three compounds. Based on the obtained
results, the biodegradation kinetics was adjusted to pseudo-first-order model for the three pharmaceuticals. The
values of ko for fluoxetine, mefenamic acid, and metoprolol determined with the three consortiums indicated
that ammonium-nitrite-oxidizing and heterotrophic biomass allow a partial and slow biodegradation of the
compounds, while no substantial biodegradation can be expected using nitrite-oxidizing consortium. Metoprolol
was the less biodegradable compound. The sorption of fluoxetine and mefenamic acid onto biomass had a
significant contribution for their removal (5-14 %). The lowest sorption coefficients were obtained for metoprolol
indicating that the sorption onto biomass is poor (3-5 %) and the contribution of this process to the global removal
can be neglected.

The performance of four aerated submerged attached growth bioreactors was studied for the removal of
fluoxetine, mefenamic acid and metoprolol from municipal wastewater. Two packing materials (polyethylene
tapes and polyurethane cubes) were compared, the effects of different organic loads (3, 6, 9 and
12 gCOD'm2d?) and of the effluent recirculation were investigated. The low organic loads, high solid retention
times and the use of effluent recirculation enhanced the removals of the three pharmaceutical compounds. The
highest removals were achieved at organic load of 3 gCOD'm~>d?* and 50 % of effluent recirculation, with
hydraulic residence times of 3.1-4.3 h and the solid retention times of 19-32 d. At this condition, the removals of
the fluoxetine, mefenamic acid and metoprolol were up to 95, 82 and 73 % respectively.

Next Generation Sequencing Technology was used to identify the bacterial community developed using both
support materials at the different organic loads. Nitrosomonas and Nitrospira were the dominant genus of
nitrifying bacteria. The organic load increase resulted in a decrease of the relative abundance of the nitrifying
bacteria, the reactors with polyurethane cubes showed higher relative abundance of Nitrosomonas and
Nitrospira, therefore, they reached higher nitrifying activity than the polyethylene tapes during all the experimental
phases. The reactors packed with polyurethane cubes showed higher pharmaceutical removals compared with
the ones with polyethylene tapes, which can be attributed to the higher nitrifying activity, as well as the higher
relative abundance of Nitrosomonas found in these reactors.

A pseudo-first-order kinetic model was used to describe the removal of the three pharmaceuticals in the aerated
submerged attached growth bioreactors. According to the values of the removal constants using both support
materials, the fluoxetine and metoprolol can be classified as highly degradable and the mefenamic acid can be
classified as moderately degradable. The reactor with polyurethane cubes showed higher removal constants
compared with the one packed with polyethylene tapes. The sorption coefficients (log Kq) for inactive immobilized
biomass were determined for each pharmaceutical. The values of log Kq for fluoxetine and mefenamic acid
indicated their potential trend to sorb onto immobilized biomass. The lowest sorption coefficients determined for
metoprolol indicated poor sorption. The sorption coefficients for the immobilized biomass using polyethylene
tapes were slightly higher than the values obtained for the polyurethane cubes. The mass balance performed
with the obtained results during the experimental phases allowed to determine the individual contribution of each
process, biodegradation and sorption in the global compound removal. The biodegradation was the main
removal mechanism of the three pharmaceduticals in the reactors with both packing materials, while the sorption
had a contribution less than 2 % of the global removal.

Keywords: Biodegradation - Microbial consortiums - Pharmaceutical compounds - Submerged attached growth bioreactors
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1. ANTECEDENTES

1.1 PROBLEMATICA DE LOS CONTAMINANTES FARMACEUTICOS

Los farmacos en el agua son una clase de contaminantes emergentes usados en medicina
humana y veterinaria, estos compuestos aun en pequefias concentraciones pueden causar
impactos negativos en la salud humana u organismos acuaticos, los efectos toman lugar a
concentraciones en el rango de ng'L! a ugL* (Escher et al., 2011; Vulliet et al., 2011, Petrie et
al., 2015). Los farmacos de uso comun que se han detectado frecuentemente en el agua son los
analgésicos-antiinflamatorios, p-bloqueadores, farmacos de psiquiatria, reguladores de lipidos,
antihistaminicos, agentes de contraste, antibioticos, antidiabéticos, agentes anticancerigenos y
hormonas (Deblonde et al., 2011; Tadkaew et al., 2011; Martinez Bueno et al., 2012).

Se ha demostrado que los farmacos se distribuyen profusamente en el ambiente, han sido
identificados en rios y otras corrientes superficiales de agua, en aguas subterrdneas y en el agua
potable (Ternes, 1998; Stuart et al., 2012; Birkholz et al., 2014), esto porque no toda la sustancia
activa es absorbida por el cuerpo, una parte de la dosis es metabolizada, otra es excretada sin
cambios 0 como conjugados glucurénidos o conjugados de sulfato por medio de la orina y las
heces (Ternes et al., 2004). Las principales fuentes de entrada de compuestos farmacéuticos en
el medio ambiente son las aguas residuales municipales sin tratar e incluso tratadas, debido a
gue no todas las plantas de tratamiento estan disefiadas para eliminarlos (Verlicchi et al., 2012;
Luo et al., 2014b), las actividades de ganaderia y las aguas residuales de los hospitales también
representan un problema, ya que usualmente no reciben ningun tratamiento y llegan a las aguas
residuales municipales (Escher et al., 2011; Lapworth et al., 2012).

Los resultados de estudios de toxicologia han revelado que los farmacos provocan efectos de
toxicidad aguda y cronica sobre ciertos organismos acuaticos (Escher et al., 2011; Richardson y
Kimura, 2016). Es conveniente monitorear los compuestos con los méas altos riesgos
medioambientales y mas persistentes, en la mayoria de los casos, la evaluacién del riesgo
ambiental de los farmacos esta basada en estudios de toxicidad de los compuestos individuales,
sin embargo se debe considerar que los farmacos no se encuentran solos en el ambiente, sino
como una mezcla de diferentes sustancias activas, sus metabolitos y productos de
transformacién. La toxicidad de las mezclas de farmacos puede ser impredecible y dificil de
evaluar, incluso la presencia simultanea de varios farmacos en el ambiente podria resultar en
efectos aditivos o sinergisticos, produciendo mayor toxicidad a los organismos que la prevista
para las sustancias activas individuales (Santos et al., 2010; Vulliet y Cren-Olivé, 2011). Esto
hace necesario profundizar en el conocimiento sobre la remocién de los farmacos en el
tratamiento de aguas residuales municipales, de esta manera se puede prevenir su liberacion al
ambiente.

Hay un vacio en la legislacion respecto a la contaminacion ambiental por farmacos. La Agencia
de Proteccibn Ambiental de Estados Unidos (U.S. EPA) ha creado la nueva Lista de
Contaminantes Candidatos (CCL por sus siglas en inglés), ésta incluye contaminantes prioritarios
no regulados que pueden ser considerados en futuras regulaciones. En Febrero del 2015, la U.S.
EPA publicé la CCL-4 para toma de decisiones regulatorias y recoleccion de informacion, la lista
contiene 100 quimicos, 12 contaminantes microbianos e incluye los farmacos eritromicina,
nitroglicerina, 17a-etinilestradiol, 17a-estradiol, estrona, 17B-estradiol, estriol, equilenin, equilin,
mestranol y noretindrona (Richardson y Kimura, 2016). En respuesta a la preocupacion sobre los
impactos que pueden ocasionar los niveles traza de farmacos y productos de cuidado personal
en el ambiente, en Diciembre del 2007 la U.S. EPA publicé el método 1694 para la determinacion
de estos compuestos en agua, suelo, sedimento y biosélidos. En Noviembre del 2015 fue creado
un método EPA (Método 542) para medir 12 farmacos y productos de cuidado personal en agua
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potable, este método incluye la cuantificacibn de carbamazepina, diazepam, diclofenaco,
enalapril, eritromicina, fluoxetina, gemfibrozil, naproxeno, fenitoina, sulfametoxazol, triclosan y
trimetoprima.

Por su parte, la Comision Europea ha incluido compuestos farmacéuticos en una lista de quimicos
considerados un riesgo para la seguridad de las aguas superficiales. La Unidn Europea (Decision
de ejecucion de la Comision (UE) 2015/495 de Marzo de 2015) establecio la lista de sustancias
para un amplio seguimiento en el ambito de la politica del agua conforme a la directiva
2008/105/CE del Parlamento Europeo. De acuerdo con el Articulo 8b(1) de la Directiva
2008/105/CE, diclofenaco, 17B-estradiol, 17a-etinilestradiol, estrona y eritromicina deben ser
incluidos en la lista, con el fin de reunir datos de monitoreo y facilitar la determinacion de medidas
apropiadas para hacer frente al riesgo que presentan esas sustancias.

1.2 COMPUESTOS SELECCIONADOS

Para realizar este estudio se seleccionaron tres farmacos considerando el siguiente criterio:

1. Farmacos pertenecientes a diferentes clases terapéuticas, cuyos efectos toxicoldgicos
representan un riesgo para el ambiente acuatico, aln a las concentraciones detectadas en
influentes y efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales municipales.

2. Farmacos que no son completamente removidos en las plantas de tratamiento biol6gico de
aguas residuales.

Asi se seleccionaron el acido mefenamico (analgésico/antiinflamatorio), la fluoxetina (psiquiatria)
y el metoprolol (B-bloqueador). La Tabla 1.1 presenta la estructura y férmula quimica de los
compuestos.

Dentro del amplio grupo de los analgésicos-antiinflamatorios, el acido mefenamico, el diclofenaco
y el ibuprofeno son los méas toxicos para los organismos acuaticos a las concentraciones
detectadas en el agua, seguido del 4cido salicilico y naproxeno (Escher et al., 2011; Roos et al.,
2012; Verlicchi et al., 2012; Mansour et al., 2016). Los tres ultimos muestran altas eficiencias de
remocion en plantas de tratamiento biolégico de aguas residuales (remociones mayores al 80 %),
por lo tanto, se seleccioné el acido mefenamico ya que al igual que el diclofenaco (compuesto
extensamente estudiado), presenta remociones menores y variables, desde 2 hasta 90 % (Rosal
et al.,, 2010; Kovalova et al., 2011; Tadkaew et al., 2011; Martinez Bueno et al.,, 2012;
Grandclément et al., 2017).

Se selecciond la fluoxetina porque es el farmaco de psiquiatria que representa el mayor riesgo
para los organismos acuaticos, seguido del diazepam. Segun estudios donde se han evaluado
los riesgos medioambientales de 10 compuestos psiquiatricos (amitriptileno, carbamazepina,
diazepam, fluoxetina, gabapentin, lorazepam, norfluoxetina, oxcarbazepina, paroxetina y acido
valproico) en efluentes secundarios de lodos activados convencionales y biorreactores con
membranas, la fluoxetina es el farmaco psiquiatrico de mayor riesgo para los peces,
invertebrados, algas y Daphnias (Escher et al., 2011; Roos et al., 2012; Verlicchi et al., 2012;
Mansour et al., 2016). Se ha reportado que las concentraciones medidas de fluoxetina en el agua
residual se encuentran en el rango de toxicidad crénica para los organismos bénticos (Richardson
y Kimura 2016). Mediante los procesos de lodos activados convencionales se han logrado
remociones entre el 33y 70 % (Kovalova et al., 2012).



ANTECEDENTES

Tabla 1.1. Compuestos farmacéuticos

Compuesto Estructura Formula moFI)ZESIar Numero
i quimica ) CAS
gmol
. cH, . OxOH
foie HsC N CisH1sNO 241.29 61-68-7
Mefenamico 15H15NO2 :

¢
NH
Fluoxetina /@,O C17H18F3NO 309.3 56296-78-7
FsC

OH |,
0] N._CH
Metoprolol /\/@/ \)\/ he ¥ CisHsNO3 267.36  56392-17-7
HzCO

CHs

En el grupo de los B-bloqueadores se encuentran el acebutolol, atenolol, betaxolol, bisoprolol,
carazolol, celiprolol, metoprolol, nadolol, oxprenolol, propranolol, sotalol y timolol (Gabet-Giraud
et al., 2010). Entre éstos, solo el metoprolol y el propranolol estan clasificados como
potencialmente téxicos para los organismos acuaticos (Cleuvers et al., 2005; Tinay et al., 2010;
Roos et al., 2012). Se selecciond el metoprolol debido a que ha sido detectado con los valores
mas altos en influentes y efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales, rios y otras
corrientes de agua (Ternes, 1998; Gabet-Giraud et al., 2010; Deblonde et al., 2011), ademas en
comparacion con el propranolol, presenta menores remociones mediante tratamientos bioldgicos,
desde 0 % al 74 % mediante lodos activados y biorreactores con membranas, mientras que para
el propranolol se logran remociones desde 7 al 96 % (Radjenovi¢ et al., 2009; Kovalova et al.,
2012; Grandclément et al., 2017).

No hay estudios que indiquen la toxicidad a la salud humana por la presencia en el agua del 4cido
mefenamico, fluoxetina y metoprolol. Pomati et al. (2006) investigaron los efectos de la mezcla
de 13 farmacos a las bajas concentraciones detectadas en el ambiente (0.01-1 ug-L™): atenolol,
bezafibrato, carbamazepina, ciclofosfamida, ciprofloxacina, furosemida, hidroclorotiazida,
ibuprofeno, lincomicina, ofloxacina, ranitidina, salbutamol, y sulfametoxazol, ellos encontraron
gue los niveles ambientales detectados inhibieron el crecimiento de las células embrionarias en
humanos de 10 a 30 % comparado a los controles.

Por otro lado, no se espera que la adicion de farmacos en bajas concentraciones afecte a las
comunidades microbianas en los reactores bioldgicos. Se han observado cambios estructurales
significativos, como la reduccion de la bioversidad de bacterias a concentraciones mayores a 50
ugL! de ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, diclofenaco y acido clofibrico, las cuales son poco
probables en las plantas de tratamiento de aguas residuales municipales (Kraigher et al., 2008).
Ademas, la actividad nitrificante del lodo activado es alta independientemente de la concentracion
de los farmacos ibuprofeno, naproxeno, ketoprofeno, diclofenaco y acido clofibrico, en el intervalo
de 50-500 pgL? (Kraigher y Mandic-Mulec, 2011).



ANTECEDENTES

1.2.1 Acido mefenamico

El &cido mefenamico es un agente no esteroideo con actividad analgésica y antiinflamatoria, se
emplea para combatir el dolor producido por el dafio sobre algun tejido del organismo y para el
tratamiento de la artritis reumatoide y osteoartritis (Mendoza, 2008). El &cido mefenamico se ha
detectado en influentes y efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales municipales a
concentraciones de 4.54 ugL'y 2.4 ug-L?, respectivamente (Tauxe-Wuersch et al., 2005; Miége
et al., 2009), en aguas superficiales se han detectado hasta 0.326 pgL? (Kim et al., 2009). Un
hospital en Suiza encontré en sus aguas residuales concentraciones de 6.1 pgL™* (Kovalova et
al.,, 2012), ademas ha sido detectado frecuentemente en agua subterranea en cantidades
mayores a 366 ngL?' (Lapworth et al., 2012). El acido mefenamico no es eliminado
completamente durante el tratamiento bioldgico, su eficiencia de remocion en las plantas de
tratamiento de lodos activados varia desde 2 hasta 90 % y en biorreactores con membranas
desde 8 a 92 % (Kovalova et al., 2012). La Tabla 1.2 presenta las concentraciones de los
farmacos en diferentes tipos de agua, asi como sus remociones en los procesos de lodos
activados y biorreactores con membranas.

El 4acido mefenamico se encuentra entre los farmacos clasificados con mas alto riesgo para el
ambiente acuatico, su concentracién prevista sin efecto en algas verdes es 0.79 ugL* (Escher et
al., 2011), mientras que para Daphnias es 0.428 pgL?! (Jones et al.,, 2002), por lo que en
diferentes escenarios tales como aguas residuales hospitalarias, municipales y efluentes de
plantas de tratamiento de aguas residuales puede tener coeficiente de riesgo mayor a uno, lo cual
indica alto riesgo toxicoldgico (Tauxe-Wuersch et al., 2005; Escher et al., 2011).

1.2.2 Fluoxetina

La fluoxetina es un antidepresivo, indicado para el tratamiento de diferentes formas de depresion,
para el transtorno obsesivo compulsivo, en el sindrome premenstrual, en el tratamiento de la
bulimia nerviosa y en el sindrome doloroso crénico (Mendoza, 2008). La fluoxetina se ha
encontrado en los influentes y efluentes de plantas de tratamiento en concentraciones de
2.3 ug'Lty 0.929 ugL?, respectivamente (Miege et al., 2009; Al Aukudy et al., 2014), en aguas
residuales hospitalarias se han detectado 0.54 ug-L* (Escher et al., 2011), en aguas superficiales
0.44 pgL* (Birkholz et al., 2014) y en agua subterranea hasta 0.056 ug-L* (Barnes et al., 2008).
Los tratamientos de lodos activados convencionales remueven entre el 33 y 70 %, mientras que
los biorreactores con membranas hasta 96 % de remocion (Kovalova et al., 2012). La fluoxetina
es considerada un compuesto disruptor endocrino, las concentraciones de 0.32 ugL* causan un
decremento en la produccion de huevos en peces zebra (Lister et al., 2009), también reduce el
namero de embriones de los caracoles Potamopyrgus antipodarum, expuestos via agua en un
intervalo de concentracién entre 0.64 y 400 pgL?, presentando una maxima concentracién sin
efecto observable de 0.47 pugL?, se ha reportado que los efectos significativos en la reproduccion
ocurren a 2.25 pg-L?, concentraciones comparables a las concentraciones medidas en aguas
residuales municipales, lo cual significa alto riesgo toxicol6gico (Nentwig, 2007; Neptune, 2010;
Deblonde et al., 2011). La concentracién prevista sin efecto para las algas verdes es 6.9 ugL?
(Escher et al., 2011). Por su parte, los peces expuestos a 0.54 pg-L* muestran efectos en el
metabolismo de la glucosa y una disminucion en la ingesta de alimentos, ademas la fluoxetina es
bioacumulable en peces, especialmente en el higado y tejido muscular, se han encontrado
concentraciones de 120 ng:g! en el higado y 0.11 ngg?! en musculo (Nakamura et al., 2008;
Mennigen et al., 2010).
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1.2.3 Metoprolol

El metoprolol es un B-bloqueador cardioselectivo, se administra via oral o intravenosa para la
prevencion de migrafias, tratamiento de hipertension, angina, insuficiencia cardiaca, entre otras
(Brunton et al., 2012). Se han reportado concentraciones de 4.9 ug'Lty 1.7 ug-L*en influentes y
efluentes de plantas de tratamiento respectivamente (Deblonde et al., 2011). Un hospital en Suiza
encontré6 en sus aguas residuales concentraciones de 1.3 pgL?, se obtuvo un 55 % de
eliminacion mediante un biorreactor con membranas de ultrafiltracion sumergidas (Kovalova et
al., 2012). Ademas, en aguas superficiales de Alemania se han llegado a detectar 2.2 ug-L* de
metoprolol (Ternes et al., 1998). En las aguas residuales de la ciudad de México se ha encontrado
este compuesto, en el Emisor Profundo El Salto se han medido 1.8-2.6 ug-L™* de metoprolol, en
el agua residual de los canales del Valle del Mezquital, en el canal Dendho hasta 2.4-3.10 ug-L?,
los B-bloqueadores también han sido detectados en agua subterrdnea en cantidades hasta de
0.06 pgL* (Siemens et al., 2008).

La exposiciéon aguda de las truchas arcoiris a tan solo 1 pg-L* de metoprolol produce alteraciones
citolégicas en el higado y rifién, asi como las concentraciones arriba de 20 pgL™? ocasionan
cambios estructurales en las branquias (Santos et al., 2010). Igualmente, los efectos encontrados
en peces expuestos a 1 pgL* de metoprolol incluyen la reduccién de las reservas de glucégeno
y la aparicion de material de membrana dentro de las células, ademéas de una dilatacion y
orientacion irregular del reticulo endoplasmatico (Triebskorn et al., 2007). En algas causa
inhibicion de la fotosintesis (Escher et al., 2011; Radjenovic et al., 2011). La eficiencia de
remocion del metoprolol en las plantas de tratamiento de lodos activados varia desde 0 hasta
65 % y en biorreactores con membranas desde 0 a 74 % (Kovalova et al., 2012).

Tabla 1.2. Concentraciones y remociones reportadas de los compuestos farmacéuticos

Agua Efluente Agua Aqua Adua Remocién Remocién
residual plantas de residual su grficial subtegrrénea Lodos MBR
Compuesto municipal tratamiento hospitalaria P activados
HoL?t %
1.6-3.24 2-92n
Acido 0.8-2.3¢ 6.14" 0.242°¢
Mefenami 454" 0.003- 0.366 ° 2-50 ¢ 8-92"
erenamico 0.09-2.4"  5.38 (PEC¥)! pogd _
0.136-3.2" 0.326 1.81
0.585- | m [ n
18271 0.223-0.929 h 0.54 (PEC¥) 0.141 33-70 96
. . p d e i j
Fluoxetina 5 g5 0.012-0.219 | 0.069 0.012 0.056 61.9 76.8
0.01-2.3 0.019-0.149 0.44°" 33.0° 80d
0.02-4.9 % 0.019-1.7 %
} 0-83n
0.21-3.1f 0.73-2.22 1.325-25 P >010" _ 0-74"
Metoprolol 0.45-2.22 6.5/
0.02-1.29 0.01-0.688" 0.018-2549 0.06f 104 26 4

0.05-7.0°' 0.8-1.21

Referencias: 2 Ternes et al., 1998; ® Tauxe-Wuersch et al., 2005; ¢ Bound y Voulvoulis, 2006; ¢ Fent et al., 2006; © Barnes et al., 2008;
f Siemens et al., 2008; ¢ Kim et al., 2009; " Miége et al., 2009; | Lundstrom et al., 2010; ' Rosal et al., 2010; ¥ Deblonde et al., 2011;
"Escher et al., 2011; ™ Mesquita et al., 2011; " Kovalova et al., 2012; ? Lapworth et al., 2012; ° Stuart et al., 2012; P Orias y Perrodin,
2013; 9 Al Aukudy et al., 2014; " Birkholz et al., 2014.

* PEC — Concentracién Ambiental Prevista



ANTECEDENTES

1.3 REMOCION DE FARMACOS MEDIANTE TRATAMIENTOS BIOLOGICOS

Las condiciones aerobias y andxicas son favorables para la remocién de farmacos en procesos
de tratamiento biolégico de aguas residuales. Suarez et al. (2010) y Luo et al. (2014a) han dividido
los compuestos farmacéuticos en grupos con respecto a su biodegradabilidad:

¢ Compuestos altamente biodegradables bajo condiciones aerobias y andxicas, tales como el
ibuprofeno, la fluoxetina y los estrégenos naturales (remocion mayor al 70 % en condiciones
aerobias y 65 % bajo condiciones andxicas).

e Farmacos altamente biodegradables bajo condiciones aerobias pero persistentes en
condiciones anodxicas, tales como el diclofenaco, naproxeno, 17a-etinilestradiol, roxitromicina
y eritromicina.

e Compuestos biodegradables bajo condiciones andxicas, los cuales presentan menores
remociones en condiciones aerobias, tales como los medios de contraste de rayos X
yodados.

¢ Moderadamente biodegradables bajo condiciones aerobias y andxicas como el citalopram.

e Resistentes a la transformacion biolégica como el sulfametoxazol, trimetoprima,
carbamazepina y diazepam (remocién menor al 25 %).

La biodegradacién y la sorcién son los dos mecanismos principales en la remocién de farmacos
mediante tratamientos biolégicos, la biodegradacién es considerada la via principal de
eliminacion, en particular para compuestos hidrofilicos no persistentes (Ternes y Joss 2006;
Majewsky et al., 2011). Generalmente los farmacos son removidos en mayor grado en procesos
aerobios en comparacion a las condiciones anaerobias, en reactores anaerobios se puede llevar
a cabo una remocion por sorcion en la estructura de los granulos de la biomasa, el
sulfametoxazol, trimetoprima y naproxeno son altamente eliminados bajo condiciones anaerobias
(mayor a 80 %), mientras que la carbamazepina, diazepam, diclofenaco, fluoxetina e ibuprofeno
son recalcitrantes (Alvarino et al., 2014).

1.3.1 Biodegradacion

La constante de biodegradacion (keio) depende de la degradabilidad de cada compuesto y la
composicion de la biomasa en el reactor. Joss et al. (2006) han propuesto tres grupos de
compuestos de acuerdo a su degradabilidad con relacion a los sélidos suspendidos:

e kvioi< 0.1 [L'.gSS*d?]: no hay remocién sustancial debido a la degradacién biolégica
(< 20 %), para compuestos con coeficiente de sorcion Ka mayor a 1 L.gSS™?, la remocion
puede ser mayor debido a la transferencia al lodo.

e 0.1 <kbioi< 10 [L'.gSS*d?]: remocion parcial (entre 20 y 90 %).

e koior> 10 [L'gSS*d?]: mas del 90 % de remocién por degradacion bioldgica, la eficiencia
de degradacién es fuertemente dependiente de la configuracién del reactor.
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Fernandez-Fontaina et al. (2016) han clasificado a los compuestos farmacéuticos de acuerdo a
su keio respecto a los solidos suspendidos volatiles:

e kbio> 1 [L'gSSV1d?]: altamente biodegradable.

e 1> koo > 0.5 [L'gSSV-1dl]: moderadamente biodegradable.
e 0.5 >knio> 0.1 [L-gSSV1d?]: lentamente biodegradable.

e koioi< 0.1 [L'gSSV-1d]: recalcitrante.

Se asume que la composicién del lodo tiene influencia debido a la biodiversidad de la biomasa
activa, de acuerdo a la tasa de crecimiento especifica, cada especie de microorganismos tiene
su tiempo de retencibn minimo requerido para permitir el establecimiento de una poblacion
estable. Para la eliminacion de un nimero significativo de microcontaminantes, un tiempo de
retencion de solidos mayor o igual a 10 d (remocién de nutrientes) ha mostrado ser crucial para
la biodegradacion (Poseidon, 2004; Clara et al., 2005).

1.3.2 Sorcion

Los mecanismos relevantes para la sorcion de contaminantes en la materia particulada durante
el tratamiento de aguas residuales son la absorcion y adsorcion. El término sorcion es una
expresion general para un proceso en el cual el componente se mueve desde una fase para
acumularse en otra, principalmente en los casos en que la segunda fase es sdlida. La sorcion al
lodo es un mecanismo que depende de ciertos factores como el pH, potencial redox, la naturaleza
guimica del sorbente, la molécula sorbida y la composicién del lodo. Puede ocurrir por medio de
dos mecanismos: 1) absorcién en la cual las moléculas o atomos de una fase interpenetran casi
uniformemente en los de otra fase, es decir la sustancia se difunde en un liquido o sélido, esto
ocurre debido a las interacciones hidrofébicas de los grupos alifaticos y aromaticos de un
compuesto con la membrana celular lipofilica de los microorganismos, o la fraccion de lipidos de
los sélidos suspendidos; 2) adsorcién que ocurre cuando un soluto se acumula en la superficie
de un sélido o un liquido (adsorbente), formando una pelicula de moléculas o atomos, debido a
las interacciones electrostaticas de grupos positivamente cargados de compuestos como los
farmacos con las superficies negativamente cargadas de los microorganismos (Poseidon, 2004;
Verlicchi et al., 2012).

La sorcion de los compuestos farmacéuticos durante el tratamiento biol6gico de aguas residuales
es dependiente de su hidrofobicidad, la remocién por sorcion en los solidos suspendidos es un
mecanismo importante para los compuestos hidrofébicos, la sorcion incrementa con la
hidrofobicidad, se espera mayor sorcién de compuestos no polares en el lodo (Rosal et al., 2010).
El coeficiente de particion octanol-agua Koy permite establecer la hidrofobicidad de un compuesto,
los farmacos con log Kow < 2.5 indican bajo potencial de sorcion, elevados valores (log Kow > 4)
muestran alto potencial de sorcion debido a su naturaleza hidrofébica, mientras que los farmacos
con log Kow > 2.5 pero < 4.0 presentan un potencial de sorciébn medio (Rogers, 1996). La mayor
parte de los compuestos farmacéuticos poseen valores de log Kew < 3, por lo que la sorcién al
lodo activado no se considera relevante, asimismo los farmacos como el gemfibrozil poseen altos
valores de log Kow, pero los valores de las constantes de disociacion (pKa) pueden ser mas bajos
gue el pH del agua residual, por lo tanto, son detectados principalmente en su forma ionizada en
el agua residual y no en el lodo (Sui et al., 2010). Algunos farmacos son acidos o bases, para
éstos Kow puede ser una medida inadecuada, el coeficiente de particion liposoma-agua Diipw (pPH 7)
a un valor de pH definido ha reemplazado el Kow cOmo un descriptor para la sorcién en procesos
de tratamiento bioldgico, el Diipw (PH 7) es el coeficiente de distribucién que corrige la especiacion
a pH 7 en el caso de acidos organicos y bases, debido a que la particion en las membranas no
solo depende de la hidrofobicidad de un compuesto, sino también de su carga (Escher etal., 2011).
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Los compuestos que tienden a ser sorbidos en los sélidos se espera que sean mejor eliminados
en los procesos de lodos activados, mientras que los compuestos polares tales como el
metoprolol se encuentran mas probablemente en los efluentes de las plantas de tratamiento de
aguas residuales (Luo et al., 2014a). Los farmacos que presentan baja solubilidad en agua,
pueden sorberse a las particulas y a los coloides, por lo tanto también pueden ser descargados
en los efluentes acuosos (Daughton y Ternes, 1999). Ademas, una vez que se ha llevado a cabo
la sorcién de farmacos en los biosélidos, solo puede ocurrir sorcion adicional cuando se producen
nuevos biosoélidos que proporcionan nueva superficie disponible (Joss et al., 2005; Luo et al., 2014b).

El coeficiente de distribucion solido-agua (Kq) ha sido usado para determinar la sorcion de
farmacos en biomasa o lodo, relaciona la cantidad de un compuesto sorbido a un sélido
comparado a la cantidad disuelta en solucién al equilibrio, es clave para entender la movilidad de
un farmaco a través de los sistemas y su disponibilidad para degradacion (Brooks y Huggett,
2012). Los compuestos con Kda > 500 L'kg? (log Ka > 2.7) tienden a sorberse al lodo y a las
particulas, la mayoria de los compuestos farmacéuticos poseen un log Ka < 2.7, por lo que se
espera gque la sorcion no sea significativa, una alta constante de sorcion (log Kd > 4) confirma una
buena tendencia a la sorcién y a crear interacciones electrostaticas (Verlicchi et al., 2012). Gros
et al. (2010) encontraron que la remocion de los compuestos que son biodegradables (alto koio) y
tienen bajo log Kd esta mas influenciada por el tiempo de residencia hidraulica (TRH), mientras
gue en los compuestos con bajo kuiol y alto Kg, la remocién esta mas influenciada por el tiempo de
retencion de solidos, sin embargo, existen otros compuestos como el ibuprofeno que muestran
alto keiol y Kd que son eficientemente removidos independientemente del tiempo de residencia
hidraulica y tiempo de retencion de sélidos.

En general, los compuestos farmacéuticos exhiben un amplio rango de comportamientos de
sorcion, los cudles son altamente dependientes de las caracteristicas quimicas de cada
compuesto y de las propiedades del lodo. Por lo tanto, el comportamiento de sorcién varia de
compuesto a compuesto y es dificil de predecir, debido a que la sorcion esta controlada por las
interacciones con los grupos funcionales (Kibbey et al., 2007). Un nimero de mecanismos tales
como intercambio catiénico, complejacion superficial y puentes de hidrégeno pueden estar
involucrados en los procesos de sorcion, ademas la materia organica y el pH pueden afectar la
sorcion (Monteiro y Boxall, 2010). Las variaciones en las concentraciones de los farmacos en la
fase acuosa pueden producirse por los procesos de sorcion-desorcion (Radjenovi¢ et al., 2009),
el contaminante puede ser reversiblemente retenido en el lodo y después puede ser liberado
nuevamente en la fase acuosa, el equilibrio de sorcién-desorcion esta relacionado con el
coeficiente de sorcidn Kq (Joss et al., 2006). La complejidad de las interacciones sorbato-sorbente
significa que los enfoques desarrollados para predecir la sorcién de farmacos en biomasa pueden
ser inapropiados, debido a que el comportamiento de la sorcion estéd influenciado por las
propiedades del sistema, los coeficientes de sorcion deben ser medidos para cada tipo de
farmaco en cada tipo de biomasa.

1.3.3 Volatilizacion

La volatilizacion depende de la cantidad de aire que entra en contacto con el agua residual y la
constante de Henry (KH), esta constante indica la separacion liquido-gas, si
Kn> 3x102 atmm®*molse observa volatilizacién en biorreactores con aireacion, generalmente los
compuestos farmacéuticos tienen valores de Ku < 10° atmm®*mol?, ya que éstos en su mayoria
son compuestos hidrofilicos, debido a que estan hechos para ser eficientes en ambientes acuosos
como la sangre, por lo tanto, la volatilizacion no es relevante para la remocién de los farmacos
en el tratamiento de aguas residuales municipales (Poseidon, 2004; Luo et al., 2014b).
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1.4 PROPIEDADES DE LOS COMPUESTOS FARMACEUTICOS SELECCIONADOS

La estructura de los compuestos juega un papel importante en determinar su resistencia a la
biodegradacion. Se espera que cada farmaco seleccionado presente distinto comportamiento en
el tratamiento de aguas residuales, éste dependerd de su estructura y propiedades
fisicoquimicas.

El 4cido mefenamico, de acuerdo a su alto coeficiente de particibn octanol-agua log Kew de
5.12-5.4 y coeficiente de sorcién log Kq de 2.46-2.73, se espera que tienda a sorberse al lodo,
pero su valor de pK, es bajo (3.89-4.48), generalmente por debajo del pH del agua residual, por
lo que también se espera que se encuentre en su forma ionizada en el agua y no en el lodo,
debido a la especiacion de su forma hidrofébica a su forma hidrofilica, el compuesto puede
convertirse en negativamente cargado, facilitando la repulsibn de carga con los grupos
negativamente cargados de la biomasa, por lo tanto se podria observar una mejora en su
remocién bajo condiciones acidas mas que a condiciones neutras (Luo et al., 2014a; Rattier et
al., 2014). La Tabla 1.3 presenta las propiedades de los farmacos en cuestién.

La fluoxetina al poseer alto log Kow (4.17) y alto log Kq (2.9-4.0), tendera a sorberse en el lodo.
Los compuestos que tienden a sorberse en los sélidos se espera que sean mejor eliminados en
los tratamientos de lodos activados (Luo et al., 2014a).

El metoprolol tiene un log Kew de 1.76-1.88 y un valor de log Kq de 0.2-1.9, por lo que se espera
gue posea un bajo potencial de sorcion al lodo, los compuestos polares como el metoprolol se
encuentran mas probablemente en los efluentes de las plantas de tratamiento de lodos activados
(Luo et al., 2014a).

Segun los coeficientes de biodegradacion y sorcion del acido mefenamico, kool de
0.01-5.3 L'.gSStd!ylog Kq de 2.46-2.73, caen en el intervalo de no existir remocién sustancial
debido a la degradacion biologica y su remocién puede ser menor al 20 % o presentar una
remocion parcial (entre 20 y 90 %). Los coeficientes de biodegradacién del metoprolol
(koiol 0.25-0.76 L-gSS™d™?) y la fluoxetina (koo 9 L-gSS™d ) también se encuentran en el intervalo
de 0.1< kool <10 [L'.gSS*d™], lo que indica una remocién parcial (entre 20 y 90 %) y su grado de
remocion seré fuertemente dependiente de la configuracion del reactor (Joss et al., 2006).

Para los compuestos con elevado log K4 como es el caso de la fluoxetina, su remocion podria
estar mas influenciada por el tiempo de retencion de sélidos, mientras el efecto del incremento
del tiempo de retencion de soélidos no ha llegado a ser claro para otros compuestos como el
metoprolol (Vieno et al., 2007).



ANTECEDENTES

Tabla 1.3. Propiedades de los compuestos farmacéuticos

Solubilidad Kbiol ) Kh
Compuesto en agua pKa log Ka (LgSStd)* Log Ic()ng%.p @m-m3mol?)
(mgmLY) (LgSSvidiy P P 25 °C
3.89¢ *0.01-0.48 5.12
s . - m a
M fAC'fjo. 0.2! 4480 2.46-2.73° 416N -
erenamico *0.9-5.3n 5.4k
4.2¢
*gg
] 9.8k 3.78-4.01 ) 1221 _
Fluoxetina 0.06' ) **(0.6-1.3 f 3.28h 8.90x10-81!
10.1¢ 2.88-3.02"1 4.17 %
**1,12-1.77 P
9.08k 18¢ *0.35-0.4 ¢
47! 1.76 k
Metoprolol 9.7d 0.24-0.86 *0.4-0.6% 1.25h 1.40x10-13!
140 1.88¢
9.6eko 0.8-1.9f *0.25-0.76 "

Referencias: ®Jones et al., 2002; * Radjenovi¢ et al., 2009; © Wick et al., 2009; ¢ Ramil et al., 2010; © Rosal et al., 2010; " Scheurer et
al., 2010; 9 Suarez et al., 2010; " Escher etal., 2011;' Horsing et al., 2011;) Mendez et al., 2011, K Kovalova et al., 2012; ' Lahti, 2012;
™ Falds et al., 2012; " Falas et al., 2013; " Fernandez-Fontaina et al., 2014; ° Grossberger et al., 2014; P Fernandez-Fontaina et al.,
2016.

El &cido mefenamico, la fluoxetina y el metoprolol son compuestos no heterociclicos,
mononucleares y poseen un grupo amino donador de electrones, esto hace a las moléculas mas
propensas al ataque por las bacterias aerobias. La fluoxetina y el acido mefenadmico poseen
ademas grupos funcionales aceptores de electrones en su estructura, lo que hace a los
compuestos menos susceptibles al catabolismo oxidativo, grupo funcional trifluorometil en el caso
de la fluoxetina y grupo funcional carboxilo en el acido mefenamico. Debido a que el acido
mefenamico y la fluoxetina contienen grupos aceptores y donadores de electrones, pueden
mostrar una remocion variada y generalmente menor al 70 %. El metoprolol y la fluoxetina
contienen un éter aromatico-alifatico, por lo que puede proceder la ruptura del éter, produciendo
un derivado de fenol y un aldehido, también pueden presentar desde baja hasta alta remocion
(Tadkaew et al., 2011; Luo et al., 2014a).

Ademas de las propiedades de los compuestos farmacéuticos, otros factores contribuyen en su
remocion, principalmente los parametros de operacién como el tiempo de residencia hidraulica,
tiempo de retencion de sdlidos, la concentracién de biomasa y tipo de planta de tratamiento. Se
ha reportado que los tiempos de residencia hidraulica mayores a 12 h y los tiempos de retenciéon
de solidos mayores a 10 d contribuyen a incrementar la remocion de farmacos (Sui et al., 2010).

1.5 BIODEGRADACION DE FARMACOS EN LODOS ACTIVADOS NITRIFICANTES

1.5.1 Efecto del tiempo de retencion de sélidos (TRS)

La remocion de compuestos farmacéuticos puede ser mejorada ajustando las condiciones de
operacion de los procesos bioldgicos. Se ha observado que la remocién incrementa con los altos
tiempos de retencion de sélidos, lo que permite el enriqguecimiento de bacterias de lento
crecimiento como las nitrificantes, estas bacterias secretan enzimas capaces de transformar los
compuestos y pueden actuar en conjunto con las bacterias heterétrofas en la remocién (Kraigher
y Mandic-Mulec, 2011; Verlicchi et al., 2012). Un TRS mayor o igual a 10 d es fundamental para
la biodegradacion de un nimero significativo de farmacos (Poseidon, 2004; Clara et al., 2005). El
efecto positivo de incrementar el TRS se ha reportado para varios compuestos, en particular los
esteroides estrogénicos, ketoprofeno, naproxeno, acido clofibrico, gemfibrozil, fluoxetina y
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citalopram (Neptune, 2010; Suarez et al., 2010). Existen compuestos hidrofilicos-neutros como la
fenacina, acetaminofen y pentoxifilina, asi como algunos compuestos hidrofilicos-i6nicos
(bezafibrato, ibuprofeno y fenoprofeno) que son eliminados efectivamente aun a TRS de 8 d
(Maeng et al., 2013). En comparacion con los sistemas de lodos activados convencionales, los
biorreactores con membranas (BRM) alcanzan eficiencias de remocién mas altas de compuestos
persistentes como el diclofenaco, debido a que el TRS es mas alto (15-80 d), con respecto a los
lodos activados (7-20 d), asi como es mas alta la concentracion de biomasa (9-10 kgm= en BRM
y 3-5 kgm= en lodos activados) (Verlicchi et al., 2012). Los resultados muestran un impacto
significativo de la variacion del TRS entre 10 d y 60-80 d en la eficiencia de transformacion de la
carbamazepina, diclofenaco, ibuprofeno, iopromida, naproxeno, roxitromicina y sulfametoxazol,
en cambio el efecto positivo del incremento del TRS no ha llegado a ser claro para otros
compuestos como los B-bloqueadores, (Joss et al., 2005; Vieno et al., 2007).

1.5.2 Nitrificacion y cometabolismo en la biodegradacion de farmacos

La actividad nitrificante contribuye significativamente a la biotransformacion de farmacos, la
actividad amonio oxidante parece ser un buen indicador para la estimacion del potencial de
biodegradacién (Dawas et al., 2014; Rattier et al., 2014). El enriquecimiento de bacterias
nitrificantes ha mostrado un incremento en la transformacion del 17a-etinilestradiol, roxitromicina
y eritromicina, los cuales son moderadamente transformados en las plantas de lodos activados
convencionales y en los sistemas desnitrificantes (Suarez et al., 2010). También se ha encontrado
una buena correlacién entre las constantes cinéticas de biodegradacion y las tasas de
nitrificacién, la buena actividad nitrificante incrementa la biodegradaciéon de farmacos como el
ibuprofeno, naproxeno y trimetoprima, sin embargo para la fluoxetina no se ha encontrado esta
correlacion (Fernandez-Fontaina et al., 2012).

Los compuestos farmacéuticos son encontrados en concentraciones en el rango de ng-Ly ugL?,
razén por la cual no pueden ser considerados como Unica fuente de carbono o energia para la
asimilacion y crecimiento de la biomasa, en consecuencia, es necesaria la presencia de un
sustrato de crecimiento u otro compuesto util para el mantenimiento de la biomasa e inducir a las
enzimas involucradas en la biodegradacion, este proceso es llamado cometabolismo, al no ser la
fuente de carbono primaria, la biodegradacién de los farmacos podria verse afectada por la baja
actividad biol6gica primaria, lo cual puede resultar en una energia insuficiente para la degradacion
cometabdlica (Tran et al., 2013). El cometabolismo de las bacterias nitrificantes puede ser uno
de los mecanismos de degradacion principal, puede ocurrir que las bacterias heterétrofas
degraden los intermediarios formados (Yiy Harper, 2007; Neptune, 2010).

Las bacterias nitrificantes son capaces de cometabolizar una gran variedad de
microcontaminantes que tipicamente son resistentes a la biodegradacion, tales como el medio de
contraste iopromida y el antibiético trimetoprima (Batt et al., 2008). Los resultados han mostrado
que las bacterias amonio oxidantes biodegradan 17a-etinilestradiol pero no trimetoprima,
mientras que las bacterias heterotrofas son capaces de transformar trimetoprima y biomineralizar
los metabolitos del 17a-etinilestradiol generados por las bacterias amonio oxidantes (Forrez et
al., 2011; Tran et al., 2013). Otro estudio mostré6 que la remocién de diez farmacos en cultivos
nitrificantes (acido clofibrico, gemfibrozilo, ibuprofeno, fenoprofeno, ketoprofeno, naproxeno,
diclofenaco, indometacina, propifenazona y carbamazepina) es también debida a la diversidad
de las bacterias nitrificantes autétrofas y heterétrofas presentes (Neptune, 2010). La actividad
nitrificante incrementa la biotransformacion de naproxeno e ibuprofeno, aunque los
microorganismos heterétrofos también son capaces de degradarlos a una tasa mas lenta
(Fernandez-Fontaina et al., 2016).
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Las bacterias autdtrofas amonio oxidantes cometabolizan gran variedad de farmacos via enzimas
no especificas, tales como la enzima amonio monooxigenasa (Tran et al., 2013). La
biodegradacién cometabdlica llevada a cabo por esta enzima ha mostrado una habilidad superior
en la remocién de farmacos que la biodegradacién metabdlica (Xu et al., 2016).

1.5.3 Papel de la enzima amonio monooxigenasa

La bacteria amonio oxidante puede oxidar farmacos recalcitrantes en presencia de nitrégeno
amoniacal, el cual juega un papel como un sustrato de crecimiento, la biodegradacion
cometabdlica parece ser la responsable de la biotransformacion inicial debido a la accion de la
enzima amonio monooxigenasa, la cual cataliza el primer paso de la nitrificacion (Forrez et al.,
2011; Fernandez-Fontaina et al., 2012). Las bacterias amonio y nitrito oxidantes son aerobias
guimioautotrofas, debido a que usan CO; como fuente de carbono y requieren oxigeno disuelto
para oxidar un compuesto inorganico para obtener energia (WEF, 2010). Tres enzimas estan
involucradas en el proceso de nitrificacion, la enzima amonio monooxigenasa, la enzima
hidroxilamina oxidoreductasa y la enzima nitrito oxidoreductasa. En la primera etapa, la enzima
amonio monooxigenasa oxida el amonio a hidroxilamina, los sustratos de esta enzima son el
amonio, oxigeno y dos electrones. En la segunda etapa, se da la oxidacién de hidroxilamina a
nitrito por la actividad de la enzima hidroxilamina oxidoreductasa. Posteriormente en una tercera
etapa, la oxidacion del nitrito es catalizada por la enzima nitrito oxidoreductasa (Schmidt et al.,
2003; Moir, 2011; Bejarano et al., 2012; Metcalf y Eddy, 2014).

NH, + O, +H*+2e —> NH,0OH + H,0
NH,OH + 050, —> NO, + 3H* + 2¢
NOZ- + 0502 — NO3-

En presencia de oxigeno, el nitrégeno amoniacal es transformado en hidroxilamina por la accion
de la enzima amonio monooxigenasa a través de una reaccion de hidroxilaciéon, este paso
requiere el poder reductor que es generado mientras la hidroxilamina se oxida a nitrito por la
enzima hidroxilamina oxidoreductasa, por lo tanto, ambas enzimas son codependientes ya que
generan el sustrato y electrones respectivamente, del mismo modo, la enzima amonio
monooxigenasa es capaz de utilizar oxigeno elemental para introducir la funcién hidroxilo en los
compuestos farmacéuticos (Yi y Harper, 2007). En ausencia de nitrdgeno amoniacal, la
hidroxilamina no es producida y el poder reductor es proporcionado por la respiracién enddgena,
la respiracion endogena de la enzima amonio monooxigenasa proporciona suficiente poder
reductor para soportar la biotransformaciéon de microcontaminenates organicos, alin en ausencia
de nitrégeno amoniacal, sin embargo a largo plazo, el nitrdgeno amoniacal debe ser suministrado
para el mantenimiento de los microorganismos (Fernandez-Fontaina et al., 2016).

Los sitios activos de la enzima amonio monooxigenasa contienen iones de metal tales como iones
de cobre. El sitio activo posee dos caras, una cara tiene sitios activos con una region de activacion
de oxigeno y la otra tiene una parte hidrofobica, similar a la oxidacion del sustrato primario, la
oxidacién de sustratos secundarios (farmacos) por la enzima amonio monooxigenasa requiere
reductores y electrones (Tran et al., 2013). En este caso, se requiere el poder reductor que se
obtiene de la oxidacion de la hidroxilamina por la enzima hidroxilamina oxidoreductasa al generar
NO; y electrones, dos electrones entran al ciclo catalitico involucrando al sitio binuclear de cobre
(Cu?*-Cu?"), localizado en el sitio activo de la enzima amonio monooxigenasa (Figura 1.1). Se
sugiere que bajo condiciones aerobias, el oxigeno reacciona para convertir (Cu*-Cu*) en
(Cu?*-Cu?"), de tal manera que el oxigeno queda enlazado al sitio binuclear como un radical
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altamente electrofilico como el ion peréxido (O2). Esta forma oxigenada de la enzima amonio
monooxigenasa reacciona con los sustratos secundarios, principalmente con los enlaces N-H,
C-H o dobles enlaces para producir una forma de sitio de cobre binuclear (Cu?*-Cu?*) y productos
de degradacion (Yiy Harper 2007; Forrez et al., 2011). La enzima probablemente se encuentra
hidroxilando los microcontaminantes como lo hace con el nitrégeno amonical, sin embargo, no es
claro si otras enzimas presentes en los lodos activados nitrificantes, cuya actividad también se
incrementa por las altas tasas de nitrificacién, podrian estar involucradas en la biotransformacion
(Fernandez-Fontaina et al., 2012).

OH- EE,
2e- Cu?2*- Cu?t
EE,
Cu*- Cu* CU2+\ —/ Cu?*
0-0

0,

Figura 1.1. Enzima amonio monooxigenasa en la transformacién cometabodlica de EE2 (Yi y Harper, 2007).

La enzima amonio monooxigenasa también puede tener afinidad mas fuerte por el nitrdgeno
amoniacal en comparacién a los microcontaminantes, oxidando preferentemente al nitrégeno
amoniacal cuando sus concentraciones permanecen altas, aunque se ha identificado una
asociacion positiva entre la eliminacion de microcontaminantes y la remociéon de nitrégeno
amoniacal, las plantas de tratamiento con la mayor remocién de nitrégeno amoniacal no
necesariamente son mas eficientes en remover todos los microcontaminantes. Entre los farmacos
gue muestran una asociacion significativa con la remocion de nitrégeno amoniacal se encuentran
el atenolol, isoproturon, ranitidina, valsartan y venlafaxina, estos compuestos presentan
reacciones de oxidacibn como N-desalquilacion en el caso de isoproturon, valsartan y
venlafaxina, la hidroxilacién ha mostrado ser el paso de transformacion inicial en reacciones
N-desalquilacién, por otro lado la mayoria de los compuestos que presentan reacciones de
sustitucion no tienen relacion con la remocion de nitrdgeno amoniacal (Helbling et al., 2012).

1.5.4 Papel de las bacterias heteroétrofas

La biodegradacion de farmacos puede ser atribuida a las actividades cometabolicas de
microorganismos autoétrofos y heterétrofos, los estudios han mostrado que la biodegradacién de
farmacos en agua residual es debida a la actividad cometabdlica de microorganismos autétrofos,
mientras que los microorganismos heterotrofos degradan los farmacos ya sea via cometabolismo
o metabolismo (Tran et al., 2013). Ademas, las bajas relaciones alimento microorganismo a largos
tiempos de retencion de sdlidos (condiciones oligotréficas) pueden permitir a los microorganismos
usar los farmacos como fuente de carbono (Maeng et al., 2013).
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Para elucidar la contribucion de las bacterias autétrofas y las bacterias heterétrofas en la
biodegradacion de farmacos se ha usado aliltiourea, un inhibidor de la enzima amonio
monooxigenasa, usado para suprimir la actividad de oxidacién del nitrégeno amoniacal. Cuando
se utiliza aliltiourea para inhibir la actividad de la bacteria amonio oxidante, el porcentaje de
remocién de iopromida disminuye de 97 % a 86 %, mientras que la remocién de trimetoprima
disminuye de 70 % a 25 %, lo cual indica que la bacteria amonio oxidante junto con otros
microorganismos heterdtrofos son responsables de su degradacion (Batt et al., 2006). Es dificil
concluir que aliltiourea inhibe selectivamente la actividad de la bacteria amonio oxidante, es
probable que también inhiba algunas enzimas de bacterias heterotrofas relevantes para la
remocién de farmacos (Falas et al., 2012). Se ha visto que aliltiourea reduce la remocién biolégica
de varios microcontaminantes pero no la inhibe completamente, compuestos como el ibuprofeno,
fenoprofeno, naproxeno, acido clofibrico, 17p-estradiol y estrona son biodegradados aun en la
presencia de aliltiourea donde no se observa nitrificacion, sugiriendo que las bacterias
heterétrofas también juegan un papel importante en su eliminaciéon (Maeng et al., 2013; Tran et
al., 2013).

Se ha indicado que la degradacién heterétrofa mas que la degradacion autédtrofa por los
microorganismos amonio oxidantes son la principal causa de la remocion de varios farmacos,
incluyendo acido mefenamico y metoprolol (Tran et al., 2009; Majewsky et al., 2011; Falas et al.,
2012; Maeng et al, 2013; Falds et al.,, 2016). La actividad heterotréfica incrementa la
biotransformacién de sulfametoxazol, alcanzando eficiencias de biotransformacion de 93 % bajo
condiciones heterotroficas, bajo condiciones de nitrificacion y nitratacion se alcanzan remociones
de 44 % y 66 %, respectivamente, el sulfametoxazol puede ser transformado por las bacterias
heterétrofas como cosustrato o como Unica fuente de carbono y nitrégeno. La fluoxetina ha
mostrado un comportamiento similar, ésta puede ser degradada mas rapidamente bajo
condiciones heterotroficas, aunque la sorcion también juega un papel predominante (Fernandez-
Fontaina et al., 2016). Por lo tanto, las bacterias nitrificantes son capaces de incrementar la
biodegradacion de farmacos, pero el papel de los microorganismos heterétrofos también debe
ser considerado.

1.5.5 Caminos de degradacion de los compuestos farmacéuticos

La biodegradacion cometabdlica por la enzima amonio monooxigenasa puede involucrar
reacciones de hidroxilacion y oxidacion durante la nitrificacion (Xu et al., 2016). Un factor clave
gue favorece la biotransformacién de farmacos en lodo activado nitrificante es la disponibilidad
de cadenas lineales con grupos alquilo, asi como los carbonos secundarios y terciarios que
pueden ser hidroxilados facilmente por la accibn de la enzima amonio monooxigenasa
(Fernandez-Fontaina et al., 2016). El ataque por el oxigeno reactivo de la enzima amonio
monooxigenasa también puede ocurrir contra enlaces N-H, C-H, o dobles enlaces, otras dos
reacciones que han sido observadas son deshidrogenacion/oxidacion y deshalogenacion (Forrez
et al., 2011). Ademéas la enzima amonio monooxigenasa es capaz de oxidar éteres aroméaticos a
través de O-desalquilacién o hidroxilaciéon (Suarez et al., 2010; Alvarino et al., 2014). Los estudios
han mostrado que los principales productos de la transformacion de farmacos como
17a-etinilestradiol e ibuprofeno son productos de la hidroxilacion (Quintana et al., 2005; Yi y
Harper, 2007; Ferrando-Climent et al., 2012). Se ha reportado que el lodo nitrificante incrementa
la transformacion del 17a-etinilestradiol via hidroxilacion, convirtiéndose en productos hidrofilicos
gue se caracterizan por tener una actividad estrogénica mas baja (Suarez et al., 2010; Alvarino
et al., 2014). Los intermediarios hidroxilados pueden servir como sustrato para los
microorganismos heterétrofos (Yiy Harper, 2007).

Los estudios han sugerido la biotransformacion de acido mefenamico a acido mefenamico mono-
hidroxilado (3"- hidroximetil acido mefenamico, 3 -carboxi acido mefenamico) y acido mefenamico
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di-hidroxilado  (3"-hidroximetil-5"-hidroxiacido = mefenadmico, 3’-hidroximetil-6"-hidroxiacido
mefenamico) (Hata et al., 2010). Se ha demostrado que la fluoxetina es susceptible a la
fotodegradacién, los caminos de transformacion pueden ser O-desalquilacién, hidroxilacion en un
anillo, ruptura del éter y una oxidacion a acido carboxilico, resultado de la defluoracion del grupo
trimefluorometil (Petrovic y Barceld, 2010). En las Figuras 1.2, 1,3 y 1.4 se dan los esquemas de
los caminos de degradacion reportados para los tres farmacos.
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Figura 1.2. Estructuras quimicas de los metabolitos del acido mefendmico después de la transformacion
con hongos white rot fungus (Hata et al., 2010).
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En el caso del metoprolol, dos productos de la hidroxilacion han sido identificados bajo
condiciones aerobias: 4-(2-hidroxi-3-(isopropilamino) propoxi) fenol y 1-(4-(2-hidroxi-3-
(isopropilamino) propoxi) fenil)-2-metoxietanona. Los caminos de fragmentacion de estos
productos de transformacion incluyen la N-desalquilacion correspondiente a una pérdida del
grupo isopropilo, oxidacién a benzaldehido, deshidrogenacion y ruptura del éter, produciendo un
derivado del fenol y un aldehido, el metoprolol &cido (oxidacion a &acido carboxilico) y
O-desmetilmetoprolol (O-desmetilacién) son otros productos de transformacion (Rubirola et al.,
2014). Es sabido que la degradacion aerobia de compuestos con fragmento éter aromatico-
alifatico como la fluoxetina y metoprolol puede proceder por ruptura del éter (O-desalquilacion)
(Tadkaew et al., 2011).
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Figura 1.3. Productos identificados en la degradacién fotoquimica de la fluoxetina
(Petrovic y Barcel6, 2010).

El 4cido mefenamico, fluoxetina y metoprolol poseen una amina secundaria, dos principales
reacciones oxidativas iniciales en el grupo funcional amino han sido observadas para los sistemas
de lodos activados: 1) N-oxidacion y 2) a-C-hidroxilacion seguido por N-desalquilacion, oxidacion
a amida o deshidratacion. Adicionalmente, varias reacciones N-acilacion, llamadas N-formilacion,
N-acetilacion, N-propionilacion, N-malonilacion, N-succinilacion y probablemente desaturacion a
productos N-fumarilados han sido observadas. Las reacciones de N-oxidacién involucran la
introduccion directa de un atomo de oxigeno en el nitrdgeno del grupo funcional amino, resultando
en productos de hidroxilamina para las aminas secundarias. Ademas, los productos
N-hidroxilados de aminas secundarias son conocidos por ser transformados a productos tales
como nitronas, se ha sugerido especialmente la N-acetilacién, N-formilacién y N-succinilacion
como productos de transformacién. Para la amina secundaria de la fluoxetina, las reacciones de
N-desalquilaciéon, N-acetilacion o la combinacion de N-desmetilacion, N-propionilacion y
N-succinilacion son posibles. Las reacciones que no involucran grupos funcionales amino son
O-desmetilacion, hidroxilaciéon a otros grupos ademas de las aminas o el a-C, desaturacion,
oxidacion de un producto hidroxilado a un producto carbonilo o acido carboxilico, deshidratacion
de un alcohol alifatico a un alqueno y combinaciones de varias reacciones, incluyendo la
descarboxilacién y 3-oxidacion (Gulde et al., 2016).
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Figura 1.4. Posibles caminos de degradacién del metoprolol (Johansson et al., 2007; Kujawa-Roeleveld y Schuman, 2008; Wilde et al., 2013;

Rubirola et al., 2014).
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1.6 PROCESOS AEROBIOS CON BIOMASA INMOVILIZADA

Los sistemas que utilizan biomasa inmovilizada son una alternativa para el tratamiento biolégico
de aguas residuales que contienen farmacos, ya que por su largo tiempo de retencién de sélidos,
favorecen el desarrollo de bacterias de lento crecimiento como las nitrificantes (Wu et al., 2009;
Bassin et al., 2011; Falas et al., 2012; Luo et al., 2014a). Las biopeliculas son un conjunto de
microorganismos que se desarrollan sobre una superficie gracias a las sustancias poliméricas
extracelulares, producidas por los microorganismos o resultado de la lisis celular, las sustancias
poliméricas extracelulares son responsables de la morfologia, arquitectura, propiedades
fisicoquimicas y actividad bioquimica de los agregados microbianos, las biopeliculas no solo
estdn compuestas de microorganismos, la mayor cantidad de la biopelicula estd compuesta de
las sustancias poliméricas extracelulares, constituidas principalmente por polisacaridos,
proteinas, acidos nucleicos, lipidos y sustancias humicas que mantienen a las células unidas
entre si y adheridas a la superficie (Wuertz et al., 2008; Ibrahim et al., 2012). Los polisacéridos y
las proteinas son los mayores componentes, corresponden al 75-89 % de la composicion de la
biopelicula. La matriz de sustancias poliméricas extracelulares actlla como una barrera en la cual
prevalece el transporte difusivo sobre el transporte convectivo, una funcion atribuida a las
sustancias poliméricas extracelulares es su efecto protector hacia los microorganismos en la
biopelicula contra condiciones adversas, por ejemplo se ha observado mas resistencia a la
toxicidad y cambios de las condiciones del medio, las células en una biopelicula pueden tolerar
altas concentraciones de biocidas (Simdes et al., 2010).

La principal ventaja de los sistemas con biomasa inmovilizada es que pueden retener alta
cantidad de biomasa y obtener altos tiempos de retencién de sélidos en los reactores, mayor en
comparaciéon con los sistemas que usan microorganismos suspendidos, lo cual permite reducir
los requerimientos de tamafio de los reactores, se asegura mayor actividad metabdlica y
tolerancia de los microorganismos a las altas cargas de contaminantes (Srinandan et al., 2012).
Los procesos con biomasa inmovilizada pueden dividirse en tres clases: 1) procesos con biomasa
inmovilizada no sumergidos, 2) procesos de biomasa suspendida con biomasa inmovilizada
(lecho mévil) y 3) procesos aerobios de lecho sumergido. En el primero, el agua se mueve a lo
largo del medio estacionario no sumergido y en el segundo el material de empaque se mueve en
el tanque de aireacién de la biomasa suspendida. Los procesos aerobios de lecho sumergido
consisten de tres fases: empaque, biopelicula y liquido, incluyen los reactores de flujo
descendente, reactores de flujo ascendente y reactores de flujo ascendente de lecho fluidizado,
el tipo y tamafio del empaque es el factor principal que afecta el desempefio de los procesos de
lecho sumergido (Metcalf y Eddy, 2014). Dependiendo de las condiciones de crecimiento y las
condiciones hidrodinamicas del sistema, el grosor de las biopeliculas varia desde 70 um hasta
10,000 um, las concentraciones de sélidos suspendidos volatiles pueden variar en el intervalo de
40 a 100 gL? (Ibrahim et al., 2012; Metcalf y Eddy, 2014), pueden estar formadas por varias
especies de microorganismos los cuales interactian entre si, ya sea en forma simbidtica o
compitiendo por el espacio y por los sustratos disponibles (Gonzéalez, 2006).

Se ha determinado que los reactores con biomasa inmovilizada son capaces de retener grandes
cantidades de biomasa, remover materia organica y nitrégeno (Mijaylova et al., 2008; Mijaylova y
Moeller, 2010; Bassin et al., 2011; Falas et al., 2012). Las bacterias heterétrofas tipicamente
tienen una tasa de crecimiento maxima cinco veces mas alta que las bacterias autétrofas
nitrificantes (Li y Bishop, 2004). Los microorganismos con la mas alta tasa de crecimiento se
encontrardn en el exterior de la biopelicula, mientras que los microorganismos de mas lento
crecimiento se encontraran en el interior, como resultado los microorganismos de lento
crecimiento se encontraran protegidos ante posibles condiciones adversas del medio (Wuertz et
al., 2008; Ibrahim et al., 2012), por lo tanto la presencia de bacterias heterétrofas crea un
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ambiente adecuado para el desarrollo de las bacterias nitrificantes que viven dentro de la
biopelicula (Bassin et al., 2012).

Se ha visto también que existe una competencia entre las bacterias heterétrofas y las bacterias
nitrificantes autotrofas por el oxigeno disuelto y el espacio (Li y Bishop, 2004). Las bacterias
heterétrofas son capaces de utilizar mas oxigeno y espacio que las nitrificantes, asi inhiben
significativamente la nitrificacién cuando el oxigeno suministrado y el espacio son limitados. Por
una parte, el suministro de oxigeno es un factor de influencia para la remocién de nitrégeno
amoniacal y por otra parte, uno de los parametros criticos para la nitrificacién es la concentracion
de materia organica en el agua residual, ya que tiene un impacto en el desarrollo y funcién de las
bacterias nitrificantes, la proporcion demanda quimica de oxigeno/nitrégeno (DQO/N) puede
afectar el desempefio de la nitrificacién (Bassin et al., 2012). Al incrementar la carga organica, se
reduce el TRS y la capacidad de las bacterias nitrificantes para desarrollarse en el medio
(Gonzélez et al., 2002).

1.7 REMOCION DE FARMACOS EN PROCESOS CON BIOMASA INMOVILIZADA

Existe aun una cantidad limitada de estudios enfocados a la remocién de farmacos en reactores
con biomasa inmovilizada (Grandclément et al., 2017). Se ha estudiado la remocién de estrona
(E1), 17B-estradiol (E2) y 17a-etinilestradiol (EE2) en aguas residuales municipales mediante
biofiltros aerobios de flujo descendente, operados en lote secuenciado y empacados con soportes
tipo Kaldnes K1, el biofiltro a escala laboratorio (30 L) logré remociones de 64 %, 85 % y 84 %
para E1, E2 y EE2 respectivamente, mientras que el biofiltro a escala piloto (3.5 metros de altura
y 1 m de didmetro) mostré remociones de 60 % de E1 y 69 % de E2, mayores a las obtenidas en
lodos activados convencionales (53 y 41 % respectivamente). El mejor desempefio del biofiltro
puede explicarse por el alto TRS (=180 d) (Balest et al., 2008). Igualmente Forrez et al. (2009)
investigaron la remocion de EE2 en biorreactores aerobios de lecho fijo sumergido y flujo
ascendente, empacados con soportes Kaldnes K1, se obtuvo 96 % de remocion de EE2 a TRH
de 4.3 d y carga volumétrica de 11 ugeE2-L*d?, la nitrificacion fue el principal mecanismo de
remocion ya que la adicion de aliltiourea inhibio la remocion de EE2. Por otro lado se encontro
gue la eliminacién no es afectada significativamente por la ausencia de nitrégeno amoniacal en
la alimentacion, por lo que el cometabolismo de EE2 no pudo ser confirmado, ademas de la
biopelicula, se realizaron pruebas usando 500 mL del efluente del reactor, donde se adicionaron
80 ugL! de EE2, el resultado fue la remocién del 90 % del compuesto en 12 dias, sugiriendo el
lavado de las bacterias responsables de la degradacion.

También se han empleado biofiltros en lote secuenciado de flujo descendente de 3 m de altura 'y
22.5 cm de diametro, cada uno con un medio distinto (80 cm de arena 'y 80 cm de carbén activado
granular), después del tratamiento con arena, los farmacos como el diclofenaco, hidroclorotiazida,
metoprolol, oxazepam, temazepam, tramadol y venlafaxina tuvieron remociones menores al
20 %, en cambio mediante el carbon activado granular, la carbamazepina, diclofenaco,
eritromicina, metoprolol, roxitromicina, sulfametoxazol y trimetoprima tuvieron remociones
mayores al 90 %. La mayor efectividad del carbdn activado puede deberse a mayor cantidad de
biomasa adherida en la superficie y a los efectos combinados de adsorcion y biodegradacion, la
adsorcion incrementa el tiempo de residencia de los farmacos dentro del biofiltro favoreciendo su
biodegradacion, se dice que la biomasa expuesta a compuestos organicos en concentraciones
traza se puede adaptar con el tiempo, incluso puede llegar a ser capaz de degradar compuestos
persistentes (Reungoat et al., 2011).

19



ANTECEDENTES

Falas et al. (2012) realizaron una comparacion de la remocién de 100 pugL* de farmacos &cidos,
utilizaron experimentos en lote con soportes y lodos activados, se demostré que los reactores
con soportes tipo Kaldnes K1 y Biofilm Chip presentan mayor remocién de farmacos como el
acido mefenamico, diclofenaco, ketoprofeno, gemfibrozil y acido clofibrico, en comparacién con
el lodo activado nitrificante, se dieron dos explicaciones potenciales para las diferencias
observadas: mayor cantidad de microorganismos de lento crecimiento capaces de degradar
farmacos (debido al mayor TRS en la biopelicula de los soportes) y la estratificacién de la
comunidad microbiana debido a los gradientes de sustrato y redox dentro de la biopelicula. Los
microorganismos adaptados a los sustratos organicos facilimente biodegradables son localizados
en la parte exterior de la biopelicula, los microorganismos adaptados a los sustratos organicos
restantes y dificiimente degradables son localizados en la parte interior de la biopelicula.
Asimismo, debido a su mayor area superficial, los soportes Biofilm Chip lograron mayores tasas
de remocion comparados con los soportes Kaldnes K1. La capacidad de nitrificacion fue més baja
para la biomasa inmovilizada que para el lodo activado nitrificante, esto indicd que las bacterias
amonio y nitrito oxidantes no son las responsables principales de la remocién de farmacos acidos
en los reactores con soportes, por lo que la mayor remocién puede deberse a bacterias
heterotrofas. Las constantes de remocién de ibuprofeno y naproxeno no mostraron dependencia
de la capacidad de nitrificacion en los reactores con biopelicula, mientras que se observé una
tendencia positiva entre la capacidad de nitrificacién y las constantes de remocién para
ketoprofeno, acido clofidrico y acido mefenamico. Por otro lado, se observé disminucion de la
remocién de diclofenaco, ketoprofeno, gemfibrozil, naproxeno e ibuprofeno cuando se adicion6
aliltiourea para inhibir la nitrificacion. Aliltiourea inhibe la actividad de la enzima amonio
monooxigenasa, pero también se ha planteado la posibilidad de inhibicién de otras bacterias, lo
cual puede explicar la reduccién de la remocién de farmacos en presencia del inhibidor, parece
ser que el proceso de nitrificacidn por si mismo no tiene influencia en la eficiencia de
biodegradacién y que las bacterias que contribuyen son encontradas en biopeliculas nitrificantes.
Luego, Falas et al. (2013) evaluaron tres reactores paralelos en lote (lodo anéxico, lodo aerobio
y proceso hibrido biopelicula-lodo activado), emplearon soportes Biofilm Chip a 35 % de llenado,
los reactores fueron alimentados con 1ug-'L! de cada farmaco, operados con TRH de 12 hy
recirculacion de lodo del 70 %. Aqui la capacidad de nitrificacion fue més alta para la biomasa
inmovilizada en comparacion con el lodo aerobio suspendido, cinco compuestos mostraron
remociones en los tres tipos de reactores (atenolol, bezafibrato, levetiracetam, sulfametoxazol y
N4-acetilsulfametoxazol). ElI acido mefendmico y el metoprolol no fueron removidos bajo
condiciones anoxicas, el acido mefenamico fue removido mas rapidamente en el proceso con
soportes que en el lodo aerobio, mientras que el metoprolol fue mejor removido en el lodo aerobio.
Interesantemente cuando la biomasa inmovilizada se trajo a suspension, las caracteristicas de
degradacion de los farmacos cambiaron, se sugiere que la adaptacion microbiana a los gradientes
en la biopelicula puede favorecer la degradacién de algunos farmacos, incluso el diclofenaco que
es persistente en el lodo aerobio puede ser removido en el proceso hibrido.

Para examinar el efecto de la actividad microbiana, Rattier et al. (2014) usaron biofiltros de
antracita granular para tratar un efluente terciario fortificado con 2 ug-L** de microcontaminantes.
Los resultados confirmaron el impacto positivo del crecimiento de una biopelicula en la remocion
de compuestos como el ibuprofeno, acetaminofen, naproxeno, ketoprofeno, lincomicina y
eritromicina, esto es indicativo de la capacidad de las enzimas para utilizar los farmacos como
sustrato secundario, contrario a esto, el diclofenaco, sulfadiazina, trimetoprima, sulfametoxazol,
citalopram, propranolol, hidroclorotiazida, carbamazepina, roxitromicina, atenolol, metoprolol,
tramadol, venlafaxina y fenitoina presentan remociones menores al 20 %. En presencia de azida
de sodio (sin actividad microbiana aerobia) la remocién de farmacos es despreciable a exepcion
del atenolol, trimetoprima y diazinon, descartandose el proceso de sorcién para atenolol y
trimetoprima, se indica que la presencia de azida de sodio puede crear un nicho de bacterias
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facultativas anaerobias capaces de la degradacion. A través de la inhibicién con aliltiourea se
mostré que las bacterias nitrificantes tienen un papel en la degradacion de farmacos como
ketoprofeno, gemfibrozil, furosemida y acetaminofen, esto no significa que la biodegradacion por
nitrificacién sea el inico camino, no pudo establecerse que la biodegradacion sea controlada por
la enzima amonio monooxigenasa, solo se pudo mostrar la conexién entre la inhibicién de la
enzimay la degradacion de los farmacos, mientras tanto, la remocién de otros como ibuprofeno,
naproxeno, valsartan, indometacina, eritromicina y roxitromicina no es afectada por la presencia
del inhibidor y pueden ser degradados por microorganismos distintos a los nitrificantes. La
remocion de metoprolol fue despreciable en los tres tipos de operacion de los biofiltros.

Existe un estudio sobre la remocién de farmacos usando cubos de poliuretano de 2 cm en
reactores de lecho movil, este estudio fue realizado con agua residual sintética, donde los
farmacos fueron adicionados a una concentraciéon 5 ug'Ly los reactores trabajaron con tiempos
de residencia hidraulica de 24 h. Los resultados mostraron que la eliminacién de los compuestos
increment6 con el aumento en la proporcion de llenado de los soportes, a una proporcion de
llenado del 20% se obtuvieron mayores remociones de acetaminofen (76.3 %), carbamazepina
(39.5 %), diclofenaco (76.1 %), fenoprofeno (34.6 %), gemfibrozil (83.5 %), ketoprofeno (79.2 %)
y naproxeno (98.3 %), en comparacion a una proporcion de llenado del 10 % (44.7 %, 17.1 %,
58.6 % 14.5 %, 63.2 %, 47.6 % y 60.8 % de eliminacion respectivamente). Las mayores
remociones fueron debidas al incremento de microorganismos inmovilizados en los soportes, de
manera que la biodegradacién es el principal mecanismo de remocion en reactores de lecho movil
con un volumen de llenado de cubos del 20 %, debido a sus grupos funcionales donadores de
electrones, se lograron remociones de 93.7 % de ibuprofeno, 91.1 % de &cido salicilico y 83.5 %
de primidona, mientras que la carbamazepina fue resistente al tratamiento debido a los a&tomos
de cloro en sumolécula, en el caso de las hormonas la remocion fue mayor al 85 % ya que poseen
elevada hidrofobicidad (Luo et al., 2014b).

Casas et al. (2015) estudiaron la remocion de farmacos en agua residual hospitalaria, emplearon
un tren de tratamiento de tres reactores en serie con un volumen de 3 L, éstos con la finalidad de
obtener la mayor remocién de carbono organico total en el reactor 1, la nitrificacién en el reactor
2y la remocién de los farmacos en el reactor 3, cada reactor trabajo con un tiempo de residencia
hidraulica de 6 h y cada uno estuvo empacado con 500 soportes AnoxKaldnes K5, resultando en
una proporcién de llenado del 50 %, el mezclado se realiz6 mediante aireacién. Los resultados
mostraron que la remocion de los farmacos, materia orgéanica y nitrificacién ocurrié principalmente
en el reactor 1, la degradacion de los farmacos ocurrié en paralelo con la remocién de materia
organica y nitrégeno, indicando que la remocién fue principalmente por cometabolismo. Dentro
del grupo de los analgésicos, la remocién de diclofenaco estuvo alrededor del 30 %, el ibuprofeno
pudo ser completamente degradado, mientras que la fenazona y el tramadol presentaron
remociones menores al 20 %. Las remociones de los B-bloqueadores atenolol, metoprolol,
propranolol y sotalol estuvieron entre el 5 y 40 %, las mayores remociones fueron para el atenolol.
El antidepresivo venlafaxina obtuvo poca degradacion y el citalopram no fue removido.

Luo et al. (2015) investigaron la remocion de farmacos en un reactor de lecho movil, un biorreactor
aerobio con membranas sumergidas y un sistema hibrido de reactor de lecho mévil con
biorreactor aerobio con membranas sumergidas, los reactores fueron alimentados con agua
sintética con una demanda quimica de oxigeno de 320-360 mg-L?, nitrégeno amoniacal de 13-16
mgLty5 ugL? de cada farmaco. El reactor de lecho mévil tuvo un volumen de trabajo de 40 L,
como soportes se emplearon cubos de poliuretano de 2 cm con una proporcion de llenado de
20 %, el TRH fue de 6 h. El biorreactor con membranas también trabajé con TRH de 6 h, las
membranas fueron de microfiltracién con un tamafo de poro de 0.2 um. El sistema hibrido tuvo
TRH de 24 h. Al comparar el desempefio del reactor de lecho mévil con el biorreactor con
membranas se observd mayor remocion de algunos farmacos en el reactor de lecho mavil

21



ANTECEDENTES

(carbamazepina, metronidazol, 17a-etinilestradiol, 17f3-estradiol, ketoprofeno, primidona, acido
salicilico, estriol, estrona e ibuprofeno), en cambio el biorreactor con membranas obtuvo mayor
remocion de fenoprofeno, diclofenaco, gemfibrozil y acetaminofen. Durante el tratamiento en el
sistema hibrido se encontré que los compuestos hidrofébicos presentaron remociones mayores
al 80 %. Los célculos del balance de masa indicaron que la degradacion bioldgica fue el
mecanismo de remocidn principal.

1.8 MATERIALES DE SOPORTE Y CARACTERISTICAS DE LA BIOMASA INMOVILIZADA

Las caracteristicas de los materiales de soporte influyen en el desempefio de los reactores
(Metcalf y Eddy, 2014). La seleccion de los materiales de soporte en este estudio estuvo basada
en el trabajo previo de Mijaylova et al. (2008), quienes estudiaron el desempefio de reactores de
lecho sumergido aireado para el tratamiento de agua residual doméstica, usaron siete diferentes
clases de materiales de empaqgue con areas especificas en el intervalo de 760-1200 m?m™
(granos de polipropileno, esferas ceramicas, granos de tezontle, granos de polietileno de alta
densidad, granos de polietileno de baja densidad, cubos de poliuretano y cintas de polietileno).
El estudio concluyd que los mayores TRS (hasta 39 dias) fueron obtenidos en los reactores con
cintas de polietileno y cubos de poliuretano, ambos soportes poseen alto porcentaje de porosidad
del medio (99 %), favorecieron la acumulacién de biomasa y presentaron casi 99 % de remocion
de nitrégeno amoniacal, razén por la cual, los cubos de poliuretano y las cintas de polietileno se
seleccionaron para estudiar la remocion de los farmacos.

Mijaylova et al. (2010) reportaron que la biopelicula desarrollada en los reactores con cintas de
polietileno es delgada, ésta favorece la difusividad y transferencia de masa en la biopelicula,
puede ser completamente penetrada por la materia organica, el nitrgeno amoniacal y el oxigeno,
proporcionando remociones globales de 69-72 % de nitrégeno total al trabajar con 50-100 % de
recirculacion del efluente. En el caso de los cubos de poliuretano, la biomasa es retenida de dos
formas diferentes: la primera es una biopelicula gruesa sobre la superficie externa, la otra es
depositada o atrapada en el interior de los espacios vacios de los cubos, un gradiente distintivo
de oxigeno disuelto ocurre hacia el interior de los cubos, resultando en condiciones anaerobias
en la parte profunda del cubo (Guo et al., 2010). El poliuretano tiene muchos poros que
proporcionan interespacios en los cuales los microorganismos pueden crecer y facilitan el
transporte de compuestos en la biomasa inmovilizada (Quan et al., 2012). Se ha reportado que
las bacterias nitrificantes Nitrosomonas y Nitrobacter son encontradas en los espacios interiores
de la esponja de poliuretano mas que dentro de la biopelicula adherida a la superficie, la
transferencia de oxigeno también ocurre dentro de los poros (Chu y Wang, 2011). Su estructura
porosa permite el establecimiento de una zona anéxica, ademas permite el almacenamiento de
carbono para el proceso de nitrificacién-desnitrificaciéon simultdnea sin la adicién de una fuente
de carbono externa, aun cuando se trata agua residual con baja relacion DQO/N (Lim et al., 2011).
El crecimiento de la biomasa inmovilizada solo puede alcanzar cierta profundidad en el
poliuretano, el proceso de nitrificacién ocurre bajo condiciones aerobias, por lo tanto la remocion
de nitrégeno amoniacal es afectada por el tamafio de los cubos. Se han realizado estudios donde
se han probado diferentes tamafios, se ha observado mayor remocién de nitrégeno amoniacal
con los cubos méas pequefos, debido a la presencia de mayor area especifica de superficie
externa disponible para el crecimiento de la biomasa. Los estudios muestran que las dimensiones
de 1-2 cm tienen el mejor desempefio en términos del crecimiento de la biomasa, remocion de
contaminantes como nitrégeno y fésforo total, en comparacién con cubos de mayor tamafio (Guo
et al, 2010; Lim et al., 2011; Quan et al., 2012).

En las biopeliculas delgadas el oxigeno puede penetrar totalmente, mientras que en las
biopeliculas gruesas, el oxigeno solo puede penetrar aproximadamente hasta 300 um (Flemming
et al., 2000), se ha encontrado que el oxigeno penetra completamente en las biopeliculas de
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menos de 300 um de grosor (Hibiya et al., 2004). En los sistemas con biodiscos, el oxigeno
disuelto decrece a cero alrededor de los 500 um, la profundidad de la zona aerobia depende del
oxigeno suministrado y la tasa de agotamiento, asi la biopelicula puede estar estratificada en dos
zonas separadas que permiten el proceso de nitrificacidn-desnitrificacion simultanea: la zona
aerobia, en la cual ocurre la nitrificacién y biodegradacién de materia organica, la zona anoxica
en la cual sucede la desnitrificacion y degradacion adicional de materia organica, la mayor
cantidad de nitrdgeno amoniacal es oxidado en los 200-400 um de la biopelicula, la mayor parte
del nitrato es generado justo debajo de la zona activa oxidante de amonio (400-800 um) (Li y
Bishop, 2004). Por otro lado, se ha observado que el grosor de la biopelicula en el intervalo de
200-500 um no tiene un efecto significativo en la remocion de nitrégeno amoniacal, sin embargo,
la produccion de nitrato disminuye al disminuir el grosor de la biopelicula a 300 um o0 menos, se
sugiere que las bacterias nitrito oxidantes en las biopeliculas mas delgadas se encuentran
limitadas de espacio, mientras que las biopeliculas méas gruesas tienen mayor capacidad para el
establecimiento de las bacterias nitrito oxidantes, las bacterias nitrito oxidantes se encuentran
localizadas mas adentro de la biopelicula que las amonio oxidantes (Piculell et al., 2016).

Una capa de difusién separa la biopelicula del volumen del liquido que fluye sobre la superficie,
los sustratos, oxigeno y nutrientes se difunden a través de la capa de difusién hasta penetrar a la
biopelicula, los productos de biodegradacion de la biopelicula entran al volumen del liquido
después de difundirse a través de esta capa (Metcalf y Eddy, 2014). La densidad y grosor de la
biopelicula juegan un papel importante en la difusion, una biopelicula densa dificulta la
transferencia de oxigeno disuelto, el carbono organico y otros compuestos, en una biopelicula
densa las microcolonias crecen juntas, por lo cual solo quedan canales de pequefio diametro en
toda la estructura, en general la densidad de la biopelicula incrementa con la profundidad,
mientras que la porosidad y diametro de poro disminuyen con la profundidad, esto conduce a una
disminucion de la difusividad efectiva de sustratos y nutrientes en la biopelicula, lo cual decrece
la actividad metabdlica al alcanzar la profundidad en la biopelicula (Wuertz et al., 2008). Ademas
una biopelicula densa limita el espacio para el crecimiento de bacterias como las nitrificantes, a
mas bajas densidades de la biopelicula, la distancia de transferencia de oxigeno disuelto es
mayor y proporciona mayor espacio para el crecimiento de nitrificantes, generalmente la
biopelicula formada en cubos de poliuretano con alta carga organica volumétrica es compacta y
gruesa, un decremento gradual de la carga organica causa una reduccion del grosor de la
biopelicula, la biopelicula formada con bajas cargas organicas es delgada y porosa, pero si la
carga organica es menor de 2.0 kgDQO-m=3.d?, algunas partes de la superficie de los soportes
no son cubiertas por los microorganismos, se obtiene una remocién de nitrdgeno amoniacal de
95 % cuando la carga organica es menor de 3.25 kgDQO-m=-d*, pero disminuye cuando la carga
excede 3.5 kgDQO-m=3-d1, en este estudio también se observé que las bacterias amonio y nitrito
oxidantes dominantes fueron Nitrosomonas y Nitrospira (Quan et al.,, 2012). Bajo suficiente
suministro de oxigeno, la transferencia de contaminantes es considerada el factor limitante para
alcanzar altas eficiencias de remocion, por lo tanto, facilitar la transferencia de masa es un método
para incrementar el desempefio de los reactores con biomasa inmovilizada (Wei et al., 2012).

Otros estudios han comparado diferentes medios de soporte de la biopelicula en reactores
secuenciales por lotes, los soportes tipo Kaldnes (medio de polietileno), Liapor (medio cerdmico)
y Linpor (medio plastico con alta porosidad). El reactor empacado con soportes Kaldnes obtuvo
una transformacién completa de nitrbgeno amoniacal después de la cuarta hora de aireacion. Los
reactores empacados con Liapor y Linpor removieron el nitrdgeno amoniacal durante las primeras
tres horas de reaccion aerobia, indicando una fuerte actividad de las bacterias nitrificantes, el
reactor empacado con Linpor presentd una mejor nitrificacion cuando se incrementé la carga
organica sobre 3.0 gDQO-m2.d?, permitiendo la nitrificacion total al final del ciclo, la mejor
nitrificacién con Linpor estuvo relacionada con el alto tiempo de retencion de sélidos (22.9 d), en
comparacion con Liapor (5.4 d) y Kaldnes (10 d). Los medios Linpor permiten a los
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microorganismos crecer dentro del gran namero de poros en las partes mas profundas del
material, por lo que se encuentran mayores cantidades de microorganismos en comparacion con
Kaldnes y Liapor, ademas los microorganismos que crecen dentro de Linpor son mas resistentes
a las fuerzas de corte durante el retrolavado, por lo que se tienen mayores TRS (Valdivia et al.,
2007). En otro estudio se comparé el desemperfio de dos reactores de lecho maévil, uno empacado
con polimero de policaprolactona y uno con soportes de poliuretano, el reactor con polimero de
policaprolactona obtuvo hasta 72 y 56 % de remocion de carbono organico total y nitrégeno
amoniacal, respectivamente, los soportes de poliuretano presentaron mayores remociones, 90 y
65 % respectivamente. Los cubos de poliuretano pertenecen al tipo de medio de soporte Linpor,
el cual tiene alta porosidad y es un medio ideal para la inmovilizacién de la biomasa por su alta
area especifica (casi 900 m?>m-=) (Chu y Wang, 2011).

1.9 RECIRCULACION DEL EFLUENTE

El beneficio de la recirculacion es la dilucidn de los compuestos en la corriente del influente, como
consecuencia hay una reduccion de la demanda quimica de oxigeno, lo que hace a las bacterias
nitrificantes mas competitivas, incrementando la eficiencia de la nitrificacion y la concentracion de
oxigeno disuelto en el liquido. La recirculacién se usa para incrementar la nitrificacion en filtros
percoladores de plastico y rocas, cuando se incrementa la tasa de recirculacion, se observa un
incremento en el desempefio de la nitrificacion de 67 % a 87 % (EPA 832-F-00-015). En un
reactor con biomasa inmovilizada, el creciente flujo de entrada que resulta de la recirculacion
ocasiona velocidades mas altas del fluido a través del reactor, provocando el desprendimiento de
exceso de biopelicula, ademas se alcanza una distribucion mas homogénea del sustrato y
oxigeno, mejorando la transferencia de masa, la recirculacion también aporta ventajas al reducir
el tamafio del reactor (Rittman y McCarty, 2001). La hidrodinAmica juega un papel importante,
mayor velocidad de flujo puede conducir a una mejor transferencia de masa del sustrato a la
biopelicula (Wuertz et al., 2008).

En un reactor de membrana con biopelicula se observé que las tasas de degradacion son
diferentes dependiendo de la recirculacion: con un flujo de recirculacién de 30 mL'min?, se
presenta la tasa mas lenta de consumo de sustrato (acetato de sodio), seguido de un flujo de
recirculacion de 120 mL'-mint, mientras que la mayor tasa de degradacion de sustrato se presenta
con un flujo de recirculacién de 350 mL'mint. Se considera que el cambio en la tasa de consumo
se debe a un aumento en el coeficiente de transferencia de masa interfacial. Es necesario
considerar que al incrementar el flujo de recirculacién, se incrementan también los esfuerzos de
corte sobre la superficie de la biopelicula, por lo que la biopelicula puede comprimirse
ocasionando que sus poros y canales se cierren parcial o totalmente (Gonzalez-Brambila 'y L6pez-
Isunza, 2008).

Se ha estudiado también el efecto de la recirculacién del efluente en el desempefio de un
biorreactor aerobio de lecho sumergido, empacado con cintas de polietileno, los resultados
indican que no hay un efecto significativo de la recirculacion en las eficiencias de remocién de la
demanda quimica de oxigeno y fosforo total. En cambio, la recirculacion incrementa las
remociones de nitrégeno total, las remociones obtenidas con recirculacién fueron 14-20 % mas
altas que sin recirculacion (Mijaylova y Moeller, 2010).

Acerca de la remocién de compuestos farmacéuticos, hacen falta estudios que relacionen el
efecto de la carga orgénica, la recirculacion del efluente y la diversidad de bacterias en reactores
de lecho sumergido aireado con diferentes medios de soporte. De todo lo anterior, se ha
planteado que las bajas cargas organicas y la recirculacion del efluente favoreceran la
biodegradacién de los farmacos, debido a la mayor transferencia de masa y al incremento en la
nitrificaciéon. De acuerdo a otros estudios, una alternativa al problema de contaminacion por
farmacos es optimizar la nitrificacion durante el tratamiento del agua residual, aplicando tiempos
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de retencién de sélidos mayores a 10 dias y tiempos de residencia hidraulica lo suficientemente
largos (= 8 h) para que las enzimas reaccionen con los compuestos (Sui et al., 2010; Forrez et
al., 2011). Se ha sugerido que los tiempos de residencia hidraulica cortos en reactores con
biomasa inmovilizada son compensados por la alta concentracién de biomasa, asi como la mayor
capacidad de remocién de farmacos por unidad de volumen (Falas et al., 2012). Otra estrategia
para incrementar la biodegradacion cometabdlica de farmacos es mantener el sustrato de
crecimiento (nitrégeno amoniacal) durante el cometabolismo (Tran et al., 2013). Ya se ha
demostrado el cometabolismo de compuestos estrogénicos durante la nitrificacién, en cambio en
el caso de otros farmacos es necesario hacer mas estudios para saber a qué grado contribuye la
nitrificacion en su remocion (Forrez et al., 2011).

Es importante notar que los mecanismos de remocion varian de compuesto a compuesto, por lo
gue el papel de la biodegradacién y la sorcién son especificos de cada uno. Se conoce poco
acerca de los grupos de bacterias en la contribucién individual a la remocién de farmacos, esto
es crucial para la optimizacion de la remocién. Por lo tanto, se requieren alin mas estudios para
explorar el papel de los diferentes consorcios microbianos en los procesos de biodegradacion de
farmacos. Parece ser que el proceso de nitrificacion por si mismo no tiene influencia en la
biodegradacion y que las bacterias que contribuyen son encontradas en biopeliculas nitrificantes
(Falas et al., 2012), la contribucion de los autétrofos y heterétrofos en la biotransformacion ha
sido evaluada mediante la adicion de inhibidores, la nitrificacion ha sido suprimida por la adicién
de aliltiourea, un inhibidor de la enzima amonio monooxigenasa, pero también la inhibicion de
otras bacterias podria ser observada, lo cual puede explicar la reduccion en la remocion de
farmacos en la presencia de este inhibidor (Falas et al., 2012), por tal razén, es necesario estudiar
la contribucion de diferentes consorcios microbianos en la biodegradacién de los farmacos sin la
presencia de inhibidores.

Los lodos activados y los biorreactores con membranas han sido evaluados y estas tecnologias
muestran diferentes eficiencias para remover farmacos, mientras la eficiencia de los procesos
con biomasa inmovilizada ha sido menos estudiada (Falas et al., 2012; Kovalova et al., 2012;
Falas et al., 2013; Luo et al., 2014b; Grandclément et al., 2017). A pesar de los estudios, se
conoce poco acerca de la capacidad de los sistemas con biomasa inmovilizada para remover
farmacos en aguas residuales municipales, se necesita mayor investigacién para encontrar los
mecanismos fundamentales que incrementan su remocién, ain a cortos tiempos de residencia
hidraulica, favoreciendo las comunidades microbianas responsables de la biodegradacion.

1.10 CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASAS/MASAS PARA LA CUANTIFICACION DE FARMACOS

Una técnica utilizada para la determinaciéon de compuestos farmacéuticos a niveles traza es la
cromatografia de gases combinada con la espectrometria de masas, este acoplamiento relne la
capacidad de separacion que ofrece el cromatdgrafo con la sensibilidad y capacidad de aportar
informacion estructural del espectrometro, mediante esta técnica es posible obtener un espectro
de masas de las especies que emergen de la columna cromatogréafica (Ternes y Joss, 2006). La
cromatografia de gases se basa en la distribucion de los analitos entre una fase mévil compuesta
por un gas inerte (argén, helio, nitrdgeno o hidrégeno), este gas es llamado gas acarreador. La
fase estacionaria inmovilizada consiste en una columna cromatografica, la columna se encuentra
en un horno cuya temperatura es controlada, se emplean columnas capilares de silice fundida
con didmetros internos inferiores a 1 mm y varios metros de longitud, frecuentemente entre 12 y
30 metros, la fase estacionaria puede ocupar la totalidad de la columna o depositarse Unicamente
en la pared interior, la columna se acopla con un puerto de inyeccion con temperatura y flujo
controlado, la muestra es inyectada en la corriente del gas acarreador a una temperatura
suficiente para asegurar la vaporizacién de todos los componentes, la muestra vaporizada es
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transportada a través de la columna por el gas acarreador, el gas viaja a lo largo de la columnay
sale a través de un detector (Rood, 2007). La técnica esta basada en la diferencia de volatilidad
de los compuestos, entre mas volatil es el compuesto, mas rapido alcanzara el final de la columna
y la camara de ionizacion, algunos parametros tales como la temperatura, el flujo del gas, tipo y
grosor de la fase estacionaria, longitud y didmetro de la columna pueden ser modificados para
adoptar un método. La espectrometria de masas proporciona informacion estructural sobre las
moléculas del analito para su identificacién, en la espectrometria de masas aparecen dos clases
principales de iones, el ion molecular que es la molécula completa del analito y fragmentos
ionicos, los cuales contienen solo una parte de la estructura. Las moléculas ionizadas o sus
fragmentos son separados de acuerdo a su relacion masa carga (m/z) en los campos eléctrico
y/o magnético. El espectro de masas obtenido de los analitos o sustancias desconocidas bajo
condiciones analiticas definidas son especificas para cada sustancia (Ternes y Joss, 2006). En
el andlisis de masas/masas (MS/MS), de una mezcla de iones generados o colectados, se
seleccionan aquellos iones que tienen un valor m/z particular, esta es la primera parte del analisis.
Estos iones son fragmentados y los productos de la fragmentacién son analizados en una
segunda etapa del analisis de masas. Si la muestra original es una mezcla, la segunda etapa de
MS puede usarse para obtener un espectro de masas para cada componente en la mezcla.
MS/MS puede también usarse para eliminar interferencias en experimentos de monitoreo
selectivo de iones donde se producen varias sefiales de iones de una m/z especifica (Plascencia,
2003).

1.10.1 Extraccion en fase sélida (EFS)
En general, la extraccion en fase sélida puede ser usada para tres propoésitos:

e Concentracion del analito.
¢ Remocién de componentes interferentes.
e Cambio de la matriz del analito seglin sea necesario para el andlisis subsecuente.

Se emplean cartuchos de extracciéon (sorbente), los materiales de los cartuchos son polimeros
constituidos por silica o resinas organicas. Weigel et al. (2004) evaluaron siete sorbentes
poliméricos de extraccion en fase solida (Bakerbond SDB-1, Lichrolut EN, Isolute Env+,
Chromabond HR-P, Chromabond EASY, Abselut Nexus y Oasis HLB) con respecto a su habilidad
para extraer farmacos acidos, neutros y basicos simultaneamente del agua a pH neutro. Los
mejores resultados se obtuvieron mediante cartuchos Oasis HLB, las recuperaciones
cuantitativas fueron mayores al 83 %. El sorbente Oasis HLB es un copolimero hecho de dos
monomeros con balance hidrofilico-lipofilico, el hidrofilico N-vinilpirrolidona y el lipofilico
divinilbenzeno con particulas de 30 ym y didmetro de poro de 84 A. La Figura 1.5 muestra la
estructura del material de los cartuchos, una de las caracteristicas de estos cartuchos es la
retencién de un amplio rango de compuestos tanto polares como no polares, proporcionando
altas y reproducibles recuperaciones para compuestos acidos, basicos y neutros, ademas, este
tipo de cartuchos retienen fuertemente los analitos ionizados (Huetos, 2004).
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Retenciéon de

compuestos polares an
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BALANCE HIDROFILICO-LIPOFILICO

Figura 1.5. Estructura de los cartuchos OASIS HLB

1.10.2 Derivatizacion

La derivatizacion es un proceso quimico que modifica las moléculas, especialmente las que
contienen grupos funcionales polares. Las moléculas que contienen grupos tales como -COOH,
-OH, -NH son capaces de formar puentes de hidrégeno, por lo cual decrece su volatilidad, la
derivatizacion consiste en sustituir la funcion polar de las moléculas gracias al agente
derivatizante. Los métodos de derivatizacién pueden ser clasificados en cuatro grupos principales
de acuerdo a los reactivos usados, sililacion, acetilacion, derivados de pentafluorobencilo y
metilacion (Ternes y Joss, 2006). La sililacién es la técnica mas ampliamente empleada para
analizar farmacos que contienen grupos funcionales amino, tales como el 4cido mefenamico,
fluoxetina y metoprolol, cominmente se usa MSTFA (N-Metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida) y
BSTFA (N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida), sus férmulas quimicas se presentan en la Figura
1.6 (Jones et al., 2003; Azzous et al., 2010). Mediante la sililacién, el hidrégeno del grupo acido
y amino es reemplazado por el grupo trimetilsilil, las aminas secundarias y los grupos hidroxilo de
los compuestos generalmente no se derivatizan por MSTFA o BSTFA solo, aunque cuando se
agrega un catalizador como trimetilclorosilano (TMCS), algunos de estos compuestos pueden ser
derivatizados satisfactoriamente, el TMCS es el reactivo catalizador principal para la
trimetilsililacién de aminas, acidos carboxilicos y fenoles (Bisceglia et al., 2010).

) CF, b) )
CHs //j\ CHs )j\ CHs HsC_ Cl
H30—§i—N O—§i—CH3 N s.—c|-|3 Si
CHg CHs HaC  CHy HeC  CHs

Figura 1.6. Estructura de los derivatizantes: a) BSTFA; b) MSTFA; ¢c) TMCS
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1.10.3 Método analitico en sélido

Los farmacos que son sorbidos y permanecen en el lodo de los reactores pueden ser extraidos
mediante un método de extraccion con solventes bajo tratamiento ultrasénico. En esta extraccion
sélido/liquido, un solvente organico es agregado a la muestra sélida y la extraccién toma lugar
bajo tratamiento ultrasdnico. Esta técnica esta4 basada en el efecto de cavitacion, resultado del
colapso de las burbujas de gas, lo cual produce pulsos de presion en el disolvente arriba de 500
bar. Usualmente, la muestra es extraida varias veces por un mezclado vigoroso con tratamiento
ultrasénico por algunos minutos. El lodo liquido resultante es centrifugado y la fase organica
sobrenadante es colectada y reducida en volumen por evaporacion, posteriormente la muestra
recibe el mismo tratamiento de las muestras liquidas (Ternes y Joss, 2006). La Figura 1.7 muestra
los principales pasos para el analisis de farmacos.

Muestreo N

Muestra liquida

Muestra
solida
Srscetn Ls varvatiacion —1 gaseuispesonet
X en fase soélida g p i
Extraccion masas-masas

.| Extracto de la
muestra sélida

Figura 1.7. Pasos para el analisis de compuestos farmacéuticos

1.11 SECUENCIACION Y DIVERSIDAD MICROBIANA

Los cambios en la comunidad microbiana de la biomasa inmovilizada pueden mostrar las
condiciones que benefician la remocion de los farmacos en aguas residuales municipales. Los
procesos con baja carga tienden a favorecer el desarrollo de bacterias de lento crecimiento,
cuando se trabajan cargas organicas bajas, los microorganismos heterétrofos tienen menos
sustrato para crecer y en la presencia de nitrdgeno amoniacal, las condiciones son favorables
para el crecimiento de bacterias nitrificantes que pueden beneficiar la remocion de los farmacos
(Falas et al., 2012). Al aumentar la carga organica, se reduce el tiempo de retencion de sélidos y
también la capacidad de las bacterias nitrificantes para desarrollarse en el medio, los
microorganismos heterotrofos tienen mas sustrato para crecer, beneficiando su mayor actividad
respecto a las bacterias autotrofas (Quan et al., 2012). Por lo tanto, si se desean altas poblaciones
de microorganismos heterétrofos, se debe incrementar la tasa de flujo para permitir solo el
establecimiento de microorganismos de rapido crecimiento (Wuertz et al., 2008). De acuerdo a
un estudio previo en reactores de lecho sumergido aireado, al aplicar cargas organicas en el
intervalo de 0.8 a 6 gDQO'M2d* se pueden obtener tiempos de retenciéon de sélidos entre 10 y
39 dias, favoreciendo el desarrollo de bacterias de lento crecimiento (Mijaylova et al., 2008). Al
identificar las diferencias en las comunidades bacterianas desarrolladas bajo diferentes
condiciones de operacién de los reactores, se pueden explicar las variaciones en la remocion de
nutrientes y la remocion de los farmacos.

El dominio de las Bacterias junto con las Archaeas son consideradas los entes “vivos” mas
pequefios, una caracteristica importante de las bacterias es la enorme variedad de fuentes de
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energia que pueden usar para su crecimiento y mantenimiento (Rittman y McCarty, 2001). Las
bacterias pueden usar tres tipos de fuentes de energia: compuestos organicos (metabolismo
guimioheterétrofo), compuestos inorganicos (metabolismo quimioautétrofo) y energia radiante
(metabolismo fotosintético). En general, una sola especie no usa mas de un tipo de fuente de
energiay por esta razén, las bacterias frecuentemente son clasificadas como quimioheteroétrofas,
guimioautotrofas o fotosintéticas. En el metabolismo quimioheterétrofo, los materiales organicos
sirven como fuente de energia y fuente de carbono. En el metabolismo quimioautétrofo los
microorganismos son capaces de usar CO, como fuente de carbono, los microorganismos
fotosintéticos obtienen su energia para crecimiento de la luz y su carbono de CO, o HCOs (WEF,
2010). El filo es la subdivision basica de las bacterias, la filogenia de las bacterias se desarrolla
a partir de la elaboracion de arboles filogenéticos moleculares, especialmente basados en los
genes (genoma), los filos se dividen en clases, las clases se dividen en 6rdenes, los érdenes en
familias, las familias en géneros y los géneros en especies (Tortora et al., 2007). Por ejemplo, la
distribucién filogenética de las bacterias amonio oxidantes, ubica a los géneros Nitrosomonas y
Nitrosospira dentro de la clase B-Proteobactera y el filo Proteobacteria. Las bacterias nitrito
oxidantes del género Nitrobacter se encuentran dentro de la clase a-Proteobacteria, el género
Nitrococcus y Nitrospina dentro de la clase y-Proteobacteria, mientras que el género Nitrospira
se encuentra dentro de la clase J-Proteobacteria (Metcalf y Eddy, 2014).

La extraccion de ADN de la biomasa se ha empleado para la identificacion de microorganismos
en lodos activados y biopeliculas (Wuertz et al., 2008; Ma et al., 2015; Li et al., 2016). El ADN
son las siglas del acido desoxirribonucleico, representa el lenguaje que utilizan las células para
crecer, multiplicarse y realizar determinadas funciones. EI ADN consta de una cadena de
nucledtidos, cada nucleétido esta formado por la union de tres fragmentos, un carbohidrato de la
familia de las pentosas, una molécula de fosfato que se une a la pentosa y una tercera molécula
gue contiene nitrégeno y se denomina base nitrogenada, esta Ultima también se une al
carbohidrato. Lo que distingue genéticamente a un microorganismo de otros es el orden o
secuencia de las bases nitrogenadas en las cadenas de ADN. La estructura de los genes esta
formada por fragmentos de ADN, por lo tanto un gen es un fragmento (o secuencia) de ADN, el
conjunto de genes de un organismo forma un genoma, cada secuencia de ADN contenida en los
genes es responsable de que la célula realice una funcién concreta. Entre los métodos de
identificacion de microorganismos se encuentra la reaccion en cadena de la polimerasa o PCR
(Polymerase Chain Reaction), esta reaccion permite generar una gran cantidad de copias de un
fragmento de ADN, lo que hace posible multiplicar la cantidad de ADN presente en una muestra,
asi se obtiene la cantidad suficiente que permita deducir si corresponde a algin tipo de
microorganismo. Por otro lado, la secuenciacion de ADN es una técnica que permite determinar
el orden de las bases nitrogenadas en el material genético, entendiendo como tal un fragmento
de ADN, ARN, un gen o incluso el genoma completo de un organismo, cuando se habla de
secuencia de ADN se refiere a la secuencia de nucledtidos y por consiguiente, al orden de las
bases nitrogenadas (Duque, 2010).

La pirosecuenciacion es una tecnologia para la determinacion de secuencias de ADN, ha
mostrado excelente exactitud y precision en los analisis de fragmentos de ADN (Fakruddin et al.,
2012). La pirosecuenciacion es una herramienta eficiente para identificar la comunidad
microbiana de los sistemas de tratamiento de aguas residuales. Ye et al. (2011) emplearon la
plataforma de pirosecuenciacion 454 para el estudio de la comunidad microbiana de dos
procesos, un reactor nitrificante a escala laboratorio y una planta de tratamiento de aguas
residuales a gran escala (proceso anéxico-aerobio-an6xico-aerobio), ambos alimentados con
agua residual salina. Se pudo observar que la comunidad microbiana fue diferente en cada
proceso, la diversidad de bacterias en la planta de tratamiento fue mas compleja que en el reactor
nitrificante, aunque algunos géneros de bacterias halotolerantes como Marinobacter,
Pseudomonas, Aequorivita y Muricauda estuvieron presentes solo en el reactor nitrificante. En
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ambos procesos, las bacterias heterétrofas fueron dominantes sobre las bacterias autétrofas, las
familias principales fueron Phyllobacteriaceae, Rhodobacteraceae y Comamonadaceae, mientras
gue los géneros de bacterias nitrificantes dominantes fueron Nitrosomonas y Nitrospira. Quan et
al. (2012) también emplearon la pirosecuenciacion 454 para analizar la diversidad microbiana en
biopeliculas desarrolladas en cubos de poliuretano, los reactores de lecho mavil fueron
alimentados con agua residual sintética con las caracteristicas de un agua residual municipal, los
tres filos dominantes encontrados fueron Proteobacteria, Bacteroidetes y Verrucomicrobia, la
mayor abundancia relativa de las bacterias amonio y nitrito oxidantes se encontré a una mayor
tasa de empaque del reactor (30-40 % en comparacion a 20 %), indicando el desarrollo de las
bacterias nitrificantes en la biomasa inmovilizada, sus géneros dominantes fueron Nitrosomonas
y Nitrospira respectivamente.

Los métodos de Secuenciacion de Nueva Generacion tales como MiSeq de lllumina,
proporcionan un modo directo para determinar bacterias, incluso aquellas especies de baja
abundancia, estos métodos tienen como principal fundamento determinar maltiples secuencias
cortas de un modo paralelo, produciendo millones de lecturas al mismo tiempo, permiten obtener
genomas completos de organismos. MiSeq de lllumina es una plataforma de secuenciaciéon
masiva optimizada para un proceso de lectura de secuencias de ADN, la tecnologia de
secuenciacién Miseq ha sido empleada para identificar la diversidad microbiana en lodos
activados y reactores con biopelicula (Ma et al., 2015; Zhu et al., 2015; Tang et al., 2016; Wang
etal., 2016). Ma et al. (2015) emplearon MiSeq de lllumina para estudiar la comunidad microbiana
en nueve plantas de tratamiento de aguas residuales de coque, las plantas operaron con
diferentes procesos, tales como anaerobio-oxico (A/O), anaerobio-andxico-0xico (A/A/O),
anaerobio-6xico-6xico (A/O/O), A/A/O/O y AIO/A/O. El filo més abundante en las nueve plantas
fue Proteobacteria, su abundancia estuvo en un rango de 65.18-90.38 %. 3-Proteobacteria fue la
clase principal (26.14-59.69 %), seguido de a-Proteobacteria (10.3-26.45 %) y y-Proteobacteria
(5.50-18.66 %). Otras clases sobresalientes fueron Clostridia, Sphingobacteria,
Acidobacteria_GP4 y Actinobacteria. Las familias mas abundantes fueron Hydrogenophilaceae,
Rhodocyclaceae y Comamonadaceae. Thiobacillus y Comamonas fueron los géneros principales.
Dentro de las bacterias amonio oxidantes, los géneros Nitrosomonas y Nitrosospira fueron los
mas importantes, aunque sus porcentajes de abundancia fueron menores al 1 %. MiSeq de
Illumina se ha empleado también para el estudio de biopeliculas desarrolladas en un reactor de
lecho mévil con soportes plasticos, alimentado con agua residual sintética con una demanda
guimica de oxigeno de 390 + 10 mg-L'y N-NH, de 40 + 5 mg-L. En las biopeliculas maduras se
encontraron los filos Proteobacteria, Actinobacteria y Bacteroidetes, sus abundancias fueron de
30.5 %, 25.6 % y 22.2 %, respectivamente. Ademas el porcentaje de bacterias filamentosas
alcanzo6 37.8 % e incluyd Actinobacteria, TM7, Haliscomenobacter y Sphaerotilus (Zhu et al.,
2015). Tang et al. (2016) usaron también la plataforma de secuenciacibn Miseq para la
determinacién de la comunidad microbiana de la biopelicula en un reactor de lecho movil, se
emplearon soportes de polipropileno en forma poliédrica, con el objetivo de mostrar su variacion
dinamica a través del tiempo de operacion. Después de 7 dias de alimentacién con agua residual
sintética, Bacilli fue la clase dominante (14.11 %), seguido de a-Proteobacteria (13.17 %) vy
Clostridia (11.08 %). Después de 28 dias, y-Proteobacteria fue la clase dominante (51.48 %),
seguido de a-Proteobacteria (18.79 %) y B-Proteobacteria (8.56 %). Wang et al. (2016) también
usaron la plataforma MiSeq de Illlumina para analizar las comunidades microbianas de dos tipos
de reactores (reactor anammox y reactor de nitritacion parcial), el filo y la clase dominante en el
reactor anammox fue Proteobacteria (70.4 %) y B-Proteobacteria (66.3 %) respectivamente,
mientras que los géneros dominantes fueron Thauera, Dechloromonas y Nitrosomonas. El filo
dominante en el reactor de nitritacion parcial fue Bacteroidetes (52.2 %), la clase dominante fue
Sphingobacteria (47.3 %) y los géneros fueron Nitrosomonas, Thauera y Denitratisoma.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1 Hipoétesis

Es posible lograr la remocion de acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol via su biodegradacion
en reactores con biomasa inmovilizada, empleando medios de soporte que favorecen altos
tiempos de retencion de sdélidos y el proceso de nitrificacion.

El tipo de soporte y las condiciones de operacién del reactor influyen en la composicion del
consorcio microbiano, por ende sobre la remocion de los farmacos.

2.2 Objetivo General

Determinar la remocién del acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol mediante reactores de
lecho sumergido aireado con biomasa inmovilizada sobre diferentes medios de soporte.

2.3 Objetivos Especificos

m Evaluar la remocién del acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol mediante diferentes
consorcios microbianos (amonio-nitrito oxidante, nitrito oxidante y bacterias heterétrofas).

m Comparar el desempefo de dos materiales de soporte de la biomasa en la remocién de los
farmacos (cintas de polietileno y cubos de poliuretano) en reactores de lecho sumergido aireado.

m Determinar el efecto de los parametros operacionales (carga organica, tiempo de retencion de
sélidos y recirculacién del efluente) sobre la remocién de los compuestos farmacéuticos.

m Analizar la influencia de la nitrificacion sobre la remocién de los farmacos en las diferentes
condiciones de operacion.

m Determinar las cinéticas de remocion y coeficientes de sorcién de los farmacos en los reactores
con biomasa inmovilizada.

m Investigar la contribuciéon de la biodegradacion y sorcion en la remocion de los farmacos
mediante reactores de lecho sumergido aireado.

2.4 Alcances

Se estudié la remocion de acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol por tres diferentes
consorcios microbianos (amonio-nitrito oxidante, nitrito oxidante y bacterias heterétrofas) y en
reactores de lecho sumergido aireado, utilizando dos tipos de soporte (cubos de poliuretano y
cintas de polietileno). Se trabajé con un agua residual real, fortificada con los compuestos
farmacéuticos en concentraciones similares a las reportadas en aguas residuales municipales.
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3.METODOLOGIA

3.1 ENRIQUECIMIENTO DE BACTERIAS A PARTIR DE LODO ACTIVADO

Se evalué la biodegradacion de acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol en tres consorcios
microbianos: consorcio amonio-nitrito oxidante, consorcio nitrito oxidante y bacterias heterétrofas.
Los consorcios fueron enriquecidos a partir de biomasa proveniente de un reactor nitrificante-
desnitrificante, se utilizaron tres reactores secuenciales por lotes, cada uno con un volumen
efectivo de 10 L (Figura 3.1a), cada reactor fue inoculado con 10 L del lodo activado (2000 mg-L™*
SSVLM). Los ciclos de operacién fueron de 24 h (23 h de aireaciéon y 1 h de sedimentacion,
descarga del agua y alimentacion), los reactores fueron operados sin extraccion de lodo para
evitar pérdidas de biomasa.

Se aplicaron diferentes estrategias de alimentacion para cada reactor. La biomasa amonio-nitrito
oxidante se obtuvo alimentando el primer reactor con sulfato de amonio como fuente de energia,
la biomasa nitrito oxidante se obtuvo alimentando el segundo reactor con nitrito de sodio, la
biomasa heterotrofa en el tercer reactor se alimenté con metanol como fuente de carbono y
energia. La aireacion en los reactores con biomasa amonio y nitrito oxidante fue suficiente para
mantener una concentracion de oxigeno disuelto (OD) superior a 3.0 mg-L?, el aumento de la
concentracion de OD puede acelerar la nitrificacion, facilitando la alimentacion de las bacterias
nitrificantes (Gerardi, 2002; EPA, 2002).

Las bacterias autétrofas usan una fuente de carbono inorganica (CO,), el diéxido de carbono es
consumido en la forma de alcalinidad de bicarbonato (Gerardi, 2006), asi la fuente de carbono en
los dos primeros reactores (amonio y nitrito oxidante) fue suministrada como bicarbonato de
sodio. En el caso del consorcio amonio-nitrito oxidante, el pH es un factor importante en la
actividad nitrificante debido a la reduccion de la alcalinidad durante la oxidacion de nitrégeno
amoniacal, la alcalinidad actia como un buffer para prevenir los cambios en el pH. Al oxidarse el
nitrégeno amoniacal, se produce acido nitroso (HNO3), por lo tanto, para que pueda llevarse a
cabo una buena nitrificacion es esencial que el medio sea tamponado adecuadamente para
contrarrestar su tendencia a acidificarse. Las bacterias nitrificantes prefieren la alcalinidad
proporcionada por los bicarbonatos, por lo tanto, se adiciond la cantidad requerida de bicarbonato
de sodio para evitar el decremento del pH en el reactor. Se tomé en cuenta que existe un modelo
que indica que 8.64 mgL™* de bicarbonato (HCO3") son utilizados por cada mgL™* de nitrégeno
amoniacal oxidado (EPA, 2002), también se consider6 que aproximadamente 7.14 mg de
alcalinidad tedrica como CaCO3 son destruidos por miligramo de iones amonio oxidados a nitritos
(Gerardi, 2002; Metcalf y Eddy, 2014).

La fuente de carbono de las bacterias heterétrofas es organica, el reactor con la biomasa
heterotrofa se alimentd con metanol como fuente de carbono. Para evitar la nitrificacion en este
reactor, la concentracién de OD se mantuvo por debajo de 2 mg-L . Ambos tipos de bacterias
(autétrofas y heterotrofas) necesitan captar una serie de elementos quimicos llamados
macronutrientes (C, H, O, N, P, S, K, Mg) y micronutrientes o elementos traza (Cu, Zn), incluso
el género Nitrobacter de las bacterias nitrito oxidantes es incapaz de oxidar nitrito en la ausencia
de fosfatos (Van Hulle et al., 2010), la composicibn del agua sintética usada para el
enriguecimiento de los tres consorcios se muestra en la Tabla 3.1 (no se adicionaron los
compuestos farmacéuticos), se tomo6 en cuenta que la biomasa utilizada para las pruebas de
biodegradabilidad puede ser preacondicionada a las condiciones experimentales como la
alimentacién, pero no debe ser preadaptada a la sustancia de prueba como los farmacos (EPA
712-C-98-076).
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Tabla 3.1. Composicién del agua residual sintética

Amonio-nitrito oxidante © Nitrito oxidante ¢ ¢ Heterdtrofas @
Compuesto
Concentracion, mg-L*
CHsOH _ _ 850
(NH2)2S04 500-1600 B 200

NaNO: B 350-750 3

NaHCOs 1000-3500 250 _

KH2PO4 200 300 100

K2HPO4 200 300 100
MgSOa4- 7H20 90 125 50
FeSO4 7H20 3 10 10
CaCl2 2H20 40 80 50
EDTA 2H.0 5 10 5

ZnS0O4 0.5 0.5 0.5

CuSO4 3 25

Referencias: 2Li y Bishop, 2004; ® Spieck y Bock, 2005; ¢ Nogueira y Melo, 2006; 9 Spieck y Lipski, 2011; ¢ Torres y
Buitrén, 2012.

Las bacterias nitrificantes son muy sensibles al pH, el género Nitrosomonas tiene un pH 6ptimo
entre 7.0 y 8.0, mientras que el intervalo de pH 6ptimo para el género Nitrobacter es 7.5 a 8.0
(EPA, 2002), por lo tanto, se midié el pH del agua de alimentacion en los reactores, el pH
promedio del agua sintética de alimentacion al reactor amonio-nitrito oxidante fue de 7.54 +0.42;
en el reactor nitrito oxidante fue de 7.36 £ 0.19 y el pH del reactor con biomasa heterétrofa fue de
6.89 + 0.18. Las bacterias nitrificantes crecen Optimamente a temperaturas entre 25-30 °C, la
temperatura de crecimiento del género Nitrosomonas es 5-30°C y 5-40°C para Nitrobacter
(Gerardi, 2002). Los tres reactores fueron operados a temperatura ambiente (21-30 °C).

El enriguecimiento de los tres consorcios fue inferido a través de las actividades de las bacterias
amonio oxidantes, nitrito oxidantes y heterotrofas. Durante el enriquecimiento del reactor amonio-
nitrito oxidante, la concentracion de nitrdgeno amoniacal en el influente fue incrementada
gradualmente desde 100 hasta 350 mgN-NH4L™. La concentracién de nitrégeno de nitritos en el
influente se incrementd de 250 a 495 mgN-NO2L? en el reactor nitrito oxidante. En el reactor con
biomasa heterétrofa la demanda quimica de oxigeno (DQO) del influente estuvo en el intervalo
de 1215-1298 mg-L. Para determinar la actividad de la biomasa, se midié el consumo de N-NH,,
N-NO,, asi como la produccion de N-NO; y N-NOs en los reactores amonio y nitrito oxidantes, la
DQO fue determinada en el reactor heterotrofo. Los sélidos suspendidos totales (SST) y solidos
suspendidos volatiles (SSV) fueron determinados una vez a la semana en los tres reactores; el
pH y la temperatura fueron medidos diariamente. La Tabla 3.2 muestra los métodos de analisis
para el seguimiento del proceso. Para permitir el enriquecimiento de los consorcios, los reactores
fueron operados hasta que se alcanzé la estabilizacion del proceso, indicado por porcentajes de
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remocion de N-NHs, N-NO; y DQO constantes y mayores del 90 %. Una vez alcanzada la
estabilizacién, la biomasa fue usada para las pruebas de biodegradabilidad.

Tabla 3.2. Métodos de analisis para el seguimiento del proceso

Parametro Método

Temperatura Potenciométrico

pH Potenciométrico

oD Electrodo

DQO Espectrofotométrico (HACH)
N-NHas, N-NOz, N-NOs3 Espectrofotométrico (HACH)
SST, SSV Gravimétrico

3.2 PRUEBAS DE BIODEGRADABILIDAD

Los consorcios amonio-nitrito oxidante, nitrito oxidante y bacterias heterétrofas fueron usados
para llevar a cabo las pruebas de biodegradabilidad del &acido mefenamico, fluoxetina y
metoprolol. Las pruebas de biodegradabilidad fueron realizadas en lote, se usaron botellas ambar
de 500 mL, cada botella fue llenada con 450 mL de agua residual sintética esterilizada (Tabla 3.1)
y 50 mL de biomasa (in6culo) para obtener una concentracion de biomasa de casi 400 mgSSV-L?,
de acuerdo a otros estudios, se ha observado que a mayor concentracion de microorganismos
agregados inicialmente al medio de prueba, menor serd la variacion entre las réplicas (EPA 712-
C-98-076).

El agua sintética para la biomasa amonio-nitrito oxidante tuvo una concentracion inicial de 150.5
mgN-NH4L?, el agua para la biomasa nitrito oxidante tuvo 400 mgN-NO,L! y el agua para la
biomasa heterétrofa tuvo una concentracion inicial de 593 mgDQO-'L?. Los farmacos fueron
adicionados al agua sintética para obtener concentraciones de 10 pug-L?, para ello se prepararon
soluciones madre de 1000 ug'mL* de cada uno de los farmacos, las cuales fueron mantenidas a
temperatura menor a 4°C, el acido mefenamico y el metoprolol fueron disueltos en metanol y la
fluoxetina en acetona. Los compuestos farmacéuticos fueron comprados a Sigma Aldrich, los
nameros CAS fueron: acido mefenamico (61-68-7), clorhidrato de fluoxetina (56296-78-7) y
tartrato de metoprolol (56392-17-7).

Las botellas fueron incubadas a 30°C y mantenidas en agitacién en un agitador orbital a 80 rpm
(Figura 3.1b). El pH del medio se mantuvo entre 7.0-7.5 y se le suministrd aire suficiente con la
finalidad de mantener oxigeno en el medio. Se evaluaron diez tiempos de degradacion (diez
pruebas en duplicado), se tomaron las muestras a intervalos de 48 h durante los primeros 12 dias
y cada 96 h durante los siguientes 12 dias, dos botellas fueron extraidas y sacrificadas para el
analisis en cada tiempo de degradacion. Se prepararon tres controles (en duplicado) para cada
biomasa: 1) agua residual sintética con los compuestos farmacéuticos, 2) agua residual sintética
(sin farmacos) y biomasa para asegurar la actividad microbiana, y 3) biomasa inactiva con los
compuestos farmacéuticos (controles de sorcion).
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b)

Figura 3.1. Pruebas de biodegradabilidad.
a) Consorcios microbianos en los reactores; b) Botellas &mbar en agitacién

Se midié la concentracién de los farmacos en la fase liquida y sélida (biomasa), los promedios
fueron reportados y finalmente se realiz6 el balance de masa considerando la concentracion de
los farmacos en las dos fases. Para la cuantificacion de los farmacos se utilizd un cromatégrafo
de gases con trampa ionica VARIAN CP-3800 acoplado a un espectrometro de masas/masas
VARIAN SATURN 2200. El Anexo 1 contiene el desarrollo y validacién de la técnica analitica.
Ademas del seguimiento a las concentraciones de los farmacos, se midié la concentracion de
N-NH4, N-NO, N-NOs; y DQO para evaluar la actividad de la biomasa, el consumo de N-NH4 y
N-NO;, asi como la produccién de N-NO2 y N-NOj3 fueron determinados en las pruebas con la
biomasa amonio-nitrito oxidante y nitrito oxidante. Para la biomasa heterétrofa fue medida la
DQO.

3.3 CINETICAS DE BIODEGRADACION

Se us6 un modelo cinético de pseudo-primer orden para describir la remocién de los farmacos.
Pseudo-primer orden se refiere a la proporcionalidad de la concentracién del contaminante con
la concentracion de la biomasa (Joss et al., 2006; Tran et al., 2009; Suarez et al., 2010; Dawas
et al., 2014), la disminucion de la concentracion del compuesto puede expresarse como:

dC
T = —kbiolxsst Ecuacion 3.1

Kbiol = constante de degradacion, L-gSSv-td?
Xssv = concentracion de soélidos suspendidos volatiles, gssv'L?
C = concentracién del compuesto, pg-L™

Los resultados obtenidos de las pruebas de biodegradabilidad fueron ajustados a pseudo primer
orden graficando In (C/Co) contra t, se realizé una regresion lineal para obtener los valores de R2.
Las graficas fueron hechas con los resultados del balance de masa, donde se considero la
cantidad de los farmacos determinada en la fase liquida y la biomasa, asi se tomé en cuenta la
fraccion biodegradada del &cido mefenamico, fluoxetina y metoprolol. Para determinar kyio, cada
pendiente fue dividida entre la concentracion de SSV. Pseudo primer orden es frecuentemente
usado para modelar la biodegradacion de microcontaminantes, a pesar del hecho de que este
modelo descarta el efecto de la actividad de la biomasa y no relaciona la degradacién de los
microcontaminantes con el sustrato primario (Urase y Kikuta 2005; Joss et al., 2006; Helbling et
al., 2012; Dawas et al., 2014; Fernandez-Fontaina et al., 2012, 2014, 2016). Fernandez-Fontaina
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et al., (2014) aplicaron un modelo cinético cometabdlico tipo Monod para la biotransformacion de
microcontaminantes organicos en biomasa nitrificante, lo compararon con el modelo cinético de
pseudo primer orden. En comparacion con pseudo primer orden, el modelo cometabdlico fue
capaz de ajustarse mejor para ibuprofeno y naproxeno, por el contrario, la eritromicina,
roxitromicina, galaxolida, tonalida, fluoxetina y sulfametoxazol se ajustaron mejor al modelo
cinético de pseudo primer orden.

3.4 DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE SORCION (Ku)

3.4.1 Determinacion del tiempo equilibrio

Se alcanza una distribucion definida del sorbente entre la fase sélida y liquida después de cierto
tiempo de contacto (tiempo de equilibrio). Para determinar el tiempo necesario en establecer el
equilibrio de la concentracion de los farmacos en las fases liquida y sélida se empleé biomasa
inactiva de cada uno de los tres consorcios microbianos. La biomasa fue inactivada adicionando
200 mg-Lt de Hg2SO4, el tiempo de exposicion fue de 24 h, después la biomasa se enjuag6 varias
veces con agua para eliminar el compuesto toxico. Las pruebas se realizaron por duplicado en
botellas @mbar de 500 mL, se emple6 una solucion de 450 mL de CaCl, 0.01 M como fase liquida
con una concentracion de 10 ug-L'* de cada farmaco, se adicionaron 50 mL de biomasa inactiva
para obtener una concentracion de SST de 1 gL en cada botella, las botellas fueron mantenidas
en agitaciéon a 120 rpm en un agitador orbital. Se tomaron las muestras después de tiempos de
exposicion definidos (1, 3, 6, 12, 24 y 48 h), el equilibrio es indicado por valores constantes de
compuesto con respecto al tiempo.

3.4.2 Coeficiente de sorcion

Una vez determinado el tiempo de equilibrio, se realizaron las pruebas para las isotermas de
sorcion utilizando la biomasa inactiva. Se usaron botellas &mbar con una solucion de CacCl,
0.01M, 1 gL' de SST y seis diferentes concentraciones de los farmacos (0.5, 1, 2.5, 5, 7.5 y
10 pgLl). Las pruebas se llevaron a cabo por duplicado, las botellas fueron agitadas a 120 rpm
con un agitador orbital durante 24 h (tiempo de equilibrio). La cantidad del compuesto sorbido en
la biomasa se calculé como la diferencia entre la cantidad de compuesto inicialmente presente
en solucion y la cantidad restante al final del experimento:

X _ (G -C)V .
Qe=—="—"""" Ecuacion 3.2
m m

ge= concentracion sorbida del compuesto después del equilibrio, pgcontaminante Qiodo ™
X = masa sorbida, ug

m = masa del lodo, g

Co= concentracion inicial del compuesto en la fase liquida, pg-L*

Ce= concentracion final en la fase liquida del compuesto en equilibrio, ug-L*

V = volumen de la solucion, L
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Se obtuvieron las isotermas de sorcion empleando un modelo lineal para determinar el coeficiente
de distribucién sélido-agua Kq, se empleé el modelo de Freundlich:

X

1/n
de = E = KfCe Ecuacion 3.3

Ks= factor de capacidad de Freundlich, (ngcompuesto'g_llodo)(Lagua'ug_lcompuesto)1/n
1/n = pardmetro de intensidad de Freundlich

La expresidon mas simple del equilibrio de sorcién es la isoterma de sorcién lineal, una forma
especial de la isoterma de Freundlich que ocurre cuando el valor de n es 1. Cuando el valor de n
es la unidad, el modelo de Freundlich se convierte en un modelo de sorcion lineal simple, el cual
describe la sorcibn como la particiéon entre las fases liquida y sélida (Zhao et al., 2008). La
isoterma lineal es valida para especies disueltas que estan presentes a una concentracion menor
gue la mitad de su solubilidad como es el caso de los compuestos farmacéuticos en estudio
(Ternes y Joss, 2006). La isoterma de sorcion lineal es expresada como:

g, = Kd .Ce Ecuacion 3.4

Los valores de los coeficientes de sorcidn Kq se obtuvieron graficando ge contra Ce. La pendiente
de la isoterma lineal es el coeficiente K.

3.5 SISTEMA EXPERIMENTAL CON BIOMASA INMOVILIZADA

Los experimentos con biomasa inmovilizada se llevaron a cabo en cuatro reactores de lecho
sumergido aireado y de flujo descendente, cada reactor con una zona de empaque cilindrica, una
zona de sedimentacion periférica y un fondo cénico para la extraccion de sedimento acumulado.
Los materiales de soporte de la biomasa fueron colocados en la zona cilindrica de 0.15 m de
diametro y 0.8 m de altura del lecho. Dos reactores (PU1 y PU2) fueron empacados con 3250
cubos de poliuretano de 1.5 cm, elaborados con base poliéter, lo cual les permite ser utilizados
en aplicaciones que implican el contacto con agua, su tamafio de poro fue de 10 PPI (10 poros
por pulgada); los otros dos reactores (PE1 y PE2) fueron empacados con 3300 cintas de
polietileno de 5 cm de largo y 3 cm de ancho, éstas soportadas por un eje vertical de acero
inoxidable. Las areas especificas de ambos materiales de empague fueron de casi 700 m?>m-3, El
diagrama del sistema experimental es presentado en la Figura 3.2. Los reactores fueron
continuamente alimentados con agua residual municipal, en flujo descendente a través de la zona
de empaque y en flujo ascendente en la zona de sedimentacion periférica. El efluente fue
colectado en la parte superior de la zona de sedimentacion y el lodo acumulado en la zona cénica
fue extraido periédicamente mediante una valvula instalada en el fondo. Cada reactor se equip6
con dos bombas peristélticas con ajuste de caudal, una para la alimentacion y la otra para la
recirculacion del efluente. La aireacion fue suministrada por difusores de piedra porosa instalados
en el fondo; los niveles de OD fueron mantenidos mayores a 3 mg-L™.
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Figura 3.2. Diagrama de los reactores de lecho sumergido aireado y materiales de empaque.
a) Vista superior de reactor; b) Vista lateral de dos reactores; c) Cubos de poliuretano: d) Cintas de polietileno

3.5.1 Fases experimentales

La biomasa inmovilizada fue desarrollada mediante el suministro de agua residual municipal en
todos los reactores a una carga organica (CO) de 3 gDQO'm2-d, se tomd en cuenta que una
mayor carga organica podria reducir el tiempo requerido para formar la biomasa inmovilizada,
pero la biopelicula formada podria ser compacta, dificultando el transporte de los contaminantes
dentro de la misma (Bassin et al., 2012), no se utiliz6 ningun indculo. La adicion de los farmacos
comenzo después del desarrollo de la biomasa inmovilizada y estabilizacion del proceso (80% de
remocion de DQO y N-NH.). Las concentraciones de los farmacos en el agua residual fueron
seleccionadas de acuerdo a las concentraciones reportadas en los influentes de plantas de
tratamiento de aguas residuales. Tauxe-Wuersch et al. (2005) midieron 4.54 ug-L! de acido
mefenamico en las aguas residuales municipales de plantas de tratamiento en Suiza. Deblonde
et al. (2011) reportaron 4.9 ug-L** de metoprolol en influentes de plantas de tratamiento de aguas
residuales municipales. Rosal et al. (2010) reportaron 1.827 ugL? de fluoxetina en aguas
residuales urbanas, mientras Al Aukidy et al. (2014) reportaron 2.3 ugL?™. Por lo tanto, los
farmacos fueron adicionados al agua residual para obtener casi 2 ug-L* de fluoxetinay 5 pg-L*de
acido mefenamico y metoprolol. Se prepararon soluciones madre de cada farmaco disuelto en
metanol, las soluciones fueron almacenadas en viales ambar a 4°C y usadas para adicionarse al
agua residual municipal.
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Se evalud el efecto de diferentes cargas organicas en el desempefio de los reactores y en la
remocién de los farmacos: 3.0, 6.0, 9.0 y 12 gDQO'm2-d%. Los parametros operacionales de cada
fase experimental son presentados en la Tabla 3.3. El efecto del 50% de recirculacion del efluente
fue evaluado para todas las cargas organicas. La variacién de la carga organica se realizd
mediante el incremento del caudal del influente a los reactores, por lo tanto, cuando la carga
organica se incrementd ocurrié una disminucion del TRH. Cada fase experimental fue evaluada
por 60 d.

Tabla 3.3. Parametros operacionales de los reactores con biomasa inmovilizada

Fase 1 Reactores PE1 y PU1 Reactores PE2 y PU2
Parametro | Egabilizacion
del proceso Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 5 Fase 2 Fase 3 Fase 4 Fase 5
Carga organica,
gDQO m2d-: 3.0 3.0 3.0 6.0 6.0 9.0 9.0 12.0 12.0
Caudal, Ld? 96-151 83-120 79-108 200-254  199-281 | 248-360 236-332  401-508 398-528
TRH, h 2.3-35 2.84.1 3.1-4.3 1.3-1.7 1.2-1.7 0.9-1.4 1.0-14 0.7-0.8 0.6-0.9
Recirculacién, % 0 0 50 0 50 0 50 0 50

Los cambios en la comunidad microbiana de la biomasa inmovilizada pueden mostrar las
condiciones que benefician la remocién de los farmacos en agua residual municipal. El estudio
consisti6 de cinco fases experimentales. La fase 1 correspondié al arranque, desarrollo y
adaptacion de la biomasa inmovilizada a las condiciones de operacién del reactor, durante las
fases 2-5 se aplicaron las diferentes cargas organicas para favorecer diferentes consorcios
microbianos. Los procesos de biopelicula de baja carga organica tienden a favorecer el desarrollo
de bacterias autétrofas de lento crecimiento, tales como las bacterias nitrificantes, las cuales
pueden beneficiar la remocién de los farmacos (Falas et al., 2012). La condicién de alta carga
favorece el desarrollo de microorganismos heterotrofos, los cuales crecen mas rapido que los
autotrofos, como resultado, la eficiencia de nitrificacion disminuye (Quan et al., 2012). De acuerdo
a un estudio previo en reactores de lecho sumergido aireado con cintas de polietileno y cubos de
poliuretano, al aplicar cargas organicas en el intervalo de 0.8 a 6 gDQO'mM?2d? se obtienen
tiempos de retencion de solidos (TRS) entre 10 y 39 dias, favoreciendo el desarrollo de bacterias
de lento crecimiento (Mijaylova et al., 2008). De este modo, al aplicar las cargas organicas de 3
y 6 gDQO'm2d?! se puede evaluar el efecto de las bacterias nitrificantes en la remocién de los
farmacos. Cuando se aplican las cargas organicas de 9y 12 gDQO'm2d?, los TRS disminuyen y
los microorganismos heterotrofos tienen mas sustrato para crecer, beneficiando su mayor
actividad. Por otro lado, la recirculacion reduce la resistencia a la transferencia de masa y la
concentracion de la materia organica en el influente disminuye, lo cual hace a las bacterias
nitrificantes mas competitivas, esto incrementa la eficiencia de nitrificacion y la concentracion de
oxigeno disuelto (EPA, 2000). Para evaluar las diferencias entre los resultados obtenidos con
ambos materiales de soporte, aplicando la misma carga organica y entre las condiciones con y
sin recirculacion, se realizé el andlisis estadistico del desempefio y remocion de los farmacos
mediante el programa Statgraphics. Los factores independientes fueron: material de soporte,
carga orgéanica y recirculacion.

La DQO, N-NH4, N-NO> y N-NO3 fueron medidos en los influentes y efluentes tres veces por
semana, los solidos totales (ST) y sélidos volatiles (SV) fueron determinados en los materiales
de soporte una vez cada dos semanas; las muestras fueron tomadas de tres diferentes alturas
del lecho (parte superior, central y baja), la biomasa fue desprendida con metanol y 20 min de
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sonicacion, la biomasa desprendida fue retenida mediante filtracion con crisoles Gooch para la
determinacion de los sélidos, la biomasa en cada reactor fue calculada como un promedio de los
SV determinados en las tres alturas. Para determinar el TRS, las concentraciones de SV fueron
medidas en los efluentes (una vez por semana) y en el lodo extraido (una vez cada dos semanas).
El tiempo de retencién de sélidos promedio fue calculado tomando en cuenta la cantidad de
biomasa inmovilizada en el sistema dividido entre la cantidad de biomasa que sale del sistema:

X
TRS = Ecuacién 3.5

Q. X, +Q, X,

X = Cantidad de biomasa inmovilizada, mg

Qe= Flujo del efluente, L-d*

Xe= Concentracion de biomasa en el efluente, mg-L?

Qu= Flujo de exceso de lodo extraido, L-d*

Xw= Concentracién de biomasa en el lodo extraido, mg-L*

Los farmacos fueron medidos tres veces por semana en la fase liquida y una vez cada dos

semanas en la fase soélida (biomasa y lodo extraido). En la Tabla 3.4 se enlistan los parametros
analizados, métodos, puntos y frecuencia de muestreo en el seguimiento del proceso.

Tabla 3.4. Métodos de analisis, puntos y frecuencia de muestreo en los reactores con biomasa inmovilizada

Parametro Método de Anédlisis Punto de muestreo Frecuencia
Temperatura Potenciométrico Reactor Diario
L Influente, efluente, .
pH Potenciometrico reactor Diario
Oxigeno disuelto (OD) Electrodo Reactor Diario
FArmacos Cromatografia de gases acoplada a Influente, efluente 3/semana
espectrometria de masas/masas Biomasa, lodo extraido ~ 1/2semanas
Demanda Quimica de -
Oxigeno (DQO) Espectrofotométrico Influente, efluente 3/semana
Influente, efluente 1/semana
Solidos Totales (ST) Gravimétrico Reactor, lodo extraido, 1/2semanas
agua retrolavado
Influente, efluente, 1/semana
Sélidos Volatiles (SV) Gravimétrico Reactor, lodo extraido, ~ 1/2semanas
agua retrolavado
Nitrégeno amoniacal (N-NHg) Nessler (espectrofotométrico) Influente, efluente 3/semana
Nitrégeno de nitritos (N-NO2)  Sulfato ferroso (espectrofotométrico) Influente, efluente 3/semana
Nitrégeno de nitratos (N-NO3) Reduccion con cadmio Influente, efluente 3/semana

(espectrofotométrico)
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3.6 DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES DE SORCION (Ks) EN LA BIOMASA
INMOVILIZADA

3.6.1 Determinacion del equilibrio de sorcion

Se evalud la sorcion de los farmacos en la biomasa inmovilizada con cada tipo de soporte, para
ello los reactores PE1 y PU1 fueron operados durante 37 dias con una CO de 6 gDQO'm2d sin
la adicién de los farmacos. Antes del inicio de las pruebas, se determind la concentraciéon de los
farmacos en la biomasa inmovilizada en los dos soportes, se reportaron concentraciones menores
a 0.18 ug-g* (limite de cuantificacion). Para las pruebas de sorcién, se tomaron cintas y cubos
con la biomasa inmovilizada en la parte central del reactor, después la biomasa fue inactivada
adicionando una solucién de H,SO, (200 mgL?), el tempo de exposicion fue de 24 h,
posteriormente la biomasa se enjuago varias veces con agua para eliminar el compuesto toxico.

En las pruebas de la determinacion del tiempo de equilibrio se emplearon recipientes de 4L, se
adicionaron 3 L de soluciéon de CaCl, 0.01 M, los farmacos a una concentraciéon de 10 ugL?
(mayor concentracion utilizada en las isotermas de sorcién) y 294 cintas con biomasa
inmovilizada inactiva (98 cintas por cada litro de solucion). El recipiente fue mantenido en
agitacion a 120 rpm en un agitador orbital en un cuarto oscuro a 25°C. Se tomaron muestras por
duplicado de 250 mL de la fase liquida a los siguientes tiempos: 3, 6, 12, 18, 24 y 48 h, por cada
muestra liquida tomada se retiraron también 49 cintas (proporcional a la cantidad de la solucién
retirada). El equilibrio es indicado por valores constantes de compuesto con respecto al tiempo.
El mismo procedimiento se sigui6 para los cubos de poliuretano (294 cubos en 3 L de solucién).

3.6.2 Isotermas de sorcion

Una vez determinado el tiempo de equilibrio, se realizaron experimentos para obtener las
isotermas de sorcion, las pruebas se hicieron por duplicado usando 12 frascos de 1L para cada
tipo de empaque, para ello se tomaron cintas y cubos con la biomasa inmovilizada en la parte
central del reactor, se afiadieron 49 cintas de polietileno con la biomasa inmovilizada en cada
frasco y 49 cubos de poliuretano con la biomasa inmovilizada en cada frasco, la biomasa fue
inactivada. Posteriormente, se adicionaron 500 mL de solucion de CaCl, 0.01M en cada frasco y
seis diferentes concentraciones de los farmacos (0.5, 1, 2.5, 5, 7.5 y 10 ug-L?), dentro de este
rango se encontraron las concentraciones de los influentes en el agua residual durante las fases
experimentales. Los frascos fueron mantenidos en agitacién a 120 rpm con un agitador orbital en
un cuarto oscuro a 25 °C (Figura 3.3). Después del tiempo de equilibrio (12 h para PE y 18 h para
PU) se tomaron las muestras liquidas para su posterior analisis. Al finalizar las pruebas, se
desprendi6 toda la biomasa de las cintas y de los cubos para realizar la mediciéon de los ST en
cada frasco. La cantidad del farmaco sorbido en la biomasa se calcul6 como la diferencia entre
la cantidad del compuesto inicialmente presente en solucion y la cantidad restante al final del
experimento. Los coeficientes de sorcidon se determinaron de acuerdo a la ecuaciéon 3.2 en el
punto 3.4.2.
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Figura 3.3. Determinacion de los coeficientes de sorcidn en la biomasa inmovilizada.
a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano

3.7 CALCULOS DE LOS BALANCES DE MASA

Los balances de masa se realizaron considerando los mecanismos de degradacién y sorcion.

3.7.1 Calculo del flujo masico

Las ecuaciones para el calculo del flujo masico de los compuestos farmacéuticos fueron las
siguientes:

Finf = QoSo (1+ Kd SSo)
I:efl = QeSe (1+ Kd SSe)

.......... Clara et al., 2005

Fint, Fen = Flujo masico del farmaco en el influente, efluente, pug-d

Qo, Qe = Flujo volumétrico del influente y del efluente, L-d*

So, Se= Concentracion de farmaco en el influente, efluente, pgL*
SSo, SSe = Solidos suspendidos en el influente, efluente, kgL
Kq = Coeficiente de sorcion, L-kgSST?

3.7.2 Produccion de solidos

Una vez que se ha llevado a cabo la sorcién de los farmacos en los biosdlidos, solo puede ocurrir
sorcion adicional cuando se producen nuevos biosélidos que proporcionan nueva superficie
disponible (Joss et al., 2005; Luo et al., 2014b), la produccién de sélidos se calcul6 mediante las
siguientes ecuaciones:
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I:’Xl,ST = Q[ g+ g ] .......... Metcalf y Eddy, 2014
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Px, sv = Produccién de biomasa medida como SV, gL*

Px1, st = Produccién de sélidos, g'L*

Px2, st = Produccion de sdlidos, gd*

Q = Flujo del agua residual, L-d*

Y = Coeficiente de produccion de biomasa, gSSV gsustrato *

fa = Fraccion de biomasa que permanece como desechos celulares, (0.15) gSSV-.gSSV?!
ka = Coeficiente de decaimiento enddgeno, gSSV-gSSVd?

Los coeficientes de rendimiento de sintesis (Y) y decaimiento enddgeno (kq) fueron determinados
mediante la siguiente ecuacion:

1 _, S-S

d

TRS SSV TRH e Metcalf y Eddy, 2014

Los valores fueron obtenidos graficando 1/TRS contra (So-S)/(SSV-TRH), la pendiente de la linea
recta es Y y la ordenada al origen es kq. EI Anexo 2 muestra la determinacion de los coeficientes.

3.7.3 Método 1 para los balances de masa

El método 1 para los balances de masa estuvo basado en las concentraciones medidas de los
farmacos en la fase liquida, en la biomasa inmovilizada, en los sélidos producidos y en el lodo
extraido.

F, = Peast (Sp) +(QSST,S;)

.......... Luo et al., 2014b

Biodegradacion=F - F, — F,

Fs = Flujo masico del farmaco en los sélidos, pg-d

Qe = Flujo volumétrico del lodo extraido, L-d*

Sy = Concentracién del farmaco en la biomasa inmovilizada, ug-g*
Sie = Concentracion del farmaco en el lodo extraido, pg-g*
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3.7.4 Método 2 para los balances de masa

El método 2 considerd las concentraciones medidas de los farmacos en fase liquida, asi como
los coeficientes de sorcidén Kq determinados para cada compuesto en la biomasa inmovilizada en
cada tipo de soporte, se tomé en cuenta la sorcién a partir de los sélidos producidos.

Fle — QIeSe (1_|_ Kd SSTIe) .......... Clara et al., 2005
FSp = QeSe Kd PX LST e Joss et al., 2005

Biodegradacion=F_;, —F, —F, —F

sp

Fie= Flujo masico del farmaco en el lodo extraido, pugd?
Fsp= Flujo méasico del farmaco en los sélidos producidos, pg-d

3.8 CINETICAS DE REMOCION DE LOS FARMACOS CON BIOMASA INMOVILIZADA
EN EMPAQUES DE CINTAS DE POLIETILENO Y CUBOS DE POLIURETANO

Las cinéticas de remocion con la biomasa inmovilizada se realizaron en reactores en lote con un
volumen de trabajo de 14 L. Se utilizé la biomasa inmovilizada proveniente de los reactores PE1
(cintas de polietileno) y PU1 (cubos de poliuretano), los cuédles se encontraban trabajando con
una CO de 6 gDQO'm2d!y 50% de recirculaciéon del efluente. Los empaques fueron retirados
cuidadosamente de los reactores en donde se estudiaron las diferentes fases experimentales y
se colocaron en el reactor que se presenta en la Figura 3.4.

Se tomaron muestras para la determinacién de los ST y SV, la cantidad de solidos volatiles en el
reactor PE fue de 6.83 gSV'm=2 (4.86 gL) y en el reactor PU fue de 6.99 gSV'm2 (4.94 gL?). El
acido mefenamico y el metoprolol fueron adicionados al agua residual para obtener una
concentracion inicial de casi 5 ug-L?, la fluoxetina se adicion6 a una concentracion de casi 2 pg-L™.
Las pruebas se realizaron a temperatura ambiente, 26 °C en el reactor PE y 25.6 °C en PU, el pH
del medio se mantuvo entre 7.0-7.3 en ambos reactores y la concentracion de OD fue mayor a
3 mgL?. La degradacién fue seguida en los siguientes intervalos de tiempo: 0, 30, 60, 90, 120,
150, 180, 210, 240, 270, 300 y 360 min. En cada tiempo se tomaron 250 mL de muestra por
medio de una llave colocada en el centro del reactor, las muestras fueron tomadas por duplicado.
Las muestras fueron filtradas inmediatamente y se realizé la extraccion en fase sélida para su
posterior procesamiento y cuantificacién de los farmacos. Ademas, con la finalidad de evaluar la
actividad de la biomasa en los reactores, se dio seguimiento a la DQO, N-NH4, asi como la
produccién de N-NO; y N-NOs. Se aplico el modelo cinético de pseudo primer orden para
determinar la constante de remocion (kuio)) de los farmacos (Ver ecuacion 3.1 en el punto 3.3).
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Figura 3.4. Sistema experimental para las cinéticas de remocion en la biomasa inmovilzada.
a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano

3.9 ANALISIS DE LOS COMPUESTOS FARMACEUTICOS

Se desarrollé y se validé un método analitico mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas/masas (CG/MS/MS) para la deteccién y cuantificacion de acido
mefenamico, fluoxetina y metoprolol en aguas residuales y biomasa. El Anexo 1 contiene el
desarrollo y validacién del método.

3.9.1 Tratamiento de la muestra en fase liquida

El primer paso fue la filtracion de la muestra a través de filtros de fibra de vidrio (Whatman) de
120 mm x 1.0 pm.

Extraccion en fase sélida

La extraccion en fase sélida fue usada para concentrar los compuestos farmacéuticos y remover
componentes interferentes, la extraccion se realizd con cartuchos Oasis HLB, esto es con balance
hidrofilico-lipofilico (el hidrofilico N-vinilpirrolidonay el lipofilico divinilbenzeno) con una capacidad
de resina de 200 mg, particulas de 30 ym y didmetro de poro de 84 A. Los cartuchos fueron
acondicionados con 10 mL de metanol y 10 mL de agua (grado HPLC), la muestra liquida se hizo
pasar a través de los cartuchos mediante vacio en un manifold, el flujo debe ser lo suficientemente
bajo para que las muestras que percolan a través del cartucho tengan una sorcion eficiente en el
material. Durante la extraccion en fase soélida las moléculas del analito son retenidas en el
adsorbente, las moléculas de disolvente e interferencias no son retenidas, para eliminar los
componentes de interferencias restantes, se hicieron pasar 4 mL de solucién metanol-agua (5:95,
vIv) a través del material adsorbente. Después los cartuchos fueron secados con vacio durante
3 h para eliminar la humedad, los analitos fueron eluidos con 4 mL de metanol y finalmente, los
extractos de la elucién fueron concentrados mediante una corriente suave de nitrdgeno para su
posterior derivatizacion. En la Figuras 3.5y 3.6 se observa el procedimiento de extraccion en fase
solida y la reduccion de las muestras con nitrégeno.
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Retencién del analito

DS 10 L ‘:’ AfCId,O i .:. 4 mL 0’04 L
X m mefenamico . metanol-agua *4 m
metanol JL (5:95, VIv) metanol

¥ < Fluoxetina "* R JL JL
& 10 mL m = ~
agua (pH7) % Metoprolol || X% .3

4 ) +
+ +
Acondicionamiento Extraccién de la muestra Lavado Elucién
Analito + Interferencias

Figura 3.5. Procedimiento de extraccién en fase sélida

Figura 3.6. Procesamiento de las muestras para el andlisis de farmacos.
a) Extraccion en fase solida; b) Reduccion con nitrégeno

Derivatizaciéon

Los analitos fueron derivatizados mediante sililacion usando el derivatizante BSTFA (N,O-bis
(trimetilsilil) trifluoroacetamida) con 1% de trimetilclorosilano (TMCS), se usaron 100 pL del
derivatizante, la derivatizacién se llevd a cabo a 80°C durante 60 min. Después de la
derivatizacion, la muestra se dejo enfriar a temperatura ambiente, se llevd nuevamente a
sequedad con nitrégeno, posteriormente se afor6 a un volumen de 1 mL con tolueno para su
inyeccién al cromatdgrafo de gases.

3.9.2 Método analitico en sélido

El método analitico en solido se empled para las muestras de biomasa suspendida, biomasa
inmovilizada y lodo extraido del fondo de los reactores, las muestras de biomasa inmovilizada
fueron tomadas a tres diferentes alturas del lecho (parte superior, central y baja), la biomasa fue
desprendida de los soportes con agua grado HPLC, las muestras fueron liofilizadas a -70°C,
posteriormente se peso el lodo seco y se adicionaron 25 mL de metanol, la extraccion se realizo
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mediante tratamiento ultrasénico durante 20 min, el sobrenadante obtenido fue filtrado vy
colectado en un matraz bola, el mismo procedimiento se realizé tres veces, los sobrenadantes
fueron concentrados en un rotaevaporador hasta casi 1 mL. Finalmente la muestra fue
reconstituida a 500 mL con agua grado HPLC para seguir el mismo método de las muestras
liquidas. La Figura 3.7 presenta un resumen del procedimiento de analisis de las muestras en
fase liquida y sélida.

Muestreo

Muestra
solida

Muestra liquida

Filtracion (filtro fibra de vidrio 1 pm)

Extraccion en fase sélida L Derivatizacion -
Cartuchos OASIS HLB | BSTFA+1%TnCs REMCCON | o o tografia de
Acondicionamiento: 10 mL sl b (100 pL) - gases/Espectrometria
Extraccion metanol + 10 mL agua Calentamiento @ |1 mL tolueno masas-masas
Metanol + (grado HPLC) 80°C durante 60 min
tratamiento Elucion: 4 mL metanol

ultrasdnico

Reduccién
(rotaevaporador)

500 mL agua

Extracto de la
muestra sélida

Figura 3.7. Procedimiento de andlisis de los farmacos en muestras en fase liquida y sélida

3.9.3 Equipos

Para la cuantificacion de los farmacos en las pruebas de biodegradabilidad de los diferentes
consorcios microbianos se utilizé un cromatografo de gases con trampa iénica Varian CP-3800,
acoplado a un espectrémetro de masas/masas Varian Saturn 2200, como fase estacionaria se
us6 una columna capilar de silice fundida HP-5MS (5 %-fenil)-metilpolisiloxano de 30 m de
longitud, 0.25 mm de didmetro y 0.25 um de grosor, mientras que en la fase mdvil, el gas
acarreador fue helio. Para la cuantificacion de los farmacos en los experimentos con biomasa
inmovilizada se utiliz6 un cromatdgrafo de gases Shimadzu modelo TQ8040, acoplado a
espectrometria de masas triple cuadrupolo, se usé una columna capilar de silice fundida
DB-5MS (5 %-fenil)-metilpolisiloxano de 30 m de longitud, 0.25 mm de diametro y 0.25 um de
grosor. El gas acarreador también fue helio. Los equipos son presentados en la Figura 3.8.

Figura 3.8. Cromatégrafos de gases acoplados a espectrometria de masas.
a) Varian CP-3800; b) Shimadzu TQ8040
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3.9.4 Condiciones de operacion del equipo

Los estandares y muestras fueron inyectados por medio de un inyector automético. Durante el
andlisis cualitativo los iones caracteristicos fueron: acido mefenamico (223), fluoxetina (44) y
metoprolol (72). En términos de condiciones de operacion seleccionadas, el volumen de inyeccion
fue de 1 pL a una temperatura de 260 °C y una velocidad de flujo de 1 mL'min, se aplicé un
modo de inyeccién splitless (lo cual significa que la totalidad del volumen de inyeccion fue usado
para el analisis). La programacion de aumento de temperaturas (rampa de temperatura), ya sea
en forma continua o por etapas, permite separar los diferentes analitos sin correr el riesgo de
decomponerlos. Se inicié con una temperatura de 150 °C por 2 min; luego se aumento a una
velocidad de 10 °C'min hasta llegar a 250 °C y finalmente se elevo la temperatura 15 °C'min‘t
hasta 290 °C, como resultado se obtuvo un tiempo total de corrida de 14.67 min. El tiempo de
retencion es el tiempo que un compuesto tarda en recorrer la columna, éste se asigna al pico
correspondiente, si la columna y todas las condiciones de funcionamiento de un equipo se
mantienen constantes, el compuesto siempre tendra el mismo tiempo de retencién. El tiempo de
retencion del acido mefenamico fue de 12.291 min, mientras que el tiempo de retencién de la
fluoxetina fue de 9.270 min y de 11.135 min para el metoprolol. Se seleccionaron las siguientes
condiciones del espectrometro de masas: electroionizacién con 70 eV, temperatura de la trampa
del ion de 250 °C, voltaje del multiplicador de 180 V y monitoreo selectivo de iones (223+44+72).
Previo a la inyeccion de las muestras, se realiz6 una curva de calibraciébn con cantidades
conocidas de los analitos, el rango de calibracion usado debe cubrir las concentraciones
encontradas en las muestras (Ternes y Joss, 2006). El andlisis en cada punto de la curva de
calibracién se realiz6 por triplicado.

Los métodos analiticos para la cuantificacion de acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol en
fase liquida y solida fueron validados. Se realizaron las curvas de calibracién, se calcul6 la
linealidad, limite de deteccién y cuantificacion, exactitud y precision. El procedimiento de
validacién y los resultados se encuentran en el Anexo 1.

3.10 EXTRACCION DE ADN

Las muestras de la biomasa inmovilizada para la extraccion de ADN fueron tomadas de la parte
central de los reactores al finalizar cada fase experimental. Las muestras fueron colocadas en
tubos tipo Falcén estériles y almacenadas en un ultracongelador a una temperatura de -30°C. El
procesamiento de las muestras fue realizado con material estéril (tubos eppendorf y puntas
desechables con filtro) bajo una campana de extraccion (Figura 3.9). Para realizar la extraccion
de ADN se desprendio la biomasa inmovilizada utilizando agua grado HPLC, la biomasa fue
colocada en tubos eppendorf y centrifugada para retirar el exceso de agua.

Figura 3.9. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realizé empleando el kit “PowerSoil DNA Isolation Kit” de laboratorios
MO BIO, en la Figura 3.10 se presenta un resumen del procedimiento de extraccion.
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acidos humicos e (vortexear) -Incubar a 4°C (vortexear)
yprotegealos | 4 + Centrifugar Centrifugar
écido.s 60 HL. ) Transferir ’ Transferir C3: precipita material
nucleicos)  solucion €1 o4, onadante : sobrenadante g

(Vortexear) 0organico e inorganico

o . . . remanente
C1: detergentes anidnicos y C2: precipita material organico e
agentes disruptores (rompe los inorganico no genético (sustancias Transferir
acidos grasos y lipidos asociados himicas, restos celulares y proteinas ~ Centrifugar sobrz’nzsante
con la membrana celular) que reducen la pureza del ADN)

lucion C5 i Desechar lo que pasa ] T solucién C4
solucion ! a través del filtro Sobrenadargc: Centrifugar (vortexear)
, «— + ——
C5: solucion de
Tres cargas (centrifugar)

lavado para

’ C4: solucidn con alta
concentracién de sal.

Iimpiz.ir el ADN X El ADN es retenido selectivamente en la- El ADN se une a la silica a
retenido y membrana de silica del filtro altas concentraciones de sal
remover otros b
contaminantes Desechar lo que pasa -
Centrifugar | a través del filtro
—_— _--\l —
100 uL de - ADN listo
solucion C6 Almacenar a temperatura
C6: buffer de de -20a-80 °C
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Figura 3.10. Procedimiento de extraccion de ADN de las muestras de biomasa

Una parte importante es conocer la concentracion de ADN, para ello se utilizé un
espectrofotometro de luz ultravioleta EPOCH a una longitud de onda de 260 y 280 nm. La pureza
de la muestra esta relacionada con el valor de maxima absorbancia de los acidos nucleicos
detectada a una longitud de onda de 260 nm. La relacion de las absorbancias A260/A280 nos
permite conocer la pureza del ADN y verificar que no esté contaminado por la presencia de
compuestos aromaticos, ya que éstos absorben a una longitud de onda de 280 nm. Se considera
gue el ADN es de calidad 6ptima cuando la relacién 260/280 es cercana a 1.8. Una relacién
A260/280 > 2.1 es indicativa de una presencia considerable de ARN en la muestra, por el
contrario, si esta relacion es baja (A260/280 < 1.6) la muestra esta contaminada por proteinas o
fenoles. Para realizar el andlisis de identificacion de microorganismos se necesitan al menos
20 uL de ADN extraido y una concentracion de las muestras de al menos de 20 ng-uL. Se verificd
gue todas las muestras cumplieron las proporciones y concentraciones de ADN requeridas. El
ADN extraido de las 16 muestras fue enviado a Research and Testing Laboratory's (RTL,
Lubbock, TX, USA) para realizar la secuenciacion mediante la plataforma Miseq de lllumina
(Secuenciacién de Nueva Generacion). MiSeq de lllumina es una plataforma de secuenciacion
masiva optimizada para un proceso de lectura de secuencias de ADN, la tecnologia de
secuenciacion Miseq ha sido empleada para identificar la diversidad microbiana en lodos
activados y reactores con biopelicula (Ma et al., 2015; Zhu et al., 2015; Tang et al., 2016; Wang
et al., 2016).
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4.RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 PRUEBAS DE BIODEGRADABILIDAD

4.1.1 Enriquecimiento de los consorcios microbianos

Los tres reactores utilizados para el enriquecimiento de los consorcios microbianos se llenaron
con biomasa proveniente de un reactor nitrificante-desnitrificante ajustando la concentracion
inicial de SSV a 2000 mgSSV-L. Las concentraciones de los SSV decrecieron como resultado
de la estrategia de alimentacién aplicada, durante los primeros 50 d de operacioén, la disminucion
fue de casi 37 y 40 % en los reactores amonio-nitrito oxidante y nitrito oxidante respectivamente,
esto puede ser atribuido al decaimiento endégeno de la poblacién de los microorganismos
heterétrofos, debido a la falta de la fuente de carbono orgénica en la alimentacién. La variacion
de los SSV en los reactores y el desempefio de la biomasa durante el enriquecimiento se
muestran en la Figura 4.1 y el Anexo 3. El reactor amonio-nitrito oxidante fue operado durante
85 d, las remociones de N-NH4incrementaron a través del tiempo, éstas fueron mayores de 90 %
después del dia 74 (Figura 4.1a). Durante los ultimos 8 d de operacion, la concentracion de SSV
fue de 1240 + 28 mgL?, la tasa de consumo de N-NH4fue de 0.25 + 0.03 gN-NH,gSSVtd1ly la
tasa de produccién de nitratos fue de 0.18 + 0.01 gN-NOzgSSV1d* (Figura 4.2a), esto confirm6
el proceso de nitrificacion en este reactor. Las bacterias amonio oxidantes del género
Nitrosomonas tienen un pH 6ptimo entre 7.0 y 8.0 (EPA, 2002), la nitrificacion procede mas
lentamente a pH bajo, incluso a pH por debajo de 5.0 la nitrificacién ya no es debida a bacterias
nitrificantes, sino debida a bacterias organdtrofas (Gerardi, 2002). Por consiguiente, el pH
promedio del agua sintética de alimentacion fue de 7.54 + 0.42, como consecuencia del proceso
de nitrificacion, el pH disminuyé a 6.11 + 0.96, la adicion de bicarbonato de sodio en el influente
evitd valores mas bajos del pH en el reactor.
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c K KXX x > c X S -
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x 14 x
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a) 0O 20 40 60 80 b) 0 20 40 60 80 c) 0O 10 20 30 40
Tiempo, d Tiempo, d Tiempo, d
A N-NH, ¢ N-NO, ¢ DQO X SSV

Figura 4.1. Desempefio de la biomasa en los tres reactores.
a) Amonio-nitrito oxidante; b) Nitrito oxidante; c) Biomasa heterétrofa

El reactor nitrito oxidante fue operado durante 82 d, la remocion de N-NO; fue de 80 % desde el
comienzo de la operacion y aumento en el transcurso del tiempo hasta que se alcanzaron
remociones mayores de 90 % (Figura 4.1b). Durante los ultimos 23 d, la tasa de consumo de
nitritos fue de 0.37 + 0.03 gN-NO»gSSV*d?, la tasa de produccion de nitratos fue de 0.29 + 0.01
gN-NO3sgSSV1d? (Figura 4.2b) y la concentracién de SSV fue de 1110 + 43 mg'L ™. Las bacterias
nitrito oxidantes del género Nitrobacter tienen un pH 6ptimo entre 7.5y 8.0, se ha reportado que
a un pH arriba de 9 se reduce la tasa de la nitrificacién (EPA, 2002). Asi, el pH promedio del agua
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sintética de alimentacion al reactor fue de 7.36 £ 0.19 y de 8.21 * 0.18 en el efluente. De esta
manera, los resultados obtenidos confirmaron el enriquecimiento de los consorcios amonio y
nitrito oxidantes con la estrategia de alimentacion empleada.
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Figura 4.2. Tasas de remocidn y produccion en los tres reactores.
a) Amonio-nitrito oxidante; b) Nitrito oxidante; c) Biomasa heterétrofa

El reactor con biomasa heterétrofa fue operado durante 42 d. La concentracion de SSV disminuyé
un 9% en los primeros 7 d, posteriormente se observo un incremento gradual (Figura 4.1c). Las
remociones de materia organica expresadas como DQO fueron mayores a 92 % a partir de los
14 dias de operacidn, las concentraciones de DQO y N-NH, en el agua sintética de alimentacion
fueron de 1254 + 28 mgL' y 40 + 3 mgL?, respectivamente. Durante los dias 14-42, las
remociones de DQO fueron 96.2 * 1.8 %, se obtuvo una tasa de remocion de
0.68 + 0.03 gDQO-gSSV1d? (Figura 4.2c) y la concentracién de SSV fue de 1775 + 76 mg-L™.
Las remociones de N-NH, fueron mayores de 90 %, sin embargo, para evitar la nitrificacion en
este reactor, la concentracion de OD se mantuvo por debajo de 2 mg-L?, como resultado no se
encontraron nitritos y nitratos en el efluente, lo que indicé que el N-NH,4 fue removido por
bioasimilacion. Se calcul6 la produccion de biomasa, ésta fue de 0.1 gSSV-gDQOemovida, Mas baja
gue los valores tipicos para los biorreactores aerobios (0.4-0.6 gSSV-gDQO) (Metcalf y Eddy,
2014), lo cual puede explicarse con una limitacién del crecimiento causada por la baja
concentracion de N-NH, en el influente. Los promedios del pH del influente y efluente fueron de
6.89 £ 0.18 y 6.58 + 0.19, respectivamente. Los tres reactores mantuvieron temperaturas en el
rango de 21-30 °C. La Figura 4.3 muestra la biomasa de los tres consorcios. Debido a que se
alcanzé la estabilizacion del proceso en los tres reactores, indicado por porcentajes de remocion
de N-NH4, N-NO2 y DQO constantes y mayores del 90 %, la biomasa fue usada para las pruebas
de biodegradabilidad de los farmacos.

w

Figura 4.3. Fotografias de las biomasas.
a) Amonio-nitrito oxidante; b) Nitrito oxidante; c) Biomasa heterétrofa
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4.1.2 Biodegradabilidad y cinéticas

Los resultados de las pruebas de biodegradabilidad con los tres consorcios mostraron una
disminucion gradual de la cantidad de los farmacos a través del tiempo, las concentraciones
iniciales de cada farmaco fueron de casi 10 pgL?, la evolucion de las concentraciones fue
diferente para cada farmaco y para cada consorcio microbiano. Las concentraciones en las fases
liquida y sdlida en cada tiempo son presentadas en la Figura 4.4 donde se puede observar el
seguimiento de los farmacos hasta el final de las pruebas en el dia 24, donde la menor
concentracion de acido mefenamico en la fase liquida (0.9433 pg-L ) se midi6 en las pruebas con
el consorcio amonio-nitrito oxidante, seguido de la biomasa heterétrofa (2.4991 pug-L™?). En el caso
de la fluoxetina, la mas baja concentracién se obtuvo con la biomasa heterétrofa (0.7104 pgL™?),
seguido de la biomasa amonio-nitrito oxidante (0.7556 pgL™?). El consorcio amonio-nitrito
oxidante también consigui6 la menor concentracion de metoprolol (2.9956 pg-L?), seguido de la
biomasa heterétrofa (3.4408 ug-Lt). La cantidad especifica de los farmacos en la biomasa (fase
sélida) se midio en todos los tiempos, las variaciones de los valores medidos de cada farmaco a
los diferentes tiempos fueron pequefias. Al comparar los tres farmacos, las cantidades de
fluoxetina en la biomasa amonio-nitrito oxidante fueron mas altas, seguido del acido mefenamico
y el metoprolol (1.074 + 0.0521 pgg?, 0.4246 + 0.04314 pggt y 0.2574 + 0.0688 ugg,
respectivamente). Las cantidades promedio de fluoxetina y acido mefenamico fueron similares
en la biomasa nitrito oxidante (0.65 + 0.09 y 0.56 + 0.0878 pgg?, respectivamente) y en la biomasa
heterétrofa (0.9204 + 0.1896 y 0.919 + 0.137 pgg?, respectivamente), pero fueron casi dos a tres
veces mayores comparado a las cantidades especificas de metoprolol en ambas biomasas
(0.2063 +0.0103 y 0.3126 + 0.0908 ugg?, respectivamente). Los resultados obtenidos estuvieron
de acuerdo a las propiedades fisicoquimicas de los farmacos, representadas por los valores
reportados del coeficiente de particion octanol-agua log Kow, coeficiente de sorcion log Kq y
coeficiente de particion liposoma-agua log Diipw. El &cido mefenamico, de acuerdo a su log Kow de
5.12-5.4, log Kq de 2.46-2.73 y log Dipw de 4.16, se espera que tienda a sorberse al lodo, pero su
valor de pKa es bajo (3.89-4.48), generalmente por debajo del pH del agua residual, por lo que
también se espera que se encuentre en su forma ionizada en el agua y no en el lodo (Jones et
al., 2002; Radjenovi¢ et al., 2009; Escher et al., 2011; Kovalova et al., 2012). Se ha reportado que
la fluoxetina posee alto log Kow (4.17), alto log Kq (2.9-4.0) y log Diipw (3.28), por lo que también
tendera a sorberse en el lodo (Escher et al., 2011; Horsing et al., 2011; Kovalova et al., 2012;
Fernandez-Fontaina et al., 2014). Para el metoprolol se han reportado log Ko de 1.76-1.88, log
Kq de 0.2-1.9 y log Diipw de 1.25, por lo que se espera que posea un bajo potencial de sorcion al
lodo (Wick et al., 2009; Ramil et al., 2010; Scheurer et al., 2010; Escher et al., 2011; Kovalova et
al., 2012; Grossberger et al., 2014). Las pruebas se realizaron por duplicado y se calcularon los
promedios de las mediciones, en el Anexo 4.1 y 4.2 se encuentran los valores de los duplicados
para cada farmaco en cada tiempo.

Las remociones globales de los farmacos en las diferentes biomasas, asi como las remociones
de N-NH4, N-NO, y DQO son presentadas en la Figura 4.5. Puede observarse que las remociones
incrementaron a través del tiempo, al finalizar las pruebas, las mayores remociones de acido
mefendmico y metoprolol fueron obtenidas con el consorcio amonio-nitrito oxidante (90.2 'y 68.2 %
respectivamente), seguido de la biomasa heterétrofa (75.5 y 63.1 % respectivamente). Las
remociones de fluoxetina alcanzadas con ambos consorcios fueron similares (92.3 % con el
consorcio amonio-nitrito oxidante y 92.7 % con la biomasa heterétrofa). Las menores remociones
de los tres fAarmacos fueron obtenidas con el consorcio nitrito oxidante.
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a) Amonio-nitrito oxidante; b) Nitrito oxidante; c) Biomasa heter6trofa

Se realiz6 el balance de masa para determinar la contribucion del proceso de biodegradacion y
sorcién en la remocion global de los farmacos. Los porcentajes de biodegradacion y sorcion para
cada consorcio son presentados en la Figura 4.6 y en el Anexo 4.3, 4.4. Después de los 24 d, el
consorcio amonio-nitrito oxidante presentd la mayor biodegradacién y la menor sorcion en la
biomasa de acido mefenamico y metoprolol, se alcanzé una biodegradacién de 85 %
(18.36 pg-gSSV?) y 64.5 % (13.68 ug-gSSV?) respectivamente, mientras los porcentajes de
sorcion fueron relativamente bajos, 5.8 + 0.6 % y 3.6 £ 0.1 %. La remocién de N-NH, fue de
59.5 % (0.22 g.gSSV?) y la produccion de N-NOs fue de 0.15 g.gSSV?, lo cual indicé una buena
actividad nitrificante de la biomasa. El consorcio amonio-nitrito oxidante también fue capaz de
biodegradar 78.6 % de fluoxetina (17.38 ug-gSSV?), sin embargo, la sorcién en la biomasa fue
relativamente alta (14.3 £ 0.7 %). Este consorcio exhibid6 remociones rapidas de los tres
compuestos durante los primeros dias, los porcentajes y las tasas de remocién de los farmacos
disminuyeron cuando los porcentajes y las tasas de remocién de N-NH,4 disminuyeron, asi las
mayores tasas de remocion del &cido mefendmico se alcanzaron durante los primeros 12 d, las
mayores tasas de remocién de la fluoxetina y el metoprolol se consiguieron en los primeros 10 d
(Figura 4.5a y 4.7a). Estos resultados son consistentes con publicaciones previas, Tran et al.
(2009) encontraron que la actividad nitrificante de la biomasa incrementa la biotransformacion de
farmacos persistentes. Ferndndez-Fontaina et al. (2012) reportaron que la buena actividad
nitrificante incrementa la tasa de biodegradacion de farmacos como la fluoxetina, la enzima
amonio monooxigenasa se consider6 como la principal responsable de la biodegradacion
cometabolica; sin embargo, no encontraron una correlacion entre la constante cinética de
biodegradaciéon de fluoxetina y la tasa de nitrificacion especifica. En el caso del acido
mefenadmico, Falds et al. (2012) observaron una tendencia positiva entre la capacidad de
nitrificacion y las constantes de biodegradacion en reactores con soportes; esta correlacion fue
restringida a la biomasa inmovilizada, las bajas constantes de velocidad en lodo activado
nitrificante sugieren una degradacion heterétrofa de acido mefenamico. En cambio, el efecto
positivo del incremento del tiempo de retencion de solidos y la nitrificacion no ha llegado a ser
claro para el metoprolol (Falas et al., 2016).
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Figura 4.6. Porcentajes de biodegradacidn y sorcién usando los diferentes consorcios microbianos.
a) Amonio-nitrito oxidante; b) Nitrito oxidante; c) Biomasa heterotrofa

En la Figura 4.6¢c puede verse que la biomasa heterétrofa también tuvo un buen desempefio,
este consorcio exhibié la mayor capacidad de biodegradacién de fluoxetina, se alcanz6 hasta un
84.7 % de biodegradacion (18.61 pg-gSSV1), mientras que el porcentaje de sorcion fue de 8.9 %.
Este consorcio también fue capaz de biodegradar 66.4 y 58.4 % de &cido mefenamico y
metoprolol respectivamente, los porcentajes de sorcion fueron de 9.1 y 4.7 %, al mismo tiempo,
la remocién de materia organica expresada como DQO fue de 95.1 %. Las tasas de remocién de
los farmacos y la DQO son presentadas en la Figura 4.7c y el Anexo 4.5. En contraste a la
correlacién observada con la tasa de remocién de N-NH4 en el consorcio amonio-nitrito oxidante,
las tasas de remocion de los farmacos incrementaron cuando las tasas de remocion de materia
organica disminuyeron, las tasas de remocién de acido mefenamico y metoprolol incrementaron
a partir del dia 10, mientras que las tasas de remocion de fluoxetina aumentaron a partir del dia
8 (Figura 4.7¢). Se ha reportado que los microorganismos heteroétrofos pueden ser capaces de
usar los compuestos farmacéuticos como unica fuente de carbono o energia (Tran et al., 2013).

El consorcio nitrito oxidante presentd la menor biodegradacion de los tres farmacos (menos del
48 %), aunque la remocion de N-NO; fue de 75 % (0.75 g.gSSV?) y la producciéon de N-NOs fue
de 0.71 ggSSV?, lo cual indicé la buena actividad de la biomasa. Los porcentajes de
biodegradacién obtenidos para el acido mefenamico y metoprolol fueron de 47.6 % (10.3
HggSSV?Y) y 42.7 % (9.1 puggSSV?) respectivamente, esto es 15-37 % mas bajo que la
biodegradacién determinada en los otros dos consorcios, los porcentajes de sorcion fueron 10.3
y 3.9 %, respectivamente. La biodegradacion de fluoxetina también fue baja con el consorcio
nitrito oxidante, solo se logré 22.6 % (5.0 ug-gSSV?!) de biodegradacion y la sorcién fue de 10.7 %.
Las tasas de remocion presentadas en la Figura 4.7b indicaron que las mayores tasas de
remocion de &acido mefendmico y metoprolol se presentaron durante los primeros 12 d, las
mayores tasas de remocion de fluoxetina se lograron en los primeros 10 d, cuando hubo més
altas tasas de oxidacion de nitritos. Al comparar la biodegradacion de los tres farmacos en los
tres consorcios, se pudo ver que el acido mefenamico y la fluoxetina fueron més biodegradables
gue el metoprolol, se alcanzé 85 % de biodegradacion de 4cido mefenamico y fluoxetina usando
la biomasa amonio-nitrito oxidante y la biomasa heterétrofa respectivamente. El mayor porcentaje
de biodegradacion de metoprolol fue de 64.5 % y se obtuvo con el consorcio amonio-nitrito
oxidante.
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Los menores porcentajes de sorcidn en los tres consorcios (2.0-5.7 %) fueron determinados para
el metoprolol (Anexo 4.4), el cual tiene los valores mas bajos de log Kow Y log Dipw; este farmaco
también fue el menos biodegradable. Luo et al. (2014a) explicaron que los compuestos polares
tales como el metoprolol se encuentran mas probablemente en los efluentes de las plantas de
tratamiento de aguas residuales, mientras que los compuestos que tienden a ser sorbidos en los
sélidos se espera que sean mejor eliminados en los procesos de lodos activados. Los porcentajes
de sorcién del acido mefenamico y la fluoxetina fueron de 5.1-15.6 %, la sorcién fue mas baja en
el consorcio que obtuvo la mayor tasa de biodegradacién, en el caso del acido mefenamico, el
porcentaje de sorcién fue mas bajo en el consorcio amonio-nitrito oxidante (5.1-6.5%), en el caso
de la fluoxetina, la socién fue menor en la biomasa heterétrofa (7.1-13.4 %). Luo et al., (2014b)
explicaron que la persistencia de los compuestos es un factor que afecta la sorcion, debido a que
al existir una menor capacidad de biodegradacion, los compuestos permanecen en la biomasa.
Los resultados del control 1 (agua residual sintética con los farmacos y sin biomasa) indicaron
gue las concentraciones de los tres farmacos permanecieron relativamente constantes sobre el
periodo experimental de 24 d (la disminucion fue menor del 4 %), esto confirmd que las
remociones son debidas a la presencia de la biomasa. Los resultados del control 2 (agua residual
sintética sin farmacos y con biomasa) mostraron que la actividad de la biomasa no fue inhibida
por la presencia de los farmacos, ya que las remociones de N-NH4, N-NO, y DQO fueron similares
a las obtenidas en las pruebas con los farmacos. Finalmente, los controles de sorcion que usaron
biomasa inactiva mostraron que menos del 20 % de los tres farmacos fueron removidos por
sorcion.

El seguimiento de las concentraciones de N-NH., N-NO», N-NOz y DQO para verificar la actividad
de la biomasa en cada uno se los consorcios se presenta en la Figura 4.8. Se observa un
decremento gradual de la concentracion de N-NH4, N-NO; y DQO hasta los 12 dias en el
consorcio amonio-nitrito oxidante, nitrito oxidante y biomasa heterétrofa, respectivamente (Anexo
4.6y 4.7). Cuando ya no existié remocion adicional significativa de N-NH4 y N-NO2, la eliminacién
de los farmacos también dejo de ser significativa. En cambio en la biomasa heteroétrofa, la
remocion de los farmacos increment6 después de los 12 d, cuando la mayor parte de la materia
organica habia sido consumida.
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Figura 4.8. Desempefio de la biomasa en las pruebas de biodegradabilidad.
a) Amonio-nitrito oxidante; b) Nitrito oxidante; c) Biomasa heter6trofa
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Se aplic6 una regresion lineal usando los datos de la biodegradacién de los farmacos para ajustar
a un modelo cinético de pseudo-primer orden. Los valores calculados de R? estuvieron en el
intervalo de 0.88-0.98 (Figura 4.9), las constantes cinéticas de biodegradacién fueron obtenidas
dividiendo la pendiente entre la concentracién de biomasa (400 mgSSV-L%). Los valores de las
constantes son presentados en la Tabla 4.1. Las mayores constantes de biodegradacion (Kpio)) de
fluoxetina fueron obtenidas usando la biomasa heter6trofa, seguido de la biomasa amonio-nitrito
oxidante. Una relacion inversa fue obtenida para el &cido mefenamico y metoprolol, los mayores
kuior fueron determinados con el consorcio amonio-nitrito oxidante, seguido de la biomasa
heterétrofa, las menores constantes de biodegradacion de los tres farmacos fueron obtenidas
usando el consorcio nitrito oxidante.

Joss et al. (2006) propusieron tres grupos de biodegradabilidad de acuerdo a la constante de
biodegradacion de los compuestos con relacion a los sélidos suspendidos: koo < 0.1 L'.gSS*d?,
no remocion sustancial debido a la degradacion bioldégica (< 20 %), sin embargo, para
compuestos con coeficiente de sorcién Ka mayor a 1 L'.gSS?, la remocion puede ser mayor debida
a la transferencia al lodo; 0.1 < koo < 10 L'gSS*d?, remocién parcial (entre 20 y 90 %);
koo > 10 L-gSStd?, mas del 90 % de remocién por degradaciéon bioldgica, la eficiencia de
degradacion es fuertemente dependiente de la configuracién del reactor. Fernandez-Fontaina et
al. (2016) clasificaron a los compuestos farmacéuticos de acuerdo a su kuiol respecto a los solidos
suspendidos volatiles: koo > 1 L-gSSV-1d?, altamente biodegradable; 1 > koo > 0.5 L-gSSV-d?,
moderadamente biodegradable; 0.5 > koo > 0.1 L gSSV1d?, lentamente biodegradable y
koo < 0.1 L-gSSV1d?, recalcitrante. En este estudio, los valores de las constantes fueron
determinados respecto a los sélidos suspendidos volatiles. Los valores de kpio para el acido
mefenamico, fluoxetina y metoprolol determinados usando el consorcio amonio-nitrito oxidante y
la biomasa heterotrofa corresponden a la categoria de una remocion parcial y lentamente
biodegradable. Los valores de kuioi de los tres compuestos con el consorcio nitrito oxidante fueron
bajos, corresponden a las categorias de no existir remocién sustancial debido a la degradacién
biolégica (recalcitrante). EI mayor valor de la constante de biodegradacion ki fue determinado
para el acido mefenamico con el consorcio amonio-nitrito oxidante; el valor fue 46 % mas bajo
con la biomasa heterétrofa (Tabla 4.1). Para la fluoxetina el mayor valor de kol fue determinado
usando la biomasa heterotrofa, el valor de la constante con el consorcio amonio-nitrito oxidante
fue 23 % més bajo. En el caso del metoprolol, el mayor valor fue determinado con el consorcio
amonio-nitrito oxidante, el valor de kyio fue 20 % mas bajo con la biomasa heterétrofa.
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Figura 4.9. Modelo cinético de pseudo primer orden.
a) Amonio-nitrito oxidante; b) Nitrito oxidante; ¢) Biomasa heterétrofa

Tabla 4.1. Constantes de biodegradacion en los diferentes consorcios microbianos
Kbiol, L-gSSV1.d !

c Biomasa Kbiol literatura
ompuesto —— — (LgSS™dY)*
Amonio-nitrito Nitrito Heterétrofa (L-gSSV-d-1y*
oxidante oxidante
*0.08-0.48¢
. * - d
Acido Mefenamico 0.254 0.085 0.137 coelas,
**0.6-1.3¢, 9.0°
Fluoxetina 0.188 0.03 0.244 **1.12-1.77f
*0.25-0.76 &b
Metoprolol 0.147 0.075 0.117 *0.25-0.31¢d
*0.69 - 0.76 ¢

Referencias: 2Wick et al., 2009; ® Suarez et al., 2010; ¢Falas et al., 2012; 4 Falas et al., 2013;
e Fernandez-Fontaina et al., 2014; f Fernandez-Fontaina et al., 2016.

Los valores de ko determinados en este estudio para el &cido mefenamico, se encuentran dentro
del intervalo de los valores reportados en la literatura, en cambio las constantes determinadas
para la fluoxetina y metoprolol son mas bajas que las reportadas previamente. Falas et al. (2012)
obtuvieron valores mas bajos que en este estudio, ellos compararon las constantes de remocion
de acido mefenamico en lodo activado nitrificante y soportes con biopelicula, los soportes con
biopelicula mostraron constantes de remocién considerablemente mayores de &cido mefenamico
(0.06-0.17 L-g biomasa*d?) comparado a 0-0.04 L-g biomasa*d* para lodo activado, a pesar de
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gue la capacidad de nitrificacion de la biopelicula fue méas baja que la del lodo activado nitrificante.
Los valores reportados por Falds et al. (2013) fueron mas altos, ellos evaluaron tres reactores
paralelos en lote (lodo andxico, lodo aerobio y proceso hibrido biopelicula-lodo activado), ellos
encontraron también que el acido mefenamico fue degradado mas rapidamente por la biomasa
inmovilizada que por la biomasa aerobia suspendida, donde la capacidad de nitrificacion por
unidad de biomasa fue mas alta para la biomasa inmovilizada, las constantes obtenidas para el
acido mefenadmico fueron 3.9-5.3 L.g biomasa’d? con la biomasa inmovilizada y 0.9-1.1
L'g biomasald? para el lodo aerobio. En contraste, las constantes obtenidas para el metoprolol
fueron 0.25-0.31 L-g biomasa*d* con la biomasa inmovilizada y 0.69-0.76 L-g biomasad* para
el lodo aerobio. Los valores de kyio de metoprolol determinados en lodo activado por Wick et al.
(2009) fueron 0.35-0.4 L-gSS*d?, por lo tanto, las constantes reportadas para el metoprolol
fueron mayores que las determinadas en este estudio. Suarez et al., (2010) obtuvieron Kpio de
9 L-gSS*d* para fluoxetina en un reactor nitrificante, Fernandez-Fontaina et al., (2014) obtuvieron
koo de 0.6 y 1.3 LgSSVld! en reactores enriquecidos con lodo activado nitrificante,
posteriormente Fernandez-Fontaina et al., (2016) reportaron constantes de biodegradacién de
fluoxetina mas altas (1.77 L-gSSV1.d?) bajo condiciones de remocién de materia organica
(microorganismos heterétrofos), seguido de condiciones de nitratacion (1.17 L-gSSVt.d?) y
condiciones de nitrificacion completa (1.12 L-gSSV*.d?), todos estos valores fueron mas altos
gue los obtenidos en este estudio, pero al mismo tiempo se observé un comportamiento similar,
ya que las kyiol de la fluoxetina fueron mas altas en la biomasa heterétrofa, seguido de la biomasa
amonio-nitrito oxidante.

Los resultados indicaron que la biodegradacién de farmacos no solo depende de sus
caracteristicas quimicas, sino que también depende de los consorcios microbianos involucrados.
Algunos estudios difieren de estas constantes de biodegradacién, Joss et al. (2006) y Tran et al.
(2009) sugieren que parte de las diferencias pueden ser explicadas por las diferentes
concentraciones de farmacos, las caracteristicas de la biomasa (fraccion de biomasa activa,
tamafio del fléculo y diversidad microbiana), la composicion del agua residual y las condiciones
experimentales. En este estudio se ha confirmado que la biodegradacion de farmacos puede ser
atribuida a las actividades de microorganismos autétrofos y heterétrofos. Algunos estudios han
explicado que los microorganismos heterétrofos pueden degradar los farmacos via metabolismo
y/o cometabolismo, el metabolismo es posible a altas concentraciones de farmacos. Cuando los
farmacos estan presentes a niveles de concentracion traza como en este estudio, la
biodegradacién puede ser atribuida a actividades cometabdlicas. A diferencia de los heterétrofos,
los microorganismos autétrofos solo pueden cometabolizar los compuestos farmacéuticos en la
presencia de un sustrato de crecimiento. Las bacterias autotrofas amonio-oxidantes
cometabolizan una gran variedad de farmacos via enzimas no especificas, tales como la enzima
amonio monooxigenasa (Tran et al., 2013). Esto se relaciona con los resultados obtenidos en
este estudio, donde las remociones de los farmacos disminuyeron cuando la remocién de N-NH4
disminuyd, mientras las tasas de remocion de los farmacos incrementaron cuando la mayor parte
de la materia organica habia sido consumida por los microorganismos heterétrofos.

La biodegradacién cometabdlica por la enzima amonio monooxigenasa puede involucrar
reacciones de hidroxilacion y oxidacion durante la nitrificacion (Xu et al., 2016). El ataque por el
oxigeno reactivo de la enzima amonio monooxigenasa puede ocurrir contra enlaces N-H, C-H, o
dobles enlaces, otras dos reacciones que han sido observadas son deshidrogenacién/oxidacion
y deshalogenacién (Forrez et al., 2011). También es sabido que la degradacién aerobia de
compuestos con fragmento éter aromatico-alifatico como la fluoxetina y metoprolol puede
proceder por ruptura del éter (O-desalquilacion) (Tadkaew et al., 2011). El acido mefenamico,
fluoxetina y metoprolol poseen una amina secundaria, dos principales reacciones oxidativas
iniciales en el grupo funcional amino han sido observadas para los sistemas de lodos activados:
1) N-oxidacion y 2) a-C-hidroxilacién seguido por N-desalquilacion, oxidacién a amida o
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deshidratacion (Gulde et al., 2016). Por otro lado la mayoria de los compuestos que presentan
reacciones de sustitucién no tienen relacion con la remocién de nitrégeno amoniacal (Helbling et
al., 2012).

4.1.3 Equilibrio de sorcion

Para la determinacion de los coeficientes de sorcidn es necesario calcular el tiempo de equilibrio
de sorcién. El equilibrio de sorcién es alcanzado cuando las tasas de sorcién y desorcién son
iguales. Los resultados indicaron que el equilibrio entre las fases liquida y sélida para el acido
mefenamico, la fluoxetina y el metoprolol puede ser alcanzado después de 24 horas. Las Figura
4.10 y el Anexo 5.1 muestran las disminuciones de las concentraciones de los farmacos en la
fase liquida hasta que se alcanzé el equilibrio de sorcién.

a b c
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Figura 4.10. Evolucién de los farmacos en funcion del tiempo en la fase liquida.
a) Amonio-nitrito oxidante; b) Nitrito oxidante; c) Biomasa heterétrofa

4.1.4 Coeficientes de sorcion Kq

Las isotermas de sorcion mostraron un buen ajuste para el modelo lineal (Figura 4.11). Las
concentraciones iniciales y finales de los farmacos en la fase liquida y solida para la
determinacion de Kq se encuentran en el Anexo 5.2 y 5.3. La pendiente de las isotermas de
sorcion representa el coeficiente Kq en L'kg?. Los coeficientes de sorcién para cada clase de
biomasa inactiva y los coeficientes de sorcién reportados en otros estudios se encuentran
resumidos en la Tabla 4.2. Los coeficientes de sorcidn para la biomasa inactiva heterétrofa fueron
ligeramente mayores que los valores obtenidos para los otros dos consorcios, lo cual puede ser
debido a las diferentes morfologias de las biomasas. Para la biomasa inactiva del consorcio nitrito
oxidante se obtuvieron los menores valores de Kq. Los valores bajos del coeficiente de sorcion
(Kq <500 Lkg? o log Kq < 2.7) implican baja sorcion al lodo, lo cual resulta principalmente en su
presencia en la fase acuosa (Ternes et al., 2004; Poseidon, 2004). Los coeficientes de sorciéon
mas bajos fueron determinados para el metoprolol con los tres consorcios (log Kq de 1.93-2.05),
el compuesto con los valores mas bajos de log Kow y l0g Dijpw, indicando su bajo potencial de
sorcion, lo cual estd de acuerdo con la baja sorcibn presentada en las pruebas de
biodegradabilidad. Los valores de log Kq para el acido mefenamico estuvieron entre 2.56 y 2.58,
por lo tanto, este compuesto también mostrd bajo potencial de sorcion, en el caso de la fluoxetina,
los valores de los coeficientes de sorcion log Kq fueron ligeramente mayores a 2.7 (2.71-2.76)
indicando su tendencia a la sorcion en la biomasa y las particulas, tal como se observé en las
pruebas de biodegradabilidad, donde se tuvo mayor sorcién de la fluoxetina en el consorcio
amonio-nitrito oxidante y nitrito oxidante en comparacién con los demas farmacos.
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Figura 4.11. Isotermas de sorcién de los farmacos en las diferentes biomasas.
a) Amonio-nitrito oxidante; b) Nitrito oxidante; c) Biomasa heterotrofa

Tabla 4.2. Coeficientes de sorcion en los diferentes consorcios microbianos

log Kg

c log Kg

ompuesto Amonio-nitrito Nitrito Heterbtrofa Literatura
oxidante oxidante

Acido mefenamico 2.57 2.56 2.58 2.64-2.732
. 376-3.78
Fluoxetina 2.73 2.71 2.76 288-3.02 ¢
Metoprolol 2.01 1.93 2.05 1.7-1.95"°¢

Referencias: 2 Radjenovi¢ et al., 2009; ® Ramil et al., 2010; ¢ Scheurer et al., 2010; ¢ Horsing et al., 2011;
¢ Fernandez-Fontaina et al., 2014

Horsing et al. (2011) obtuvieron las isotermas de sorcién de la fluoxetina para lodo secundario,
los resultados mostraron valores de Ky de 5700-6000 Lkg™ (log Kq de 3.76-3.78), los coeficientes
fueron mas altos que los calculados en este estudio. Los valores de Ky obtenidos para el acido
mefendmico en este estudio fueron ligeramente menores a los calculados por Radjenovic et al.
(2009), quienes reportaron valores de 434 a 537 L'kg™ (log Kq de 2.64-2.73) en lodo activado de
biorreactores con membranas, indicando que la sorcién podria ser un mecanismo de remocién
relevante. Ellos explicaron que las discrepancias en los datos de la literatura podrian ser debido
a las diferencias en el tiempo de retenciéon de sélidos y la composicién de la biomasa. Finalmente,
los coeficientes de sorcion determinados para el metoprolol fueron cercanos a los reportados por
Scheurer et al. (2010), ellos obtuvieron valores entre 50 y 90 L'kg? (log Kq de 1.7-1.95) en lodo
activado. Ramil et al. (2010) reportaron log Kq de 1.75 en sedimentos de rio.
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4.2 REACTORES CON BIOMASA INMOVILIZADA

4.2.1 Cantidad de biomasa y tiempos de retencion de sélidos en los reactores

Los cuatro reactores con biomasa inmovilizada fueron operados durante 304 dias. La cantidad
de biomasa inmovilizada aumento con el incremento de la carga organica, los reactores PE2 y
PU2 (CO de 9y 12 gDQO'm%d?) acumularon mayores cantidades de biomasa comparado con
los reactores PE1 y PU1 (CO de 3y 6 gDQO'm2d?). La Figura 4.12 presenta la evolucion de la
biomasa en ambos soportes. Al comparar bajo las mismas cargas organicas, se observa que los
cubos de poliuretano permitieron una mayor acumulacion de biomasa en los reactores durante
todas las fases, las cantidades fueron de 5.8-10.5 gSV'm en estos reactores y 4.9-9.0 gSV'm
en los reactores con cintas de polietileno (Tabla 4.3). La Figura 4.13a muestra una comparacion
de la cantidad promedio de biomasa en cada tipo de empaque durante las fases experimentales.
En las cintas de polietileno la biomasa se encuentra en la superficie relativamente lisa de su
estructura, mientras que en los cubos de poliuretano la biomasa es inmovilizada de dos formas,
la primera es una biopelicula sobre la superficie externa, la otra es en el interior de los poros que
proporcionan interespacios en los cuales los microorganismos pueden crecer y facilitan el
transporte de compuestos en la biomasa inmovilizada (Guo et al., 2010; Quan et al., 2012).

El comienzo de la recirculacion del efluente estuvo acompafiado de la reduccién de la cantidad
de biomasa, debido a que la recirculacion incrementa las velocidades de flujo a través del reactor,
causando el desprendimiento del exceso de biopelicula, a la vez que se mejora la transferencia
de masa (Rittman y McCarty, 2001). La disminucién ocurrié durante los primeros dias de las
fases, posteriormente la cantidad de biomasa incremento, ésta disminucion fue mas notoria en
los reactores PE2 y PU2.

CO (gbQO-m2d1) a) €O (gDQO-m2d?) b)
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Figura 4.12. Evolucién de la biomasa durante las fases experimentales.
a) Reactores PE1y PUL; b) Reactores PE2 y PU2
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Los TRS disminuyeron con el aumento de la carga organica en los reactores, el aumento de la
carga organica se realiz6 mediante el incremento del flujo en el influente de los reactores, esto
caus6 mayor desprendimiento de biomasa y mayor extraccion de sedimento de los reactores, por
lo tanto, los TRS disminuyeron. Al comparar bajo las mismas cargas organicas y velocidades de
flujo, los TRS fueron siempre mas altos en los reactores con cubos de poliuretano (Figura 4.13b),
lo cual puede ser atribuido a que la estructura porosa de este material permite retener mayor
cantidad de biomasa, tanto en la parte externa como en la parte interna, aln con altas velocidades
de flujo. Los TRS estuvieron entre 12-34 d en el reactor PE1y 15-37 d en el reactor PU1, mientras
gue los TRS estuvieron entre 4-13 y 4-16 d en los reactores PE2 y PU2 respectivamente (Tabla
4.3). Los mayores TRS se encontraron durante la fase 2 de los reactores PE1 y PU1 (CO de

3 gDQO'M2dY).
Tabla 4.3. Cantidad de biomasa y tiempos de retencion de solidos
Carga organica, Recirculacion, Cintas de polietileno Cubos de poliuretano
gDQOm2d % Biomasa, gSV-m= TRS, d Biomasa, gSV-m=2 TRS, d
6.2 PE1 28 PE1 7.0 PU1 36 PU1
3.0 (arranque) 0 5.9 PE2 31 PE2 6.8 PU2 33 PU2
3.0* 0 6.3-6.6 26-34 7.3-7.9 27-37
3.0* 50 5.9-6.0 19-28 6.3-7.1 26-32
6.0* 0 6.0-6.1 14-20 6.5-6.8 20-25
6.0* 50 4.9-7.0 12-18 5.8-6.6 15-18
9.0%* 0 8.9-9.0 11-13 9.8-10.3 13-14
9.0** 50 7.4-8.1 10-13 9.0-10.2 11-16
12.0** 0 8.2-8.6 8-9 10.3-10.5 9-10
12.0** 50 6.8-8.3 4-6 8.8-9.6 4-6
* Reactores PE1 y PU1
**Reactores PE2 y PU2
a) b)
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Figura 4.13. Biomasay TRS promedio en los reactores.
a) Cantidad de biomasa; b) TRS
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Se realizaron los analisis estadisticos con el programa Statgraphics, se evaluaron las diferencias
entre las cantidades de biomasa con los dos materiales de soporte a la misma carga organica,
también se evaluaron las diferencias entre los TRS. Los valores obtenidos de la razén-F y valor-P
del andlisis estadistico son mostrados en la Tabla 4.4. Si el valor P de la prueba F es menor de
0.05, hay una diferencia estadisticamente significativa entre las cantidades promedio de un
material de soporte a otro, con un 95 % de nivel de confianza. Por lo tanto, al trabajar con la
misma carga organica, existe una diferencia estadisticamente significativa en las cantidades de
biomasa entre un material de soporte y otro, excepto cuando los reactores fueron operados con
CO de 6 gDQO'M2d"* con recirculaciéon. En cuanto al TRS, existe una diferencia estadisticamente
significativa en los TRS entre un material de soporte y otro cuando se trabajd la condicién sin
recirculacion del efluente, excepto cuando los reactores fueron operados con CO de
3 gDQO'M=2d2.

Disefio Base
Numero de factores experimentales: 1 Numero de corridas: 8

Ndmero de blogues: 1 Grados de libertad para el error: 6
Numero de respuestas: 1 Aleatorizar: Si

Factores Niveles Respuestas  Unidades
Materiales de soporte 2 Cantidad gSv-m2;d

Tabla 4.4. Analisis estadistico de las diferencias entre las cantidades de biomasa y TRS obtenidas con los
diferentes materiales de soporte a la misma carga organica

CO, Recirculacién, BIOMASA TRS
gDQO'm?2d* % Razon-F Valor-P Razon-F Valor-P
3.0 0 55.45 0.0003 0.27 0.6201
3.0 50 17.46 0.0058 6.27 0.0463
6.0 0 37.55 0.0009 14.33 0.0091
6.0 50 0.06 0.8161 0.91 0.3772
9.0 0 59.80 0.0002 6.24 0.0467
9.0 50 44.36 0.0006 4.5 0.0780
12.0 0 465.20 0.0000 8.00 0.0300
12.0 50 18.92 0.0048 0.13 0.7304

4.2.2 Desempeio de los reactores en la remocion de la materia organica

Las concentraciones de materia organica en el influente expresadas como DQO estuvieron entre
200 y 380 mgL™. La Fase 1 (desarrollo de la biomasa y estabilizacién del proceso) tuvo una
duracién de 64 dias, las remociones de materia organica en los cuatro reactores aumentaron
gradualmente hasta llegar al 80 %, esto ocurri6 a partir del dia 52 en los reactores PE y desde el
dia 48 en los reactores PU. En la Figura 4.14 se presenta el seguimiento de la DQO en los
reactores. En los ultimos 10 dias de la fase 1, las remociones fueron mayores al 88 %, los
sistemas se mantuvieron estables y tuvieron tasas de remocién arriba de 2.4 gm=2d=.
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Una vez alcanzada la estabilizacién del proceso, se inici6 la Fase 2 que incluyé la adicion de los
farmacos al agua residual. Los reactores PE1 y PU1 continuaron trabajando con carga organica
de 3 gDQO'm2d ! (TRH de 2.8-4.1 h), en esta fase los dos reactores se mantuvieron estables en
cuanto a la remocion de DQO, esto represento tasas de remocion promedio de 2.6 gm2d? en
ambos reactores y valores hasta de 33 mgL? en los efluentes. Al incrementar la CO a
6 gDQO'M2d? disminuyé el TRH (1.3-1.7 h) y la remocién de DQO, a los dos reactores les llevd
alrededor de 30 d alcanzar nuevamente remociones mayores al 80 %. Durante la Fase 2 de los
reactores PE2 y PU2 se incrementd la carga organica a 9 gDQO'm2d 1, como consecuencia hubo
aumento del caudal y disminucién del TRH (0.9-1.4 h), al comienzo de la fase también se observo
una disminucion en la remocién de DQO en ambos soportes, después de 30 d alcanzaron
nuevamente remociones mayores al 80 %. Cuando se incrementé la CO a 12 gDQO'm%d* (Fase
4) no se logré llegar al 80 % de remocion de DQO en ningln reactor, aun asi el reactor PU2
obtuvo mejores resultados, 79.3 + 2.5 % de remocién en los Ultimos 14 dias de la fase en
comparacion a 74.7 £ 2.3 % en el reactor PE2 (Tabla 4.5). Al estudiar el efecto del 50 % de
recirculacién del efluente en los cuatro reactores, no se observé disminucion relevante de la DQO
en los efluentes, las remociones permanecieron constantes. En la Figura 4.15 se presentan las
remociones promedio de la DQO en los reactores con diferentes empaques operados con
diferentes cargas organicas, sin y con recirculacion. Se observa que el incremento de la carga
organica resultd en un decremento de las remociones de DQO en los reactores, las mayores
remociones (mayores a 89 %) fueron alcanzadas cuando se trabaj6é con CO de 3 gDQO'm2d™?,
las menores remociones fueron obtenidas con CO de 12 gDQO'm?d?* (menores a 80 %). La
recirculacion del efluente no aumentd la remocion de DQO. Las mayores remociones fueron
obtenidas en los reactores con cubos de poliuretano.
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Figura 4.14. Seguimiento de la DQO durante la experimentacion.
a) Reactor 1.Cintas de polietileno; b) Reactor 1.Cubos de poliuretano; ¢) Reactor 2.Cintas de polietileno; d) Reactor 2.Cubos de poliuretano
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Tabla 4.5. Remocién de materia organica medida como DQO en las diferentes fases experimentales

DQO
Carga Influente Cintas de polietileno Cubos de poliuretano
organica, ma-L- ' ] Tasa de . Tasade
gDQO'mM=2d? g Efluente, Remocion, ! Efluente, Remocion, o
mg L % remocién, mg L % remocion,
g.m-Z.d-l g.m-Z.d-l
69+33* PEL 69.2+16.8*PEL 2.1+0.5+PEL 63+£29* PUL  710+14.9*PUL 22404+ PUL
3.0 236437 39+6** PEL 84.2 +0.2+*PEL 25+0.5%PEL 3944**PUL  BAGH3G* Pl 2540 1*PUL
(arranque) 76£41%PE2  GE1H204FE2  20+06*P2 | 63:38*PU2  TLGHIBSPR 204062
41+8** PE2 83.0+5%+PE2 2.54+0.1%PE2 3348** PU2 86.7+4.9%PU2 2 6+),1+PU2
30 208+33 38+4* 87.2+2.2* 2.6+£0.1* 38+5* 87.1+2.5* 2.6+0.1*
’ - 33+2** 88.9+0.6** 2.7+0.02** 32+0.7** 89.5+0.3** 2.7+0.01**
33+£3* 89.3+1.7* 2.7+£0.05* 28+3* 90.8£1.6* 2.7£0.05*
30R 309436 | g4i1ec 8.330.6%  26:0.02¢ | 30£l™  89.7+0.7%  2.740.02%
270+19 58+14* 79+5.1* 4.7+0.3* 53+14* 80.4+5* 4.9£0.3*
6.0 - 461£23** 82.1+1.4** 4.920.1** 38+5** 85.2+2.1** 5.24+0.1**
* * * * * *
6.0 R 243428 45i£‘;* 81.3i2.5** 4.910.19* 371—6** 84.6i3.£ 5.1i0.i
46+3 80.7+£3.2 4.8+0.1 4243 82.2+2 5+0.1
208+33 69+12* 77+4.7* 6.9+0.4* 69+20* 76.6+7.3* 6.9+0.7*
9.0 - 59+1** 80+0.4** 7.2+£0.04** 52+1** 82.8+0.4** 7.4£0.03**
309436 56+£3* 81.8+1.6* 7.31£0.1* 44+4* 85.6%2.2* 7.7£0.2*
9.0R - 54+3** 81.2+1.3** 7.3£0.1** 46+£2** 83.8+1.1** 7.5£0.1**
270+19 75+12* 72.1+4.4* 8.6x£0.5* 71+16* 73.616* 8.8£0.7*
12.0 - 65+4** T74.7+£2.3** 8.9+0.3** 55+3** 78.4+£2.1** 9.4+0.3**
66+4* 72.8+3.2* 8.7+0.4* 56+3.5* 76.7+2.6* 9.2+0.3*
120R 243+23 67+£1** 71.8+£3.9*%* 8.6£0.5** 58+2** 75.5+3.2** 9+0.4**

*Valores promedio de la fase
**\/alores promedio para los ultimos 14 dias de la fase
R- 50 % de recirculacion del efluente
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Figura 4.15. Remociones promedio de DQO en las diferentes fases experimentales
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4.2.3 Remocion de nitrogeno amoniacal en los reactores

Las concentraciones de N-NH4 en el influente estuvieron entre 20 y 60 mg-L™2. En el transcurso
de la Fase 1 las remociones de N-NH, tuvieron un incremento progresivo, de tal manera que a
partir del dia 24 se consigui6 el 80 % de remocidn en los reactores PU1 y PU2, esto ocurrié hasta
el dia 48 en el reactor PE1 y en el dia 55 en el reactor PE2, después los reactores se mantuvieron
estables y tuvieron remociones constantes mayores al 80 % con tasas de remocion de
0.4+ 0.1 gm2d? (Figura 4.16). Durante la fase 2, las remociones de N-NH,en los reactores PE1
y PU1 aumentaron al continuar trabajando con carga organica de 3 gDQO'm2d*. Los porcentajes
de remocion del reactor PE1 llegaron hasta 95.6 + 2 % con valores promedio en el efluente de
1.7 £ 0.7 mgL?! de N-NH. y tasas de remocion de 0.4 + 0.2 gN-NHsm2d?, los resultados del
reactor PU1 fueron mejores, se lograron remociones de 97.5 £ 0.7 % y concentraciones en el
efluente de 1.0 £+ 0.4 mgL?, este reactor también tuvo mayores TRS (27-37 d). En las gréficas
puede verse que no se observé un cambio significativo en los efluentes de los reactores PE1 y PU1
cuando las concentraciones de N-NHa en los influentes fueron mas altas (dia 64-87). Tras el aumento
de la carga organica a 9 gDQO'm2d? en los reactores PE2 y PU2, los TRS y los porcentajes de
remocién de N-NH; disminuyeron, posteriormente las remociones aumentaron de forma
progresiva hasta que después de 18 dias (dia 82) se llegé nuevamente al 80 % de remocién. El
reactor PU2 alcanzé mayores remociones de N-NH. en comparacion con el reactor PE2, después
de tan solo 7 dias del cambio de fase se lograron conseguir nuevamente remociones por arriba
del 80 %, con valores en los efluentes de 4.4 + 0.3 mg-L? en los Gltimos 14 dias de la fase. El
posterior incremento en la carga organica de los reactores PE1 y PU1 a 6 gDQO'm2d provocd
una disminucion del TRS y de las remociones de N-NHa, en el reactor PE1 las remociones fueron
menores al 90 % durante toda la fase, mientras que el reactor PU1 logré remociones por arriba
del 90 %. De igual forma, tras el aumento de la carga organica a 12 gDQO'm>d en los reactores
PE2 y PU2 los porcentajes de remocioén de N-NH4 disminuyeron, las remociones en el reactor
PEZ2 al final de la fase fueron de tan solo 51.2 £ 2.1 %, el reactor PU2 obtuvo mejores resultados
y sus remociones al final de la fase llegaron al 80.7 = 1.4 %.

En la Tabla 4.6 se presentan los promedios de las concentraciones de N-NH4 en los influentes
durante las diferentes fases experimentales, asi como las concentraciones del N-NH4 en los
efluentes, los porcentajes y las tasas de remocion calculados como promedio de todo el periodo
de evaluacion de cada fase y como promedio de los valores obtenidos durante los ultimos 14 d
de cada fase cuando las concentraciones en los efluentes se mantenian constantes. Los
resultados de las remociones promedio de N-NH4 en los reactores con diferentes empaques,
operados con diferentes cargas organicas, sin y con recirculacion, se ilustran en la Figura 4.18
donde se observa que las bajas cargas organicas favorecieron las remociones de N-NH., ademas
hay un claro incremento de la remocién de N-NH4 cuando los reactores fueron operados con
recirculacion del efluente. Este efecto puede ser atribuido a la reduccién de la concentraciéon de
la materia organica en los reactores, lo cual hace a las bacterias nitrificantes mas competitivas,
esto incrementa la eficiencia de la nitrificacion y la concentracion de oxigeno disuelto (EPA, 2000),
ademas al aplicar la recirculacién se alcanza una distribucibn mas homogénea del sustrato y
oxigeno, mejorando la transferencia de masa (Rittman y McCarty, 2001). Asi, las mayores
remociones de N-NH; (98 %) fueron alcanzadas con CO de 3 gDQO'm?2d! vy 50 % de
recirculacion del efluente en los reactores con ambos materiales de soporte. Las remociones con
CO de 12 gDQO'M2d ! y 50 % de recirculacion del efluente fueron menores de 66 y 90 % en el
reactor PE2 y PU2 respectivamente, por lo tanto, las diferencias en las remociones y tasas de
nitrificacién entre un material de soporte y otro fueron mayores con carga organica alta (Figura
4.18a). Los reactores con cubos de poliuretano alcanzaron mayores remociones de N-NH4
comparado a las obtenidas con las cintas de polietileno.
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Tabla 4.6. Remocién de N-NH4 en las diferentes fases experimentales

N-NH,
Carga Influente, Cintas de polietileno Cubos de poliuretano
organn_:za,_1 mgL? . Tasade . Tasade
gDQO'mM=d Efluente, Remocion, ) Efluente, Remocion, )
mgL? % remocion, mgL % remocion,
gm2d* gm2d*
76HAGPEL 7554168l 030IFFEL | 4Qe2QFPUL BAHIITHPUL  04x01¢PUL
30 31+1.8=PH 90.945.4**PEL 04+01*PEL | 24+09%PU  O936+2.69PU1 (0440 1*<PUL
' 34+8.8
(arranque) 8.1+3.4*PE2 74.2+12.9+*P=2 0.3+0.1*PE2 3.3+4.1%P2 88.9+157P2  0.440.1*P2
5442 4+ PE2 84.7+7.9PE2 0.440.1*P=2 1.1+0.3**P2 97.1+0.8*PU2  04+0.1*P2
20 a3os136 | LTHOT 95.6:+2* 0.4+0.2* 140.4* 97.5+0.7%  0.4%0.2*
' SEES 184027 04.6:0.7%  0.3+0.03% | 0.9+#0.1%  97.4+0.1%  0.3%0.03**
3.0R 31+4.8 0.5+0.2* 98.3+0.7* 0.3+0.1* 0.4+0.2* 98.6+0.6* 0.3+0.1*
' - 0.7£0.1** 97.9£0.3** 0.3£0.1** 0.5+0.2** 98.6+0.6** 0.4£0.1**
357477 7.6+3.5* 79.3+7.9* 0.6+0.1* 4.4+£3.3* 88.3+8* 0.7+0.1*
6.0 SELO 38+0.4v 88.3+1.6%  0.740.1% | 1.5£0.1%  953+0.2%  0.74%0.1%
2.5+0.5* 90.8+2.6* 0.7+0.3* 1.2+0.2* 95.4+1.3* 0.7+0.3*
6.0R 288891 | 521020  920:3.1%  0.9+0.4% | 13+0.1%  06+l.6%  0.9+0.4
43.9+13.6 12.8+9.2* 72.1+12.8* 0.9+0.4* 5.9+3.7* 86.6+5.3* 1.2+0.4*
9.0 D 6.7+0.3** 79.9+£0.9** 0.84£0.1** 4.4+0.3** 86.8+1.5** 0.9£0.1**
31+4.8 4.4+0.4* 85.4+2.4* 0.8+0.2* 2.7+0.4* 91.1+2.2* 0.8+0.2*
9.0R - 4.4+0.3** 86.5+2.5** 0.9£0.2** 2.5£0.2%* 92.5+1** 1+0.2**
35 7+7.7 23+6.6* 36.7£12.1 0.6+0.2* 14+8.2* 62.2+18.8* 1+0.3*
12.0 T 15.9£0.6** 51.2+2.1** 0.8£0.1** 6.3£0.3** 80.7+1.4* 1.2+0.1**
12.0R sggio1 | 99t1*  638:104%  1:05* 3.4%0.7  87.2¢46*  1.3+0.5
10.8+0.7** 66.3+12.7** 1.3+0.7** 3.1+0.3** 90.2+4 .5** 1.7+0.8**

*Valores promedio de la fase
**\/alores promedio para los ultimos 14 dias de la fase
R- 50 % de recirculacion del efluente

En la Figura 4.17 se presenta el seguimiento del N-NOz y N-NOs en los efluentes durante todo el
periodo experimental. Se observa que durante todas las fases hubo menores concentraciones de
N-NO; en los efluentes en comparacion al N-NOs. Las mayores concentraciones de N-NO; se
observaron en los dias 64-87, cuando se encontraron altas concentraciones de N-NHs en el
influente. Los resultados de las concentraciones de N-NO; y N-NOs mostraron el proceso de
nitrificacion (Tabla 4.7). Las tasas de nitrificacion calculadas como promedio son presentadas en
la Figura 4.18b. Los reactores con cubos de poliuretano mostraron mayor actividad de nitrificacion
gue las obtenidas con las cintas de polietileno durante todas las fases experimentales. La
recirculacion mejoro la tasa de nitrificacion en los reactores con ambos materiales de soporte.
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Figura 4.17. Seguimiento del N-NO2 y N-NOs presente en el efluente durante la experimentacion.
a) Reactor 1.Cintas de polietileno; b) Reactor 1.Cubos de poliuretano; ¢) Reactor 2.Cintas de polietileno; d) Reactor 2.Cubos de poliuretano
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Tabla 4.7. N-NO2 y N-NOs en los efluentes de los reactores en las diferentes fases experimentales

Carga N-NH4 Carga Cintas de polietileno Cubos de poliuretano
organica, Influente, N-NH4 N-NO2 N-NO3 N-NO2 N-NO3
gbQOmM2>d* mgL* gmzd? Efluente, mg-L? Efluente, mg-L?
11.943.0*PEL 14.1+2.9*PE1 8.1+4.,5* PE1 14.3+4.6* PEL
11.3+1.9**PE1l 16,642 5**PEL 7.3+3.7**PE1 18.1+3.8** PEL
3.0
34+8.8 0.4+0.1
(arranque) 9.6+2.1* PE2 13.8+3.0*PE2 7.9+4.0* PE2 14.8+4.0* PE2
8.3+1.5** PE2 12.8+2.7**+PE2 9.345. 2%+ PE2 16.5+4.2** PE2
12.3+3.9* 19.8+7.6* 14.5+6.2* 20.7+5.3*
3.0 43.2+136 | 05202 9+0.6* 14.6+4.4 10.1+1.4% 18.11.2%*
30R 6.7+3.5* 14.7+3.9* 7.0+3.1* 20.7+3.6*
31x48 | 03201 4.0:2.1%  11.1#2.7% 5.22.3 19.0+3.6"*
6.0 11.9+2.6* 13.1+2.5* 8.1+2.9* 17.9+2.3*
35.7£7.7 | 08401 11,142+ 13+2.3% 6.9+2.3 17.041.2%*
7.5%2.4* 11.3£1.7* 4.4+1.5% 14.4+2.3*
6.0R 28.819.1 0.7£0.3 7.7+1.4%* 11.3+1.9** 4.7£1** 13.7+2.2**
9.0 10.4+3.9* 15.1+3.9* 9.9+3.2* 22.8+6.4*
43.2¢136 1.4£0.5 11.3+0.6** 16.4+1.5** 7.8+1.9%* 17.4+2.1**
90R 6.4+0.8* 14.7+2.1* 4.5+1.8* 17.7+3.8*
31x48 | 09402 6.6+1% 11.8¢1.3% | 3.9+1.8% 15.6+3.7+*
12.0 10.6+2.3* 13.4+3.3* 11.6+3.9* 16.8+1.6*
307517 | 16:0.2 9.7+1.8% 16.3+1.6 9.4+1.5% 17.4+1.6
9.2+2.2* 12.1+2.3* 6.6+2.6* 13.6+2.8*
12.0R 28.849.1 1.5£0.5 8.8+1.8** 10.5+0.8** 7.3+1** 12.3+1.5**
*Valores promedio de la fase
**\/alores promedio para los ultimos 14 dias de la fase
R- 50 % de recirculacion del efluente
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Figura 4.18. Evolucion de la nitrificacion en las diferentes fases experimentales
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Se realizaron los andlisis estadisticos de las remociones de DQO y N-NH4 con el programa
Statgraphics, se evaluaron las diferencias entre las remociones obtenidas con los diferentes
materiales de soporte a la misma carga organica, también se evaluaron las diferencias entre las
remociones obtenidas con y sin recirculacion a la misma carga organica para cada uno de los
materiales de soporte. Los valores obtenidos de la razén-F y valor-P del andlisis estadistico son
mostrados en las Tablas 4.7 y 4.8.

Si el valor P de la prueba F es menor de 0.05, hay una diferencia estadisticamente significativa
entre las remociones promedio de un material de soporte a otro, con un 95 % de nivel de
confianza. Por lo tanto, al trabajar con la misma carga orgénica, existe una diferencia
estadisticamente significativa en las remociones promedio de DQO entre un material de soporte
y otro, con un nivel del 95 % de confianza, excepto cuando los reactores fueron operados con CO
de 3 gDQO'm2d* sin recirculacion, asi como con CO de 6 y 12 gDQO'm2d* con recirculacion.
En cuanto al N-NH,4, existe una diferencia estadisticamente significativa en las remociones
promedio de N-NH4 entre un material de soporte y otro, con un nivel del 95 % de confianza (Tabla
4.8).

Los analisis estadisticos de las diferencias entre las remociones obtenidas con y sin recirculacion
a la misma carga organica, desarrolladas para cada tipo de material de soporte, indicaron que no
hubo diferencia estadisticamente significativa en las remociones promedio de DQO entre la
condicién con y sin recirculacion del efluente, con excepcion del caso donde el reactor PUL fue
operado con CO de 6 gDQO'm?%d? En cambio, existe una diferencia estadisticamente
significativa en las remociones promedio de N-NH4 entre la condicién con y sin recirculacion,
excepto el caso cuando el reactor PU1 fue operado con CO de 6 gDQO'm2d? (Tabla 4.9).

Disefio Base
Numero de factores experimentales: 1 NUmero de corridas: 14

Numero de bloques: 1 Grados de libertad para el error: 12
Numero de respuestas: 1 Aleatorizar: Si

Factores Niveles Respuestas  Unidades
Materiales de soporte 2 Remocién %

Tabla 4.8. Andlisis estadistico de las diferencias entre las remociones de DQO y N-NH4 obtenidas con los
diferentes materiales de soporte a la misma carga organica

CO, Recirculacion, DQO N-NH4
gDQO'm?2d* % Razon-F Valor-P Razon-F Valor-P
3.0 0 4.72 0.0615 70.30 0.0000
3.0 50 12.59 0.0040 6.10 0.0295
6.0 0 10.79 0.0065 133.50 0.0000
6.0 50 1.20 0.2941 5.66 0.0348
9.0 0 92.60 0.0000 77.98 0.0000
9.0 50 16.40 0.0016 33.61 0.0001
12.0 0 9.82 0.0086 610.10 0.0000
12.0 50 3.83 0.0741 21.90 0.0005
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Disefio Base
NUmero de factores experimentales: 1 Numero de corridas: 14

Ndmero de blogues: 1 Grados de libertad para el error: 12
NUmero de respuestas: 1 Aleatorizar: Si
Factores Niveles Respuestas  Unidades
Recirculacion 2 Remocioén %

Tabla 4.9. Andlisis estadistico de las diferencias entre las remociones de DQO y N-NH4 obtenidas con y
sin recirculacién a la misma carga organica para cada uno de los materiales de soporte

Material de CO, DQO N-NH4

soporte gDQO'mM?2d? Razon-F Valor-P Razén-F Valor-P
3.0 1.28 0.2905 83.68 0.0000

6.0 1.09 0.3163 12.28 0.0043

o 9.0 1.08 0.3288 28.77 0.0007
12.0 2.95 0.1114 9.49 0.0095

3.0 1.10 0.3247 19.06 0.0024

6.0 7.29 0.0193 1.37 0.2640

i 9.0 3.21 0.1107 49.53 0.0001
12.0 4.01 0.0682 27.81 0.0002

4.2.4 Remocion de los farmacos en los reactores con biomasa inmovilizada

La adicién y determinacion de los farmacos inici6 a partir del dia 65, una vez alcanzada la
estabilizacion de los reactores. Las concentraciones en los influentes estuvieron en el rango de
4.9268-6.8650 pgL* para el acido mefenamico, de 1.9014-2.3719 ugL? para la fluoxetina y de
4.7829-6.1318 ug-L* para el metoprolol. En las Figuras 4.19 y 4.20 se muestra el seguimiento de
los farmacos en los reactores. Al inicio de la fase 2, se observd una etapa de adaptacién a la
remocion de los tres farmacos, las remociones aumentaron gradualmente en los cuatro reactores,
hasta que las concentraciones de acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol en los efluentes
llegaron a ser casi constantes durante los ultimos 14 d de la fase. Al trabajar la CO de
3 gDQO'M?2d?, TRH de 2.8-4.1 h y TRS de 26-37 d, las remociones promedio de &cido
mefendmico, fluoxetina y metoprolol fueron de 41.4 + 3.9, 775 £+ 1.2 y 59.2 + 2.9 %,
respectivamente en el reactor empacado con cintas de polietileno (PE1), mientras que en el
reactor con cubos de poliuretano (PU1), las remociones promedio fueron mas altas, 60.4 + 2.7,
83.4 + 1.0y 60.6 £ 4.1 % respectivamente. Los valores promedio de las concentraciones de los
farmacos, porcentajes y tasas de remocion durante las fases experimentales son presentados en
las Tablas 4.10y 4.11.

Se observé un incremento de la remocion de los farmacos cuando los reactores fueron operados
con recirculacion del efluente, a pesar del decremento del TRS a 19-32 d causado por el
desprendimiento de exceso de biomasa inmovilizada, lo cual reduce la resistencia a la
transferencia de masa, ademas de incrementar la eficiencia de nitrificacién y la concentracion de
oxigeno disuelto (EPA, 2000; Rittman y McCarty, 2001). Por lo tanto, las mayores remociones de
los tres farmacos fueron alcanzadas aplicando CO de 3 gDQO'm2d?y 50 % de recirculacion en
los reactores con ambos materiales de soporte. Las concentraciones de acido mefenamico,
fluoxetina y metoprolol en los efluentes fueron de 1.43 + 0.14, 0.14 + 0.01y 1.76 £ 0.24 ugL*
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respectivamente para el reactor con cintas de polietileno, obteniendo remociones de 77.6 = 2.7,
94 + 0.3y 67.5 + 4.3 % respectivamente durante los ultimos 14 dias de la fase. Las mayores
remociones de los farmacos fueron obtenidas en el reactor con cubos de poliuretano, las
concentraciones en los efluentes fueron de 1.17 + 0.22, 0.11 + 0.01 y 1.47 + 0.03 pgL?,
respectivamente, obteniendo remociones de 81.7 + 35, 949 + 08 y 727 + 51 %,
respectivamente. El mayor incremento en la remocién al aplicar la recirculacién se observé en el
caso del acido mefenamico en los reactores con ambos soportes.

El incremento de la CO a 6 gDQOmM?2d? (sin recirculacién) causé un incremento de la
concentracion de farmacos en los efluentes de los reactores PE1 y PUL. Este efecto es atribuido
al cambio de las condiciones de operacién, ya que el incremento del flujo del influente causé
decremento del TRH a 1.3-1.7 h y el TRS se redujo a 14-25 d. Se necesitaron de 30-40 d para
alcanzar nuevamente la estabilizacion del proceso y concentraciones de los farmacos
relativamente constantes en los efluentes, pero mayores a las obtenidas en la etapa anterior y
por lo tanto menores remociones. Nuevamente se obtuvieron mejores remociones de los tres
farmacos en el reactor con cubos de poliuretano (PU1), el cual tuvo mayor cantidad de biomasa
y mayores remociones de N-NH; comparado con el reactor con cintas de polietiieno (PE1).
Durante la siguiente fase experimental (fase 5), la CO fue mantenida en 6 gDQO'm2d* pero se
aplicé el 50 % de recirculacién del efluente. Estas condiciones operacionales causaron un
decremento del TRS a 12-18 d, sin embargo se incrementaron las remociones de los farmacos
en los reactores con ambos soportes. Las remociones de &acido mefenamico, fluoxetina y
metoprolol fueron 59.4 + 2.4, 90.2 + 0.7 y 66.5 + 2.3 % respectivamente en el reactor con cubos
PU, mayores que las determinadas en los reactores con cintas PE (50.5+4.1,87.1+1y58.6 +
1.9 % respectivamente), esto es atribuido nuevamente a la mayor cantidad de biomasa y a las
mayores remociones de N-NH, obtenidos en el reactor PU. Los porcentajes de remocion de los
farmacos en esta fase experimental fueron similares o mayores a los obtenidos en los Gltimos
dias de la fase 2 (CO de 3 gDQO'm2d* sin recirculacion), por lo tanto, la recirculacion permite
trabajar con mayores cargas organicas, obteniendo resultados semejantes 0 mejores a cargas
organicas bajas sin recirculacion (Tabla 4.10).
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Figura 4.19. Seguimiento de los farmacos durante la experimentacion.
Reactores PE1 y PU1
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Tabla 4.10. Remocidn de los farmacos en los reactores PE1 y PU1

ACIDO MEFENAMICO
orggg?ga Influente, Cintas de polietileno Cubos de poliuretano
2. Lt

gDQO'm2d? Ha Efluente, Remocién, Tasade Efluente, Remocién, Tasade
I % remocion, uglLt % remocion,

Hg pgm2dl pgm2d

30 5 48+0.41 3.79+0.56* 30.4+12.3* 16.9+7.2* 2.9+0.69* 46.5+14.2* 2618.6*
' T 3.25+0.06** 41.4+3.9%* 22.9+3.2%* 2.2+0.03** 60.442.7** 33.6+2.9**
30R 6.03+0.37 2.24+0.63* 62.4+11.5 37.1+10* 1.6 £0.32* 73.4 £+6* 43.617.6*
’ T 1.43+0.14* T77.612.7% 51.2+3* 1.1740.22** 81.7+3.5%* 54.343.3**

6.0 5.2+0.29 3.5+0.44* 32.4+7.6* 37.6+10.3* 2.75+0.47* 47.3+8.4* 55.1+12*

' A 3.08+0.08** 40+1.4** 47.8+4.1* 2.19+0.08** 57.3t1* 68.9+6**

6.0 R 524+0.26 2.65+0.13* 49.3+3.5* 64.3+9.1* 2.11+0.07* 59.6+2* 78.1+10*
' I 2.72+0.14* 50.5+4.1** 69.84+8.1** 2.16+0.05** 60.6+1.5%* 84.5+10.1**

FLUOXETINA

3.0 2134013 0.69+0.26* 67.7+12.1* 14.6+3* 0.59+0.29* 72.4+13.8* 15.7+£3.2%

’ T 0.47+0.05** 77.5+1.2%* 16+0.4** 0.35+0.02** 83.4+1* 17.3+0.6%*

30R 224401 0.22+0.09* 90.3+4.3* 19.7+2.5* 0.19+0.08* 91.4+3.7* 20.1+2.5*
' I 0.14+0.01** 94+0.3* 21.9+0.9** 0.11+0.01** 94.9+0.8** 22.2+0.9**

2 03+0.07 0.34+0.11* 83.1+5* 37.4+4.3* 0.27+0.09* 86.9+4.6* 39.3+4.5*

6.0 T 0.28+0.01** 86.5+0.9** 41.3+3.7% 0.2+0.01** 90.4+0.5** 43.4+3.9%*

6.0 R 2 06+0.09 0.26+0.03* 87.5+1.5* 44.615.1* 0.18+0.01* 91.1+0.5* 46.845.4*
' T 0.25+0.02** 87.1+1* 43.5+6.2** 0.18+0.01** 90.8+0.3** 45.6+6.2**

METOPROLOL
30 5514038 3.21+0.72* 40.9+16.5* 22.9+9.6* 2.94+0.48* 46.1+11.7* 25.9+7.3*
’ D 2.3910.11** 59.242.9** 34.4+2.9%* 2.31+0.23** 60.6x4.1** 35.4+3.2%*
3.0R 574+0.34 1.9+0.19* 66.8+3.6* 37.2+3.4* 1.86+0.3* 67.8+4.4* 38+4.2*

’ T 1.7640.24* 67.5+4.3** 37.713* 1.4740.3** 72.745.1** 40.8+3.3**
5.23+0.33 2.84 +0.53* 45.3+10.9* 53.1+16.6* 2.41+0.59* 53.7+11.7* 63.1+17.3*
6.0 T 2.25+0.11** 58+4.3** 73.3£13.5** | 1.92+0.08** 64.2+3.5** 81.5+13.5**
6.0 R 516+0.13 2.13 +0.06* 58.7+1.5* 75.319.6* 1.69+0.05* 67.2+1.5* 86.8+11.2*
’ D 2.12+0.07** 58.6+1.9** 74.7+£11.8* | 1.71+0.09** 66.5+2.3** 86.9+14.7**

*V/alores promedio de la fase
**\/alores promedio para los ultimos 14 dias de la fase
R- 50 % de recirculacion del efluente
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En los reactores PE2 y PU2, el incremento de la CO de 3 a 9 gDQO'm2d?, produjo inestabilidad
al comienzo de la fase 2; hubo disminucion del TRH de 2.3-3.5 ha 0.9-1.4 h y los TRS fueron de
11-14 d, después de 30-40 d se obtuvieron concentraciones de farmacos relativamente
constantes en los efluentes (Figura 4.20). Los cubos PU mostraron mayores remociones de acido
mefenamico, fluoxetina y metoprolol (51.4 £ 2.8, 80.4 £ 1.6 y 49 + 2.8 %) en comparacion con las
cintas PE (28.8 £ 5, 67.1 £ 1.3y 40.4 + 2.7 %). Cuando se aplicé la recirculacion del efluente
mientras se mantuvo la CO de 9 gDQO'm2d* (fase 3), las remociones de acido mefenamico,
fluoxetina y metoprolol incrementaron en los reactores con ambos materiales de soporte, también
se obtuvieron mayores remaociones en el reactor con cubos de poliuretano. Los valores promedio
de las concentraciones y remociones de los farmacos son presentados en las Tabla 4.11.

Elincremento de la carga organica a 12 gDQO'm%d llevado a cabo en el dia 184 en los reactores
PE2 y PU2 (fase 4) caus6 nuevamente la desestabilizacion del proceso, debido al cambio de las
condiciones de operacion, tales como disminucion del TRH a 0.7-0.8 hy del TRS de 8-10 d. Las
concentraciones de los farmacos en los efluentes disminuyeron con el tiempo y se necesitaron
casi 50 d para alcanzar la estabilidad. El reactor con cubos de poliuretano obtuvo mejores
remociones de los farmacos en comparacion con las cintas de polietileno. Las remociones
incrementaron cuando se aplicd la recirculacion del efluente, las diferencias en el desempeiio de
los reactores fueron notables, sin embargo, los porcentajes de remocién de fluoxetina fueron
menores al 82 %, mientras las remociones de acido mefenamico y metoprolol fueron menores o
iguales al 50 %. Se observé nuevamente mejor desempefio en el reactor con cubos de
poliuretano, lo cual puede ser asociado con la mayor cantidad de biomasa y la mayor remocion
de N-NHa, ya que el TRS fue el mismo en ambos reactores. Adicionalmente pudo observarse que
las remociones obtenidas con CO de 12 gDQO'm2d !y 50 % de recirculacién del efluente fueron
similares o mayores a las determinadas con CO de 9 gDQO'm2d? sin recirculaciéon en los
reactores con ambos soportes, lo cual indica que la recirculacion permite trabajar con mayor carga
organica y obtener resultados similares que cuando se trabaja con menor carga organica sin
recirculacion.

Como pudo observase en la Figura 4.18b, conforme se incrementé la carga organica, la tasa de
nitrificacion también aumenté y esta fue ain mas alta cuando se aplicé el 50 % de recirculacion
del efluente, por lo tanto, las mayores tasas de nitrificacion se presentaron al trabajar con CO de
12 gDQO'M?d?! y 50 % de recirculacion. Las mayores tasas de remocion de farmacos también
se presentaron bajo estas condiciones (Figura 4.21), sin embargo, los menores porcentajes de
remocién de los tres farmacos, asi como las mas altas concentraciones en los efluentes se
tuvieron al trabajar con carga organica alta. Se debe tener presente que la actividad nitrificante
incrementa la biotransformacién de ciertos farmacos, aunque los microorganismos heterotrofos
también son capaces de degradarlos (Fernandez-Fontaina et al., 2016). Falas et al. (2012)
demostraron que los reactores con biopelicula con soportes Kaldnes K1 y Biofilm Chip alcanzaron
mayores remociones de acido mefenamico comparado al proceso de lodos activados nitrificantes,
a pesar de las mayores tasas de nitrificacion del lodo activado nitrificante. En este estudio, las
tasas de remocién de materia organica expresada como DQO Yy la nitrificacién fueron mas altas
con CO de 12 gDQO'm2d™. Las bajas remociones de los farmacos bajo estas condiciones de
operacion se deben a que de acuerdo a otros estudios, una alternativa para incrementar la
remocién de farmacos es mantener tiempos de retencién de sélidos mayores a 10 d y tiempos
de residencia hidraulica lo suficientemente largos (= 8 h) para que las enzimas reaccionen con
los compuestos (Sui et al., 2010; Forrez et al., 2011). Se ha sugerido que los tiempos de
residencia hidraulica cortos en reactores con biomasa inmovilizada son compensados por la alta
concentracion de biomasa (Falas et al., 2012).
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Figura 4.20. Seguimiento de los farmacos durante la experimentacion.
Reactores PE2 y PU2
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Tabla 4.11. Remocioén de los farmacos en los reactores PE2 y PU2

ACIDO MEFENAMICO
orggg?ga Influente, Cintas de polietileno Cubos de poliuretano
2. Lt
gDQO'm2d? Ha Efluente, Remocién, r;-newlf)i%en Efluente, Remocién, r;-riz?:ic(iﬁ?]
HoL* % 294 HoLt % 2g1
pgm=d pgm=d
9.0 5 48+0.41 4.39+0.42* 19.3+10.5* 32.5+18.4* 3.53 +0.87* 34.8+18.5* 58.3+31.4*
' T 3.95+0.17** 28.8+5* 47.9+10.4** 2.7+0.07** 51.4+2.8** 85.5+8.4**
9.0R 6.03+0.37 3.46 +0.31* 42.3+7.4* 75.3+20.2* 2.29 £0.16* 62+3.8* 110.2+17.4*
) D 3.02 +0.2* 52.7+3.3** 104.4+9. 7% | 2.13+0.12** 66.6+3.2** 132.7+9.7**
12.0 5.940.29 4.52+0.53* 13.3+8.6* 31+21.5% 4.2+0.6* 19.5+9.6* 45.6+24.3*
' A 4.,03+0.07* 21.4+1.7%* 51.2+7.4** 3.58+0.19** 30.2.£3.7* 72.8+12.5*
12.0R 524+0.26 3.4+0.13* 34.9+4.3* 90.9+16.6* 2.75+0.13* 47.442.9* 124.3+17.9*
’ I 3.42+0.12** 37.8+3.7*%* 103.9+10.8* 2.87+0.1** 47.9+2.1** 133.2+15*
FLUOXETINA
9.0 2134013 1.05+0.43* 50.6+20.6* 32.6+12.7* 0.71+0.35* 66.6+16.8* 43.3+11.1*
' T 0.69+0.03** 67.1+1.3% 4]1.6£2* 0.41+0.04** 80.4+1.6** 50.2+1.5**
90R 224401 0.34+0.1* 84.7+4.6* 55.5+7.3* 0.27+0.11* 88+5* 58+7.9*
’ I 0.23+0.01** 89.9+0.46** 62.8+2.4** 0.1620.02** 92.8+0.8** 65.2+2.6**
12.0 2 03+0.07 1.25+0.4* 38.2+20.2* 35+19.8* 0.98+0.4* 51.3+18.3* 46.9+18.9*
' e 0.77+0.05** 62.5+3.3** 59.6+7** 0.55+0.06** 73.3+3.6** 70.4+8.2**
* L3 * % *
120 R 2 06+0.09 0.47+0.05 77.1+£3.2 78.7+10.2* 0.35+0.05 83.2+3.4 86.2+11
0.51+0.04** 74.2+1.9%* 73.919.2%* 0.37+£0.03** 81.3+1.4** 81.5+10.3**
METOPROLOL
9.0 551+0.38 3.74+0.45* 31.7+11.3% 53.3+19.4* 3.66 +0.51* 32.9+13.1* 55.5+23.1*
' D 3.49+0.13** 40.412.7** 70.56.7** 2.99+0.11** 49+2.8** 86+7.5*
9.0R 574+0.34 2.83+0.37* 50.8+4.9* 84.7+8.7* 2.38+0.37* 58.6+4.9* 98.6+11.3*
’ T 2.39+0.22** 55.614** 92.9+2.9%* 1.85+0.1** 65.7+2.3** 109.446.7**
12.0 5.93+0.33 3.87+0.55* 25.8+10.8* 60.6+28.2* 3.7+0.62* 28.9+13.1* 68.7+34.9*
' T 3.5440.07** 33.9+4.8** 86.1+20.6** | 3.15+0.06** 41.3+4.6** 103.2+22.8**
120 R 516+0.13 2.88+0.14* 44.2+2.8* 113+14* 2.49+0.12* 51.6+2.9* 133.5+20.4*
’ D 2.89+0.14** 43.5+2.2%* 112.1+14.8* | 2.55+0.16** 50.2+3.2** 130.9+24**

*V/alores promedio de la fase
**\/alores promedio para los ultimos 14 dias de la fase
R- 50 % de recirculacion del efluente
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Figura 4.21. Tasas de remocién promedio de los farmacos durante las fases experimentales

Considerando los estudios de toxicidad de los tres farmacos a concentraciones
medioambientalmente relevantes, se han reportado efectos negativos a bajas concentraciones.
Collard et al. (2013) detectaron ocasionalmente caracteristicas del sexo masculino en peces
zebra hembras (Danio rerio) expuestos a 1 ug-L* de acido mefenamico, las concentraciones sin
efecto observable en el crecimiento fueron de 10 pg-L. En este estudio, las concentraciones en
el influente de acido mefenamico en los reactores PE y PU fueron menores de 10 pg-L?, pero las
concentraciones en los efluentes fueron mayores a 1 pgL?! durante todas las fases
experimentales. Ji et al. (2013) han sugerido un potencial estrogénico del acido mefenamico en
peces zebra hembras y machos (Danio rerio), después de la exposicion a 10 pg'L? de acido
mefenamico, se encontré un incremento de las concentraciones de 173-estradiol en el plasma
sanguineo, también se observé un incrementd en los niveles de testosterona en peces zebra
hembra, mientras que los niveles de testosterona entre los peces machaos disminuyeron.

Nentwig (2007) reporté que los efectos significativos en la reproduccion de los caracoles
Potamopyrgus antipodarum ocurren a 2.25 pgL? de fluoxetina, presentando una maxima
concentracion sin efecto observable de 0.47 ug-L. Mennigen et al. (2010) descubrieron que los
peces expuestos durante 28 d a 0.54 pg-L* de fluoxetina muestran efectos en el metabolismo de
la glucosa y una disminucion en la ingesta de alimentos. En este estudio, las concentraciones de
fluoxetina en los efluentes de los reactores con los dos tipos de soporte fueron mas bajas que
0.47 pugL?, esto ocurrié cuando se trabajaron las CO de 3 y 6 gDQO'm2d* independientemente
de la recirculacién, 9 gDQO'm?d? y 50 % de recirculacion en las cintas de polietileno,
9 gDQO'M2d* con y sin recirculacion en los cubos de poliuretano, ademas de 12 gDQO'm2d?'y
50 % de recirculacion. Por lo tanto, se ha determinado que los reactores con biomasa inmovilizada
de lecho sumergido empacados con cintas de polietileno y cubos de poliuretano son una buena
opcién de tratamiento de aguas residuales municipales para la remocién de fluoxetina, ya que
pueden alcanzar concentraciones lo suficientemente bajas para evitar los efectos negativos en el
ambiente.

La exposicién de Daphnia magna a 2.67 pug-L* (108 M) de metoprolol dio como resultado actividad
simpaticomimética en el corazén, indujo un efecto cronotrépico positivo y un area reducida en
diastole (Villegas-Navarro et al., 2003). Los reactores PE y PU obtuvieron concentraciones mas
bajas que este valor cuando fueron operados con CO de 3y 6 gDQO - m2d* independientemente
de la recirculacion del efluente y CO de 9 gDQO'm2d* con recirculacion. Esta relacion también
fue obtenida para el reactor PU operado a CO de 12 gDQO'm2d* con recirculacion.
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Triebskorn et al. (2007) encontraron efectos en el higado de las truchas arcoiris expuestas a
concentraciones de 1 ug'L* de metoprolol, los sintomas incluyeron la reduccién de las reservas
de glucdgeno, la presencia de material de membrana celular dentro de las células, vesiculacién,
dilatacion y orientacion irregular del reticulo endoplasmético. Contardo-Jara et al. (2010)
examinaron los cambios en la expresion genética en mejillones de agua dulce expuestos a
metoprolol, las concentraciones de 2 x 10® M (5.34 pgL™?) causaron cambios en la regulacion de
la expresién de los genes HSP70 mRNA, no se encontraron efectos a concentraciones de 2x 10
9M (0.534 pg'LY), pero se mostré que el metoprolol puede ser acumulado en los mejillones a esta
concentracion. Groner et al. (2015) estudiaron los cambios en los niveles transcripcionales de
enzimas en hepatocitos primarios en tilapias del nilo machos, se encontraron efectos a
concentraciones de 4x10° M (1.069 pgL™). Las concentraciones de metoprolol en los efluentes
de los reactores PE y PU estuvieron por arriba de 1 pg-L?, en el intervalo de 1.5-3.6 ug-L* bajo
las condiciones de operacion de este estudio.

En la Figura 4.22 se presenta una comparacion de las remociones promedio de los farmacos en
los dos materiales de soporte. Se observa que las mayores remociones de los tres farmacos
fueron obtenidas al trabajar con CO de 3 gDQO'm2d*y 50 % de recirculacién (TRH de 3.1-4.3 h
y TRS de 19-32 d). Los reactores alcanzaron mayores porcentajes de remocién de fluoxetina, en
comparacion con el 4cido mefendmico y el metoprolol. Es importante mencionar que este
compuesto fue adicionado al influente a concentraciones de tan solo 2 pg-L*?, mientras que el
acido mefenamico y metoprolol se adicionaron para obtener casi 5 pg-L™. Bajo las condiciones
mencionadas, las remociones promedio de fluoxetina fueron similares con ambos soportes,
94+ 0.3y 94.9 £ 0.8 % en el reactor PE1 y PU1 respectivamente, al trabajar las demas cargas
organicas, las remociones fueron diferentes para cada soporte y mayores en los reactores con
cubos de poliuretano. Después de la fluoxetina, los reactores lograron mayores remociones de
metoprolol en comparacion con el acido mefenamico, esto ocurrié cuando se trabajaron las CO
de 3, 6, 9y 12 gDQO'm2d* sin recirculacion, ademas de 6 y 12 gDQO'm>d™* con recirculacion.
Al trabajar con CO de 9 gDQO'm2d? y 50 % de recirculaciéon, las remociones de &acido
mefendmico y metoprolol fueron similares cuando se compararon en un mismo reactor. Al trabajar
la CO de 3 gDQO'mM?d!y 50 % de recirculacién, se observé un comportamiento diferente, las
remociones de acido mefenamico fueron mayores que las del metoprolol, 77.6 + 2.7 % vy
67.5 = 4.3 % de remocién de acido mefenamico y metoprolol, respectivamente en el reactor con
cintas de polietileno, mientras que las remociones en el reactor con cubos de poliuretano fueron
81.7+35%Yy72.7+5.1 % de acido mefenamico y metoprolol, respectivamente.
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Figura 4.22. Remociones promedio de los farmacos durante las fases experimentales
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Los andlisis estadisticos de las diferencias entre las remociones de los farmacos obtenidas con
cada material de soporte, indicaron que existe una diferencia estadisticamente significativa en las
remociones promedio de los fArmacos entre un material de soporte y otro, con un nivel del 95 %
de confianza (valor P de la prueba F menor de 0.05), para los tres farmacos (acido mefenamico,
fluoxetina y metoprolol), con la excepcion de las remociones de metoprolol con CO de
3 gDQO'M2d? sin y con recirculacion (Tabla 4.12).

Disefio Base
Numero de factores experimentales: 1 Numero de corridas: 14

Numero de bloques: 1 Grados de libertad para el error: 12
Numero de respuestas: 1 Aleatorizar: Si

Factores Niveles Respuestas  Unidades
Materiales de soporte 2 Remocién %

Tabla 4.12. Andlisis estadistico de las diferencias entre las remociones de los farmacos obtenidas con
los diferentes materiales de soporte a la misma carga organica

CO, Recirculacion, ACIDO MEFENAMICO FLUOXETINE METOPROLOL
gDQOmM?2d? % Razon-F Valor-P Razon-F Valor-P Razén-F Valor-P
3.0 0 83.06 0.0000 71.58 0.0000 0.38 0.5558
3.0 50 5.99 0.0307 8.11 0.0147 4.34 0.0592
6.0 0 505.43 0.0000 92.12 0.0000 8.69 0.0122
6.0 50 38.34 0.0000 84.41 0.0000 49.02 0.0000
9.0 0 78.38 0.0000 208.00 0.0000 25.05 0.0010
9.0 50 64.67 0.0000 64.99 0.0000 28.87 0.0002
12.0 0 33.15 0.0001 34.83 0.0001 7.82 0.0162
12.0 50 39.77 0.0000 61.89 0.0000 22.08 0.0005

De este modo, el tipo de material de soporte influyé en el desempefio de los reactores tanto en
la remocion de materia organica y nitrdogeno amoniacal, asi como en la remocion de los tres
farmacos, por un lado los cubos de poliuretano permitieron una mayor acumulacién de biomasa
en los reactores durante todas las fases, los TRS fueron mas altos en los reactores con cubos de
poliuretano, éstos alcanzaron mayores remociones de materia organica, N-NH., &cido
mefenamico, fluoxetina y metoprolol en comparacién con las cintas de polietileno. Se ha reportado
gue la biopelicula desarrollada en los reactores con cintas de polietileno es delgada, ésta favorece
la difusividad y transferencia de masa en la biopelicula (Mijaylova et al. 2010). En el caso de los
cubos de poliuretano, se ha reportado que se forma una biopelicula gruesa sobre la superficie
externa, también se puede encontrar biomasa atrapada en el interior de los poros (Guo et al.,
2010). El poliuretano existe en diferentes tamafios de poro, desde 10 PPI (10 poros por pulgada)
hasta 90 PPI, los cubos de poliuretano empleados en este estudio poseen un tamafo de poro de
10 PPI, esto significa que los poros son mas grandes, lo cual hace posible el desarrollo de la
biomasa inmovilizada y la transferencia de masa hacia el interior del cubo, de manera que
existiran variaciones en la comunidad bacteriana entre un material de soporte y otro, éstas seran
presentadas posteriormente.
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En la Tabla 4.13 se presentan los analisis estadisticos de las diferencias en las remociones
promedio entre la condicion con y sin recirculacién a la misma carga organica, el analisis fue
desarrollado para cada tipo de material de soporte, los resultados indicaron que existe una
diferencia estadisticamente significativa en las remociones promedio de los tres compuestos al
aplicar la recirculacién, con la excepcién de las remociones de metoprolol con la CO de
6 gDQO'M2d ! en el reactor con cintas de polietileno (PE) y en el reactor con cubos de poliuretano
(PU).

Disefio Base
Numero de factores experimentales: 1 NUmero de corridas: 14

Numero de bloques: 1 Grados de libertad para el error: 12
NUmero de respuestas: 1 Aleatorizar: Si
Factores Niveles Respuestas  Unidades
Recirculacion 2 Remocién %

Tabla 4.13. Andlisis estadistico de las diferencias entre las remociones de los farmacos obtenidas con y
sin recirculacion a la misma carga organica para cada material de soporte

Material de CO, ACIDO MEFENAMICO FLUOXETINE METOPROLOL

soporte  gDQOM?d?  Razdn-F Valor-P  Razén-E  Valor-P Razon-F  Valor-P
3.0 361.76 0.0000 914.58 0.0000 25.11 0.0010

6.0 41.64 0.0000 1.45 0.2520 0.11 0.7504

PE 9.0 76.61 0.0000 1355.77 0.0000 69.13 0.0000
12.0 111.97 0.0000 67.14 0.0000 24.33 0.0003

3.0 175.09 0.0000 413.15 0.0000 47.52 0.0001

6.0 16.93 0.0014 2.34 0.1519 2.10 0.1725

" 9.0 52.21 0.0001 216.30 0.0000 165.34 0.0000
12.0 123.32 0.0000 29.68 0.0001 15.78 0.0018

Debido a que las remociones de los farmacos son dependientes de las condiciones de operacion
en los procesos de tratamiento, es importante comparar las remociones de los tres compuestos
bajo las mismas condiciones de operacion. Radjenovi¢ et al. (2009) estudiaron las remociones del
acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol en dos biorreactores con membranas, uno equipado con
membranas de ultrafiltracién de fibra hueca (TRH de 7.2 h) y otro con membranas de microfiltracion
de placa plana (TRH de 15 h). Al igual que en este estudio, ellos reportaron que se alcanzaron las
mayores remociones de fluoxetina (98 + 1.9 %), seguido del metoprolol (44.2 £ 29.6 %) y por ultimo
el &cido mefenamico (40.5 £ 23.7 %) en el biorreactor con membranas de microfiltracon, mientras
gue en el reactor con membranas de ultrafiltracion fue distinto, la fluoxetina (98 + 1.6 %) seguido
del acido mefenamico (35.5 £ 28.3 %) y por ultimo el metoprolol (29.5 + 47.9 %). En ambos
reactores, la remocion del acido mefenamico se vio favorecida respecto al metoprolol bajo las
condiciones de mayor remocion de N-NH.. Esto también se observé en este estudio, ya que la
remocion de acido mefendmico fue mayor que la del metoprolol cuando se trabajé la CO de
3gDQO'M?d !y 50 % de recirculacién, donde hubo la mayor remocién de N-NHa. En la Figura 4.22
puede observarse claramente que el aumento de la carga organica disminuyé los porcentajes de
remocion, por el contrario, la recirculacion mejoro las remociones, ademas las mayores remociones
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de los tres farmacos se lograron empleando los cubos de poliuretano, lo cual puede ser atribuido a
las mayores cantidades de biomasa y a las mayores remociones de N-NHa.

La Tabla 4.14 presenta una comparacion de los resultados en este estudio con los obtenidos en
lodos activados y biorreactores con membranas. Cuando se trabajé con CO de 3 gDQO'm?d?ty
50 % de recirculacion, las remociones de acido mefenamico en ambos materiales de soporte
superaron las remociones reportadas en los lodos activados, e incluso en dos de los estudios de
biorreactores con membranas, aun cuando en este estudio se trabajaron menores TRH.
Radjenovi¢ et al. (2009) encontraron remociones de &cido mefendmico de 40 y 35 % en dos
biorreactores con membranas (TRH > 7 h; influente con 0.8-1.2 ug.L™?). Los reactores con cintas
PE y cubos PU alcanzaron mayores remociones aplicando CO de 3y 6 gDQO'm2d, usando o
no recirculacion del efluente (TRH de 1.2-4.3 h), ademas con CO de 9 gDQO'm?2d'y 50 % de
recirculacion (TRH de 1.0-1.4 h), los cubos PU también alcanzaron mayores remociones
aplicando CO de 9 gDQO'm2d* sin recirculacién. Kovalova et al. (2012) reportaron remociones
de 92 % de acido mefenamico en un biorreactor con membranas operado con TRS de 30-50 d,
TRH de 98 h y concentraciones de 6.140 + 1.779 ugL?, estas remociones no fueron alcanzadas
bajo ninguna de las condiciones estudiadas en ningun tipo de soporte, esto puede deberse a los
menores TRS y TRH.

Se obtuvieron altas remociones de fluoxetina en los reactores con ambos materiales de soporte,
cuando se trabajo la CO de 3 gDQO'm?d!y 50 % de recirculacién se consiguieron remociones
mayores que las reportadas por Suarez et al. (2010), quienes reportaron remociones de 92 + 3 %
en lodo activado nitrificante (TRS > 50 d y TRH de 24 h), sus concentraciones iniciales fueron de
13.4 + 3.7 ygL?, mientras que todas las demas fases experimentales lograron superar los
resultados obtenidos en los otros procesos de lodos activados, esto a pesar de los menores TRH.
Radjenovi¢ et al. (2009) obtuvieron 33 % de remocién de fluoxetina en un sistema de tratamiento
de aguas residuales de lodos activados, el TRS fue de 10 d, el TRH de 11.5 h y sus
concentraciones iniciales estuvieron en el rango de 0.12-2.3 ug-L?, en este estudio se superaron
estas remociones bajo todas las condiciones experimentales en ambos soportes, sin embargo,
cuando evaluaron dos biorreactores con membranas a escala piloto lograron mayores
remociones hasta de 98 %, las cuales fueron obtenidas con TRH de 7.2 y 15 h, mayores que los
TRH en este estudio, por tal razén, estas remociones no fueron alcanzadas bajo ninguna de las
condiciones probadas en ninguno de los dos tipos de soporte.

En el caso del metoprolol, durante todas las fases experimentales se superaron los resultados
obtenidos en lodos activados con ambos tipos de soporte, aun cuando se trabajaron menores
TRH. Radjenovi¢ et al. (2009) obtuvieron remociones de metoprolol de 24 % en lodo activado y
remociones de 44 y 29 % en dos biorreactores con membranas. Después, Kovalova et al. (2012)
reportaron remociones de metoprolol de 55 + 13 % en un biorreactor con membranas. Los
reactores con cintas PE y cubos PU alcanzaron remociones mayores al 55 % con CO de 3y
6 gDQO'M2d™%, independientemente de la recirculacién del efluente y con CO de 9 gDQO'm2d?
con recirculacion, los cubos PU también obtuvieron remociones mayores con CO de
9 gDQO'm?d? sin recirculacién. Es importante notar que estas remociones se lograron aun
trabajando con TRH considerablemente menores a los reportados en los otros estudios.
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Tabla 4.14. Comparacion de resultados de la remocion de los farmacos con lodos activados y biorreactores con membranas

Este estudio

Remocion, %

Otros estudios

Remocion, %

CO, TRS, d AcCIDO ACIDO
gDQOM?d" MEFENAMICO FLUOXETINE METOPROLOL MEFENAMICO FLUOXETINA METOPROLOL
PE PU PE PU PE PU PE PU LA BRM LA BRM LA BRM
30 26-34 27-37 | 414439 604427 | 77512 834+l | 592429 60.6+4.1 33.1+28.9° 44.2+29.6°
TRH=2.8-4.1h TRH=11.5h 98x1.9° TRH 15 h
405:23.7° 1pgmjgq TRH=15h | 247#449° .
3.0R 2.50a  TRH=15h Influente: | TRHELL5H  TPUEITe:
> 19-28 26-32 | 77.6£27 81.7435 | 94403  94.9+0.8 | 67.5+43 727451 Influente:  Infuente: _ 0.026-0.063
TRH=3.1-4.3 h TRH= Influente: 01223 g? 01223 | TRS=10d pgLt
7.0-159h 0.8-1.2 ugL? HgL*t Influente:
rrna o [1420 2025 | d0r1a 573:1 | 865:09 904105 | 58:43 64235 OO
B 92 +3 ¢ 29.5+47.9 P
b Lodo TRH=7.2 h
6.0 R 35.5£28.3% ctivado Influente:
TRHo12.17h| 1218 15-18 [ 505:4.1 60615 | 87.1+1  90.8:0.3 58619 66523 65 ¢ TRH=7 2 h nitri;i\/came 08+1.6b 0'822_9&863
TRH=20 h Influentgz L TRH=24h TRH=7.2h pgLt
9.0 TRS=6d 0812ugL - Influente:
TRH=0.0.14p| 11713 1314 | 28845 514128 | 67.1t13 80.4+l6 40427 49+28 TRS=>50d 11555 6.5°¢
Rl Influente: pg.L?
13.4+8.6 55413 '
9.0R 10-13 11-16 | 52.743.3 66.643.2 | 89.9+046 92.8+0.8 | 55644 65.742.3 9240 f TRH=98 h
TRH=1.0-1.4 h TRS=30-50 d TRS=30-50 d
_ 40°f ¢ Influente:
12.0 55-58 € TRH=98 h - 76.8 35 e
TRH=0.70gh| 89 910 | 214%17 302437 | 625:33 733:36 339+48 413446 | trucaoh  Influente: TRH _11-9 h TRH20 h 1.325;8.1330
TRS=16 d 6.1401L1.1779 TRS=8.1d TRS=6 d Hg
HoL
120R ] ] 80" 269
TRH-06.00h]| 48 46 |378:37 479:21 | 74219 813t14  435:22 50.2:32 33.0h TRS=35d

Referencias: ® Tauxe-Wuersch et al. 2005; ® Radjenovi¢ et al., 2009; ¢ Rosal et al., 2010; ¢ Suarez et al., 2010; © Jelic et al., 2011; f Kovalova et al., 2012;

9 Nielsen et al., 2013; " Al Aukudy et al., 2014
PE — Reactor con cintas de polietileno

PU — Reactor con cubos de poliuretano
LA — Lodos activados
BRM — Biorreactores con membranas
Nota: Valores promedio para los dltimos 14 dias de la fase
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La estructura quimica de los compuestos juega un papel importante en determinar su resistencia
a la biodegradacion, por ello, cada farmaco presentd distintas remociones. Un factor clave que
favorece la biotransformacion de farmacos en lodo activado nitrificante es la disponibilidad de
cadenas lineales con grupos alquilo, asi como los carbonos secundarios y terciarios que pueden
ser hidroxilados faciimente por la accién de la enzima amonio monooxigenasa (Fernandez-
Fontaina et al., 2016). A diferencia del acido mefenamico, la fluoxetina y el metoprolol poseen en
su estructura cadenas lineales con carbonos secundarios, lo cual puede facilitar la hidroxilacion.
El ataque por el oxigeno reactivo de la enzima amonio monooxigenasa también puede ocurrir
contra enlaces N-H, C-H, o dobles enlaces, otras dos reacciones que han sido observadas son
deshidrogenacién/oxidacion y deshalogenacién (Forrez et al., 2011). El grupo amino es donador
de electrones, esto hace a las moléculas méas propensas al ataque por las bacterias aerobias
(Tadkaew et al., 2011). Los tres compuestos contienen un enlace N-H (amina secundaria), sin
embargo, la fluoxetina, seguido del metoprolol presentan menos impedimento estérico para un
ataque en comparaciéon con el acido mefenamico. Los farmacos que muestran una asociacion
positiva con la remocién de nitrbgeno amoniacal generalmente presentan reacciones de
oxidacién como N-desalquilacion (Helbling et al., 2012). La N-desalquilaciéon puede ocurrir mas
facilmente en la fluoxetina y el metoprolol, debido a que poseen el grupo metilo y el grupo
isopropilo unido a N respectivamente. Ademas las reacciones de N-oxidacion involucran la
introduccion directa de un atomo de oxigeno en el nitrdgeno del grupo funcional amino, resultando
en productos de hidroxilamina para las aminas secundarias (Gulde et al., 2016). Los grupos
funcionales aceptores de electrones como el grupo carboxilo en el &cido mefenamico, hace a los
compuestos menos susceptibles al catabolismo oxidativo (Tadkaew et al., 2011; Luo et al.,
2014a), esto y el impedimento estérico para un ataque en el grupo amino puede explicar en parte
las bajas remociones del acido mefenamico.

Por otro lado, el &cido mefenamico y la fluoxetina contienen mas enlaces C-H que el metoprolol,
una razon es que el &cido mefendmico y la fluoxetina poseen dos anillos aromaticos, la reaccion
mas comun de los compuestos aromaticos es la sustitucion electrofilica aromatica, esto es, un
electrofilo reacciona con un anillo aromatico y sustituye a uno de los hidrogenos; pueden
introducirse varios tipos de sustituyentes, entre ellos el grupo hidroxilo (-OH), dando como
resultado una hidroxilacién del anillo aromatico (McMurry, 2008). Los intermediarios hidroxilados
pueden servir como sustrato para los microorganismos heterétrofos (Yiy Harper, 2007). También
se puede dar la oxidacion de un producto hidroxilado a un producto carbonilo o acido carboxilico
(Gulde et al., 2016). La fluoxetina es el tnico de los tres farmacos que contiene halégenos en su
molécula para una deshalogenacion, en este caso, corresponde a una defluoracién del grupo
trifluorometil, lo cual puede dar como resultado una oxidacién a acido carboxilico (Petrovic y
Barceld, 2010). Ademas la enzima amonio monooxigenasa es capaz de oxidar éteres aromaticos
a través de O-desalquilacién o hidroxilacion (Suarez et al., 2010; Alvarino et al., 2014). La
fluoxetina y el metoprolol contienen un éter aromatico. Por lo tanto, la estructura de la molécula
de fluoxetina hace posible las diversas transformaciones, todo lo anterior puede explicar en parte
las mas altas remociones de fluoxetina en comparacion con el metoprolol y el acido mefenamico.

La biodegradacién y la sorcidon son los dos mecanismos principales de remocion de farmacos
mediante tratamientos biolégicos (Ternes y Joss 2006; Majewsky et al., 2011). Generalmente los
farmacos son removidos en mayor grado en procesos aerobios en comparacion a las condiciones
anaerobias (Alvarino et al.,, 2014). Por consiguiente, ademas de la estructura quimica, es
necesario considerar las diferencias en las comunidades bacterianas desarrolladas en las cintas
de polietileno y los cubos de poliuretano, asi como el comportamiento de sorcién de los farmacos
en la biomasa inmovilizada en cada tipo de soporte.
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4.2.5 Sorcion de los farmacos en la biomasa inmovilizada

Para determinar la concentracion de los farmacos en la biomasa inmovilizada se tomaron muestras
cada dos semanas, los resultados se presentan en la Figura 4.23. El farmaco que estuvo presente
en mayores concentraciones fue el &cido mefenamico, seguido del metoprolol y la fluoxetina. Las
concentraciones de acido mefenamico estuvieron en el rango de 1.024-1.69 ug-g* en las cintas de
polietileno y 0.812-1.426 pg-g™ en los cubos de poliuretano, el metoprolol se encontr6 en el rango
de 0.635-0.921 pgg!y 0.409-0.842 pgg? respectivamente, mientras que los rangos de la
fluoxetina fueron de 0.46-0.9 ug-g? en las cintas y 0.326-0.663 pg-g* en los cubos. Puede notarse
gue se encontraron mayores concentraciones de los farmacos en la biomasa de las cintas de
polietileno en comparacion con los cubos de poliuretano. Se realizaron los analisis estadisticos
para evaluar las diferencias entre las concentraciones de los farmacos en la biomasa inmovilizada
con los dos diferentes materiales de soporte a la misma carga organica (Tabla 4.15), los resultados
mostraron que existe una diferencia estadisticamente significativa entre las concentraciones de
fluoxetina en la biomasa inmovilizada en cada material de soporte, con excepcion de la CO de 9
gDQO'm2d! sin recirculacién, también hubo una diferencia significativa en las concentraciones de
metoprolol, con excepcion de la CO de 9 gDQO'm2d* sin recirculacion y CO de 12 gDQO'm2d™,
en el caso del acido mefenamico solo existi6 diferencia significativa cuando se trabajaron las CO
de 3 gDQO'M2d?, 9 gDQO'M2d !y 12 gDQO'm?d* con recirculacion.

Disefio Base

Numero de factores experimentales: 1 Numero de corridas: 8

Ndmero de blogues: 1 Grados de libertad para el error: 6
NUmero de respuestas: 1 Aleatorizar: Si

Factores Niveles Respuestas  Unidades
Materiales de soporte 2 Cantidad ug-gt

Tabla 4.15. Anadlisis estadistico de las diferencias entre las concentraciones de los farmacos en la biomasa
inmovilizada con los diferentes materiales de soporte a la misma carga organica

CO, Recirculacion, ACIDO MEFENAMICO FLUOXETINE METOPROLOL
gDQO'mM2d? % Razén-F Valor-P Razén-F Valor-P Raz6n-F  Valor-P
3.0 0 8.39 0.0274 23.19 0.0030 13.55 0.0103
3.0 50 12.13 0.0131 7.92 0.0306 10.73 0.0169
6.0 0 3.51 0.1102 28.65 0.0017 6.07 0.0488
6.0 50 0.62 0.4626 24.65 0.0025 74.03 0.0001
9.0 0 3.76 0.1007 2.16 0.1917 0.98 0.3602
9.0 50 56.34 0.0003 12.15 0.0131 8.36 0.0276
12.0 0 4.27 0.0842 21.07 0.0037 0.03 0.8796
12.0 50 15.28 0.0079 6.47 0.0439 0.59 0.4733

Se observé que el compuesto con las mas bajas remociones (acido mefenamico) estuvo presente en
mayores concentraciones en la biomasa inmovilizada, mientras el compuesto con las mas altas
remociones (fluoxetina) estuvo presente a menores concentraciones en la biomasa, por un lado esto
puede explicarse debido a la mayor capacidad de los microorganismos de llevar a cabo la remocion
de fluoxetina, por otro lado, es importante considerar que la fluoxetina fue adicionada en una menor
concentracién al agua residual, casi 2 ugL? de fluoxetina, en comparacion con los casi 5 pg'L? de
acido mefenamico y metoprolol, lo cual también pudo influir en su menor concentracién en la biomasa.
Luo etal. (2014b) explicaron que los compuestos con mas bajas eficiencias de remocion generalmente
se acumulan en los biosolidos, tanto en la biomasa suspendida como en la biomasa inmovilizada en
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cubos de poliuretano. Tadkaew et al. (2011) explicaron que la sorcion de contaminantes organicos a
concentraciones traza en los biosolidos, da como resultado un mayor tiempo de residencia en el
reactor, lo cual puede promover la remocion via biodegradacion.
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Figura 4.23. Concentraciones de los farmacos en la biomasa inmovilizada durante la experimentacion
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No se encontrd una relacién entre las concentraciones de los farmacos en la biomasa y las
diferentes cargas organicas, tampoco se encontré una relacion entre las concentraciones de los
farmacos y el tiempo de operacion de los reactores. Segun otros estudios que han realizado la
cuantificacion de hormonas y farmacos en la biomasa de biorreactores con membranas, se han
encontrado altas concentraciones de las hormonas E1, E2, EE2 durante los primeros 120 d de
operacién, también altas concentraciones de los farmacos acido clofibrico y gemfibrozil durante
los primeros 209 d de operacién, después las concentraciones decrecieron hasta por debajo de
los limites de cuantificacién (0.002-0.006 pgg?), lo cual fue explicado por un ajuste de los
consorcios en la biomasa y el metabolismo para llevar a cabo la biodegradacion (Estrada-Arriaga
y Mijaylova, 2011; Gutierrez-Macias y Mijaylova, 2015). En este estudio no se observd este
comportamiento, las concentraciones en la biomasa inmovilizada de los dos tipos de soporte
estuvieron por arriba de los limites de cuantificacion (0.1426-0.1815 pgg?), aun en las
condiciones bajo las cuales se presentaron las mayores remociones de los farmacos (CO de
3 gDQO'm2dty 50 % de recirculacién), ademas se observaron incrementos y decrementos en
las concentraciones durante todas las fases experimentales, manteniéndose en cierto rango.

Estos resultados fueron utilizados para realizar los balances de masa, los cuales se basan en las
concentraciones medidas de los farmacos en la fase liquida y en la biomasa inmovilizada, asi se
determind la contribucién de los procesos de biodegradacion y sorcion en la remocion global de
los farmacos. La biodegradacion fue el mecanismo de remocidn principal de los tres farmacos en los
reactores con ambos materiales de soporte, la sorcién tuvo una contribucion menor al 2 % de la
remocion. Las concentraciones de los farmacos en la biomasa inmovilizada en los cubos fueron
menores en comparacion con las cintas, esto puede atribuirse a su mayor capacidad de remocion
de los farmacos, ademas a las diferentes caracteristicas de la biomasa inmovilizada en cada tipo
de soporte, tal como su menor potencial de sorcion.

4.3 COEFICIENTES DE SORCION EN LA BIOMASA INMOVILIZADA
4.3.1 Tiempo de equilibrio

Los resultados indicaron que el equilibrio para el &cido mefenamico, la fluoxetina y el metoprolol
en la biomasa inmovilizada en las cintas de polietileno puede ser alcanzado después de 12 h, el
equilibrio en los cubos de poliuretano fue alcanzado después de 18 h. La Figura 4.24 muestra las
disminuciones de los farmacos en la fase liquida para la determinacién del tiempo de equilibrio.
En el Anexo 6.1 se encuentran los resultados de los duplicados de cada experimento.
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Figura 4.24. Evolucion de los farmacos en funcion del tiempo en la fase liquida para la
determinacion del tiempo de equilibrio. a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano

92



RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.2 Coeficientes de sorcion Kqd

En la Figura 4.25 se muestran las isotermas de sorcién obtenidas, se encontré buen ajuste del
modelo con los datos, los valores de R? estuvieron entre 0.9105 y 0.987 en los dos soportes. La
pendiente representa el coeficiente Kqen L-g?, este valor fue convertido a L'kg?* para obtener los
coeficientes de sorcion mostrados en la Tabla 4.16. El Anexo 6.2 muestra las concentraciones de
los duplicados de los farmacos en la fase liquida para la determinacion de los coeficientes de
sorcion. El Anexo 6.3 contiene las concentraciones de los soélidos en los duplicados para la
determinacion de los coeficientes. El Anexo 6.4 muestra las concentraciones de los farmacos en
los solidos.

4.0 y = 1.0314x + 0.1082 a) 3.0 - b)
35 - R2=0.977 y =0.8554x + 0.0459
y=0.6719x - 0.2513 25 - R?=0.9693
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0 0 3 R?=0.987
N
S D15
o _ o
3 y= 0.02783x +0.1091 20 = 0.0758x - 0.0135
R? = 0.9105 200381
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o Acido mefenamico ¢ Fluoxetina = Metoprolol

Figura 4.25. Isotermas de sorcion de los farmacos en los dos tipos de soporte.
a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano

Tabla 4.16. Coeficientes de sorcion en la biomasa inactiva en los dos tipos de soporte

log Kg log Kq
Compuesto Biomasa Lilt(()a?atKljra
PE PU suspendida
Acido mefenamico 2.827 2.726 2.56-2.58 2.64-2.732
) 3.76-3.78 ¢
Fluoxetina 3.013 2.932 2.71-2.76 288-3.02 €
Metoprolol 1.894 1.879 1.93-2.05 1.7-1.95b¢

Referencias: 2 Radjenovi¢ et al., 2009; P Ramil et al.2010; ¢ Scheurer et al., 2010; ¢Hoérsing et al., 2011;
¢ Fernandez-Fontaina et al., 2014

La Tabla 4.16 contiene los valores de los coeficientes de sorcion obtenidos para cada biomasa
inactiva y los coeficientes reportados en la literatura. Los valores de K4<500 L'kg? (log K¢<2.7)
indican baja sorcién al lodo, lo cual resulta en su presencia principalmente en la fase acuosa
(Ternes et al., 2004; Poseidon 2004). Los menores coeficientes de sorcion fueron determinados
para el metoprolol (log K¢<2.7), esto indicd su bajo potencial de sorcién, lo cual esta de acuerdo
a los valores reportados previamente en la literatura y a los obtenidos en este estudio en las
pruebas de sorcion con biomasa suspendida. Los valores del metoprolol en los dos empaques
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fueron menores a los obtenidos anteriormente con la biomasa suspendida. Los valores para el
acido mefenamico fueron log Kq¢>2.7, mayores a los obtenidos en la biomasa suspendida y
ligeramente mayores o similares a los determinados por Radjenovic¢ et al. (2009), ellos reportaron
valores de log Kq de 2.64-2.73 (434-537 Lkg?) en lodo activado y en biorreactores con
membranas, esto indicé que la sorcién de acido mefenamico en la biomasa inmovilizada puede
ser un mecanismo de remocion relevante. Los valores de log Kq para la fluoxetina fueron los mas
altos, aunque menores a los determinados por Horsing et al. (2011), ellos reportaron log Kq de
3.76-3.78 (5700-6000 Lkg™?) en lodo secundario, los valores de log Kq en este estudio fueron
similares a los reportados por Fernandez-Fontaina et al., (2014), ellos realizaron el estudio en
reactores enriquecidos con lodo activado nitrificante. Se observé que los valores del acido
mefenamico y la fluoxetina en los dos empaques fueron mayores a los obtenidos con la biomasa
suspendida al inicio de esta investigacion. Los tres farmacos mostraron mayores coeficientes de
sorcion en la biomasa inmovilizada sobre la superficie lisa de las cintas de polietileno, en
comparacion con la biomasa inmovilizada sobre la superficie de los cubos y en el interior de sus
poros. En parte, esto puede deberse a que en las cintas de polietileno se encontré una mayor
abundancia relativa de bacterias filamentosas Thiothrix, las bacterias filamentosas pueden
proporcionar una mayor area superficial disponible para la sorcion (Martins et al., 2003).

4.4 BALANCES DE MASA EN LOS REACTORES CON BIOMASA INMOVILIZADA

Se emplearon dos métodos para realizar los balances de masa en los reactores con biomasa
inmovilizada. El método 1 involucra las concentraciones medidas de los farmacos en la fase
liquida, en la biomasa inmovilizada y en el lodo extraido. El método 2 incluye las concentraciones
medidas de los farmacos en fase liquida, asi como los coeficientes de sorcion Ky determinados
para cada compuesto en la biomasa inmovilizada en cada tipo de soporte. En ambos métodos se
considero la sorcion a partir de los solidos producidos en los reactores, su determinacion requirié
el uso del coeficiente de produccién de biomasa (Y) y el coeficiente de decaimiento enddégeno
(kg). La determinacion y los valores de los coeficientes cinéticos para cada tipo de soporte se
presentan en el Anexo 2.

Las Figuras 4.26 y 4.27 muestran una comparacion de los resultados de los balances de masa
respecto a los porcentajes de biodegradacion y sorcion con ambos métodos. En el Anexo 7.1-7.4
se encuentran los valores del balance de masa utilizando los métodos 1y 2. La principal diferencia
entre un método y otro radica en la determinacion de la sorcidn, por lo tanto, las diferencias en la
biodegradaciéon equivalen a las diferencias en la sorcion.
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Figura 4.26. Porcentajes de biodegradacién y sorcion en los reactores con cintas de polietileno
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Figura 4.27. Porcentajes de biodegradacién y sorcion en los reactores con cubos de poliuretano

La biodegradacion fue el mecanismo de remocion principal de los tres farmacos en todas las
fases. Los reactores presentaron mayores porcentajes de biodegradacion de fluoxetina en
comparacion con los demas farmacos, pero este compuesto fue adicionado en una menor
concentracion al agua residual, casi 2 pg'L* de fluoxetina, casi 5 ug-L"* de acido mefenamico y
metoprolol, esto pudo influir en los altos porcentajes de biodegradacion de la fluoxetina. En el
caso del &cido mefenamico, las diferencias entre las remociones atribuidas a la sorcién obtenidas
mediante un método y otro fueron pequefas al trabajar las cargas organicas bajas (0.2-0.6 % en
las cintas de polietileno y 0.1-0.2 % en los cubos de poliuretano), estas diferencias aumentaron
al trabajar las cargas orgéanicas altas (2.0-5.2 % y 1.0-2.6 %, respectivamente), el método 2
presentd mayores porcentajes de sorcion, principalmente en los casos de las CO de 9 y
12 gDQO'M2d?, ya que la produccion de sélidos (Anexo 7.5), la cantidad de sélidos extraidos y
las concentraciones de los farmacos en el efluente son més altas al trabajar con cargas organicas
altas, el método 2 se basa en el uso de los coeficientes de sorcién que fueron calculados con la
biomasa inmovilizada inactiva, por lo tanto, este método no toma en cuenta la actividad de la
biomasa. La excepcion ocurrié con la CO de 3 gDQO'm2d?y 50 % de recirculacion, donde el
porcentaje de sorcidn calculado con el método 1 fue superior, debido a que en esa condicién se
lograron las mayores remociones de &cido mefenéamico y por ello se obtuvieron las menores
concentraciones en los efluentes, incluso en las demas fases experimentales las concentraciones
de acido mefenamico en los efluentes fueron mayores a los otros farmacos.
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En el caso de la fluoxetina las diferencias entre las remociones atribuidas a sorcion obtenidos
mediante los dos métodos fueron de 0.4-3.2 % en las cintas de polietileno y de 0.1-1.4 % en los
cubos de poliuretano, se puede observar que en los dos tipos de soporte, la mayor diferencia se
presentd con CO de 9 y 12 gDQO'm2d? sin recirculacion (reactores PE2 y PU2), donde la
remocion por sorcion fue mayor con el método 2, esto debido a que bajo estas condiciones se
tuvieron las mayores concentraciones de fluoxetina en los efluentes.

En el caso del metoprolol las diferencias entre las remociones atribuidas a sorcion obtenidos
mediante ambos métodos fueron bajas, hasta 0.5 % en las cintas de polietileno y 0.3 % en los
cubos de poliuretano, la menor diferencia pudo ser a causa de las menores cantidades de
metoprolol medidas en la biomasa inmovilizada y los menores coeficientes de sorcién. Se puede
notar que en el caso de la fluoxetina y el metoprolol, la sorcion fue mayor con el método 1 cuando
se trabajaron las CO de 3 y 6 gDQO'm?d?, ya que en el método 2 la sorcién considera las
concentraciones de los farmacos en el efluente, dichas concentraciones fueron mas bajas con
estas cargas organicas, como consecuencia, los porcentajes de sorcion calculados también
fueron menores.

Los balances de masa realizados con el uso del coeficiente de sorcién (método 2) son una
herramienta (til para la determinacién de los mecanismos de remocién de los compuestos, con
lo cual se pueden omitir los analisis en la fase sdlida, pero se debe considerar que los coeficientes
de sorcibn se determinan con biomasa inactiva, por lo tanto la medicién directa de las
concentraciones de los farmacos en la fase liquida y sélida (método 1) se puede considerar una
mejor alternativa para los balances de masa. No obstante, las diferencias entre ambos métodos
en los dos tipos de soporte fueron <5.3 % para el acido mefenamico, <3.3 % en la fluoxetina y
<0.6 % en el metoprolol.

Se trabaj6é con un agua residual real con variaciones en la concentracibn de materia organica,
por ello fue necesario ajustar continuamente el caudal del influente para mantener la carga
organica en estudio, mientras la adicién de los farmacos se realiz6 para obtener casi 2 ug-L* de
fluoxetina, 5 ug'L? de 4cido mefenamico y metoprolol sin importar la concentracion de materia
organica, por esta razdn se observaron diferencias en los flujos méasicos de los farmacos en los
influentes, aun cuando se trabajo la misma carga organica en la condicién con recirculaciéon. La
Figura 4.28 y el Anexo 7 presentan los flujos méasicos promedio de los farmacos en los influentes
y efluentes de los reactores con los dos tipos de soporte. Los flujos promedio de acido
mefenamico en los influentes fueron desde 545.5 + 4.6 hasta 2712.6 + 26.4 pg-d?, 206.2 + 0.4 a
1037.8 + 89.5 ug-d*de fluoxetina y desde 559 + 0.4 hasta 2611.8 + 89.5 pg-d*de metoprolol. Los
flujos masicos de los influentes y efluentes incrementaron conforme aumenté la carga orgéanica,
debido al menor tiempo de residencia hidraulica en los reactores. Cuando se trabajé la condicion
con recirculacion disminuyé el flujo mésico de los tres farmacos en los efluentes de los cuatro
reactores, asi los menores flujos masicos en los efluentes y por consiguiente los mayores
porcentajes de remocion se presentaron en la Fase 3 de los reactores PE1 y PU1 (CO de
3 gDQO'm2dty 50 % de recirculacion), los flujos de acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol
en los efluentes fueron de 175 + 38.7, 14.5 + 0.7 y 186.1 + 7.1 ugd?, respectivamente en el
reactor PE1. En el reactor PUl fueron de 138.3 + 25, 129 + 15y 171.3 + 27.2 ugd?,
respectivamente. Al trabajar la CO de 3.0 gDQO'm>d* también hubo los méas bajos flujos masicos
de farmacos en los influentes, por esta razén, las menores tasas de remocion se tuvieron bajo
esta condicion, donde también se observaron menores tasas de sorcion.
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Figura 4.28. Flujos mésicos de los farmacos en el influente y efluente de los reactores con
biomasa inmovilizada. a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano

Durante la operacién de los reactores, la biomasa se encuentra activa, por lo que el método 1 se
puede considerar una mejor alternativa para los balances de masa, por consiguiente en la Figura
4.29 se presentan las tasas de remocion, biodegradacion y sorcién de los farmacos usando el
método 1.
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Figura 4.29. Tasas de remocién, biodegradacién y sorcién en los reactores con biomasa
inmovilizada. a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano

Las tasas de remocién, biodegradacion y sorcién incrementaron conforme aumento la carga
organica en los dos tipos de soporte. Al aplicar la recirculacion, las tasas de remocioén de los tres
farmacos aumentaron, de tal manera que las mayores tasas de remocion, biodegradaciéon y
sorcion se presentaron con CO de 12 gDQO'm2d !y 50 % de recirculacion. Las tasas de sorcion
del &cido mefenamico fueron mas altas en comparacion a los demdas farmacos, estas
incrementaron al aplicar la recirculacién en las cintas de polietileno. Por un lado, la recirculacién
puede mejorar la transferencia de masa, ademas de acuerdo a los coeficientes de sorciény a la
cantidad de acido mefenamico cuantificada en la biomasa, la sorcién de acido mefenamico podria
ser un mecanismo de remocidn relevante. Por otro lado, la capacidad de biodegradacion de acido
mefenamico en la biomasa inmovilizada en las cintas de polietileno fue menor al 70 %. Cuando
se aplicé la recirculacion en los cubos de poliuretano, las tasas de sorcion de acido mefenamico
fueron menores al trabajar las CO de 3y 9 gDQO'm2d?, bajo esas condiciones, las tasas de
biodegradacion de &cido mefenamico fueron mas altas, incluso mayores que las del metoprolol,
las tasas de sorcion podrian ser mas bajas debido a que cuanto mayor es la biodegradacion, la
cantidad de compuesto en la biomasa podria ser menor debido a la actividad de los
microorganismos. En las cintas de polietileno solo se logré obtener mayor remocion de &cido
mefenamico en comparacion con el metoprolol cuando se trabajé la CO de 3 gDQO'm2d*y 50 %
de recirculacion.
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Este comportamiento no fue observado para la fluoxetina y el metoprolol, las tasas de sorcién
disminuyeron al aplicar la recirculacién en los dos tipos de soporte cuando se trabajaron las CO
de 3y 6 gDQO'm2d?, ya que durante la condiciéon de recirculacién del efluente se consiguieron
mayores porcentajes de biodegradacion, mientras que al aplicar la recirculaciéon con la CO de
12 gDQO'm2d? las tasas de sorcion aumentaron, en esta condicion la produccion de sélidos y
los sélidos extraidos fueron mayores. En las cintas de polietileno también se observé que cuando
se trabajo la CO de 6 gDQO'm2d 'y 50 % de recirculacion se superaron las tasas de remocion
de los tres farmacos obtenidas con CO de 9 gDQO'm2d* sin recirculacién, lo mismo ocurrié con
la CO de 9 gDQO'mM2d'y 50 % de recirculacion en comparacion con la CO de 12 gDQO'm2d*?
sin recirculacion, por lo tanto, al aplicar la recirculacién se pueden trabajar cargas organicas mas
altas y obtener resultados similares o mejores que con cargas organicas mas bajas sin
recirculacion. En los cubos de poliuretano, las tasas de remocion obtenidas con CO de
6 gDQO'M2d !y 50 % de recirculacion superaron a las obtenidas con CO de 9 gDQO'm2d?sin
recirculacion, esto se observé Unicamente en el metoprolol, mientras que la mayor tasa de
remocién con CO de 9 gDQO'm2d!y 50 % de recirculacién, en comparacién con la CO de
12 gDQO'm2d* sin recirculacién se observé con el acido mefenamico y el metoprolol.

Al trabajar la CO de 12 gDQO'm?d* se tuvieron los mayores flujos masicos en los influentes, esto
contribuyé a las mayores tasas de remocion de los farmacos en la fase 5 de los reactores PE2 y
PU2 (CO de 12 gDQO'm?2d?'y 50 % de recirculacién), sin embargo, los flujos méasicos en los
efluentes bajo esta condicion fueron altos (Figura 4.28). En cambio, los menores flujos masicos
en los efluentes se consiguieron con CO de 3 gDQO'm2dty 50 % de recirculacion, pero al mismo
tiempo, los flujos mésicos en los influentes fueron menores. Al comparar las dos alternativas de
tratamiento (CO de 3y 12 gDQO'm2d* con 50 % de recirculaciéon) para tratar el mismo flujo
masico de la CO de 12 gDQO'm2d!y 50 % de recirculacion, en los dos tipos de soporte se
observé lo siguiente: el flujo masico del &cido mefenamico en el efluente (CO de 12 gDQO'm2d*
con 50 % de recirculacion) es casi 2.2-2.3 veces mayor que si se realiza el tratamiento del agua
residual con una CO de 3gDQO'm2d 1y 50 % de recirculacién, en el caso de la fluoxetina, el flujo
masico es de 3.3-3.8 veces mayor, mientras que el flujo méasico del metoprolol es casi 1.6 veces
mayor que si se trabaja con la CO de 3 gDQO'm2d'y 50 % de recirculacién. La principal
diferencia entre los tratamientos es el tiempo de residencia hidraulica, por lo tanto, para evitar la
contaminacién por acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol, compuestos toxicos para el
ambiente acuatico, la mejor alternativa de operacion de los reactores con cintas de polietileno y
cubos de poliuretano es la CO de 3 gDQO'm2d!y 50 % de recirculacién, a pesar de que esto
signifigue mayores tiempos de residencia hidraulica.

Se alcanzaron mayores porcentajes de biodegradacién en los reactores con cubos de
poliuretano. La Figura 4.30 muestra una comparacion de los porcentajes de biodegradacion y
sorcion calculados en los dos soportes mediante el método 1. En las cintas de polietileno (reactor
PE1; CO de 3 gDQO'm?d!y 50 % de recirculacién) se obtuvo hasta 69.3 + 7.7 % de
biodegradacién de acido mefenamico, 925 + 0.3 % de fluoxetina y 65.7 + 1.5 % de
biodegradacion de metoprolol (Anexo 7.1). En los cubos de poliuretano (reactor PUL; CO de
3 gDQO'M2d'y 50 % de recirculacién) se consiguié hasta 76.1 + 6.8 % de biodegradacion de
acido mefenamico, 93.8 £ 0.9 % de fluoxetina y 68.6 + 5.2 % de biodegradacion de metoprolol
(Anexo 7.2). Asi, los porcentajes de biodegradacién de fluoxetina fueron superiores a los
obtenidos con los demas farmacos. Los reactores con cintas de polietileno y cubos de poliuretano
mostraron mayor biodegradacion de metoprolol en comparacion con el acido mefenamico, con la
excepcion de la CO de 3 gDQO'm2dty 50 % de recirculacion en el reactor PE1 y PU1, ademas
de la CO de 9 gDQO'm%d*en el reactor PU2, donde la biodegradacion de acido mefenamico fue
mayor.
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Figura 4.30. Porcentajes de biodegradacion y sorcion en los reactores con biomasa inmovilizada (Método 1)

Los porcentajes de sorcion fueron bajos en comparacion con los porcentajes de biodegradacion.
El metoprolol fue el compuesto con el menor porcentaje de sorcidén en los dos tipos de soporte.
Se tuvieron mas altos porcentajes de sorcion en las cintas de polietileno, hasta 1.4 % de sorcion
de acido mefenamico, 1.5 % de fluoxetina y 0.6 % de sorcion de metoprolol. En los cubos de
poliuretano la sorcién fue hasta 1 % de &acido mefenamico, 1.2 % de fluoxetina y 0.5 % de
metoprolol.

4.5 CINETICAS DE REMOCION DE LOS FARMACOS CON BIOMASA INMOVILIZADA
EN EMPAQUES DE CINTA DE POLIETILENO Y CUBOS DE POLIURETANO

4.5.1 Constantes de remocion

Las cinéticas de remocion con la biomasa inmovilizada se realizaron en reactores en lote con un
volumen de trabajo de 14 L. Se utilizé la biomasa inmovilizada proveniente de los reactores PE1
(cintas de polietileno) y PU1 (cubos de poliuretano), los cuales se encontraban trabajando con
una carga organica de 6 gDQO'm2d*y 50% de recirculacién del efluente. Los empaques fueron
retirados en donde se estudiaron las diferentes fases experimentales y se colocaron en los
nuevos reactores para el estudio de la cinética. Antes de empezar el experimento se tomaron
muestras para la determinacién de los SV, la cantidad de solidos volatiles en el reactor PE fue de
6.83 gSV'm2 (4.86 gL) y en el reactor PU fue de 6.99 gSV'm=2 (4.94 gL!). Los reactores se
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llenaron con agua residual a la cual se le adicionaron los compuestos farmacéuticos en las
mismas concentraciones a las cuales se realiz6 el estudio del desempefio de los cuatro reactores
empacados operados en continuo, casi 2 pg-L? de fluoxetina, casi 5 pg-L* de acido mefenamico
y metoprolol. Para el seguimiento de la remocion se tomaron muestras cada 30 min durante
360 min. Las concentraciones de los farmacos, como promedio de las concentraciones en las
dos muestras tomadas en cada tiempo, son presentadas en la Figura 4.31, donde se observa una
disminucion progresiva de las concentraciones de los farmacos en la fase liquida. La evolucion
de las concentraciones fue diferente para cada farmaco y para cada tipo de soporte. En el reactor
PE se observé una disminucion gradual del &cido mefenamico y metoprolol durante los primeros
240 min, a partir de los 270 min las concentraciones fueron casi constantes. En el reactor PU se
observé una disminucion gradual de &cido mefendmico y metoprolol hasta los 300 min. La
fluoxetina presentd un decremento de su concentracion durante los primeros 180 min en ambos
tipos de soporte. Los porcentajes de remocién de los compuestos a través del tiempo, obtenidos
en los reactores con los dos empaques, son presentados en la Figura 4.32. El compuesto que
obtuvo los mayores porcentajes de remocion fue la fluoxetina, seguido del metoprolol y por ultimo
el acido mefenamico. El reactor PU logré la mayor remocién de acido mefenamico y metoprolol.
El reactor PE obtuvo mayores porcentajes de remocion de fluoxetina durante los primeros 150
min, posteriormente hubo un cambio, de tal manera que al finalizar los 360 min, el reactor PU
alcanzé la mayor remocion, sin embargo, la diferencia entre ambos soportes fue de tan solo 2 %,
mientras que la diferencia en la remocién del acido mefenamico y metoprolol fue de 16.7 y 8.4 %
respectivamente. El Anexo 8.1y 8.2 contiene los valores de las concentraciones en los duplicados
y los porcentajes de remocién promedio en cada tiempo. Al finalizar los 360 min, la remocion del
acido mefenamico fue de 45.8 % en PE y 62.5 % en PU, la remocion de metoprolol fue de 65 y
73.4% respectivamente. Las remociones de fluoxetina fueron de casi 80 % en los dos reactores.
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Figura 4.31. Evolucion de los farmacos en funcidn del tiempo para la fase liquida en los dos
soportes. a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano
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Ademas del seguimiento a las concentraciones de los farmacos, se midieron las concentraciones
de materia organica expresada como DQO vy las concentraciones de N-NH4, N-NO; y N-NO3 para
verificar la actividad de la biomasa en los reactores. En el Anexo 8.3 también se encuentran los
valores del seguimiento de la materia organica y nitrdgeno a través del tiempo. El reactor PU obtuvo
mayores remociones de DQO y N-NH. (Anexo 8.4), al finalizar la prueba la diferencia en la
remocién de DQO entre los dos empaques fue del 5 %, mientras que la diferencia en la remociéon
de N-NH, fue de 19.5 % (Figura 4.32). Las remociones de materia organica a los 360 min fueron
de 73.1y 78.1 % en los reactores PE y PU respectivamente, las remociones de N-NH4 fueron de
64 y 83.5 % respectivamente. La Figura 4.33 muestra las concentraciones de N-NHs, N-NO; y
N-NOg, ahi se observan las mayores concentraciones de N-NOs en el reactor PU, lo que confirma
su mayor actividad nitrificante. La Figura 4.34 presenta las tasas de remocién de los farmacos y
N-NHa4. En los primeros 30 min, el compuesto que tuvo las mayores tasas de remocion fue la
fluoxetina, seguido del metoprolol y por ultimo el acido mefenamico, después de ese tiempo el
comportamiento fue diferente, debido a la menor cantidad de fluoxetina en los influentes, en los
primeros 30 min se removio casi el 40 %, como consecuencia, sus tasas de remocion
disminuyeron después de ese tiempo. Las mas altas tasas de remocion del acido mefenamico y
metoprolol se tuvieron durante los primeros 120 min, cuando también se tuvieron las més altas
tasas de remocién de N-NH4 (Anexo 8.5).
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Figura 4.33. Seguimiento de nitrégeno en funcion del tiempo para la fase liquida en los dos soportes.
a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano
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Figura 4.34. Tasas de remocion de los farmacos con los diferentes tipos de soporte.
a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano

Se hizo una regresion lineal para ajustar las cinéticas al modelo de pseudo primer orden
(Figura 4.35). Se obtuvo un buen ajuste del modelo, los valores de R? estuvieron en el intervalo
de 0.89 y 0.99 en los dos soportes. Las constantes de remocion fueron obtenidas dividiendo la
pendiente entre la concentracion de SV, el resultado de la determinacién de los sélidos volatiles
fue de 4.857 gLt en PE (6.827 gSV'm?)y 4.943 gL en PU (6.99 gSV'm™). Los resultados de las
constantes de remocién para cada soporte son presentados en la Tabla 4.17. Las mas altas
constantes de remocion fueron obtenidas en el reactor con cubos de poliuretano. Las mayores
constantes de remocién fueron determinadas para la fluoxetina, seguido del metoprolol y por
ltimo el &cido mefenamico.
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Figura 4.35. Modelo cinético de pseudo primer orden en los reactores con biomasa
inmovilizada. a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano
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Tabla 4.17. Constantes de remocion en los dos tipos de soporte

Kpiol (L-gSV*-d?) Koiol literatura
Compuesto (L-gSSid1)*
PE PU (LgSSvrdi)*
*0.08-0.48¢

*3.9-5.3d
*0.9-1.14d

Acido mefenamico 0.593 0.903

. **0.6-1.3¢ 9.0P
Fluoxetina 1.482 1.69 **112-1.77f

*0.25-0.76 &b
Metoprolol 1.038 1.224 *0.25-0.31¢
*0.69-0.76¢
Referencias: @Wick et al., 2009; ® Suarez et al., 2010; ¢Falas et al., 2012; 4Falas et al., 2013;
e Fernandez-Fontaina et al., 2014; f Fernandez-Fontaina et al., 2016.

Considerando la clasificacion propuesta por Joss et al. (2006), los valores de kyioi Obtenidos en
los dos soportes para el acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol se encuentran en el intervalo
de 0.1<kpio<10 L-gSS™*d?, por lo que puede esperarse una remocién parcial por biodegradacion
(entre 20 y 90%), el grado de remocion sera fuertemente dependiente de la configuracion del
reactor. Esto concuerda con las remociones en el lintervalo de 45-85% obtenidas de los tres
compuestos a los 360 min de la prueba, también corresponden al intervalo de remociones
obtenidas durante toda la experimentacion.

De acuerdo a la clasificacion propuesta por Fernandez-Fontaina et al. (2016) la fluoxetina y el
metoprolol pueden clasificarse como altamente degradables (knio>1 L'gSSV-+d1), mientras que el
acido mefenamico puede considerarse moderadamente degradable (1>kuio>0.5 L'.gSSV1d?). Es
importante considerar que de acuerdo a Joss et al. (2005) y Luo et al. (2014) la sorcién de
farmacos debe ser cuantificada con base en la produccion de nuevos biosoélidos, los cuales son
responsables de la remocidén por sorcién. Por otro lado, Joss et al. (2006) explicaron que la
concentracion de sdlidos suspendidos puede asumirse constante para las pruebas en lote
realizadas en corto tiempo, por lo tanto, en el célculo de las constantes de remocién no se
considero la sorcion debida a la generacion de nuevos sélidos. Los valores de las constantes de
remocion obtenidas para el &cido mefenamico y la fluoxetina se encuentran dentro del rango de
los valores kol reportados en la literatura, mientras que los valores obtenidos para el metoprolol
son mas altos a los reportados previamente.

Falas et al. (2012) encontraron mayores constantes de remociéon de acido mefenamico en la
biomasa inmovilizada en soportes tipo Kaldnes K1 y Biofilm Chip (0.08-0.48 L-g biomasa*d?), en
comparacién con lodo activado nitrificante (0.01-0.06 L.g biomasald?), a pesar de que la
capacidad de nitrificacion fue mas baja para la biomasa inmovilizada, dichos valores son menores
que los determinados en este estudio. Posteriormente Falds et al. (2013) reportaron mayores
constantes de remocién de acido mefenamico en biomasa inmovilizada en soportes Biofilm Chip
(3.9-5.3 L'g biomasa'd?), esto es 6-9 veces mas alta que en el reactor PE y 4-6 veces mayor
gue en el reactor PU, la capacidad de nitrificacién por unidad de biomasa en ese estudio fue mas
alta para la biomasa inmovilizada en comparacién con la biomasa aerobia suspendida, donde las
constantes fueron de 0.9-1.1 L.g biomasad?, similares a las determinadas en los cubos de
poliuretano, pero mayores a las determinadas en las cintas de polietileno. En contraste, en el
mismo estudio se obtuvieron constantes de remocion de metoprolol mayores en la biomasa
suspendida (0.69-0.76 L-g biomasa'd?), en comparacién con las constantes reportadas en la
biomasa inmovilizada (0.25-0.31 L'g biomasa*d), estos valores son menores a los determinados
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en este estudio en los dos soportes, igualmente los valores de las constantes del metoprolol
reportados por Wick et al. (2009) fueron de 0.35-0.4 L.gSS'd?, menores a los valores de este
estudio. Suarez et al. (2010) obtuvieron kyio de 9 L-gSStd? para la fluoxetina en un reactor
nitrificante, este valor es mucho mayor al determinado en ambos tipos de soporte, mientras que
Fernandez-Fontaina et al. (2014) reportaron kyio de 0.6 y 1.3 L gSS d en reactores nitrificantes,
después Fernandez-Fontaina et al. (2016) reportaron valores de ko para fluoxetina de 1.12-1.17
L-.gSSV1d?ten condiciones nitrificantes, estos valores son mas bajos que los obtenidos en este
estudio, pero el valor de la constante de biodegradacion en condiciones de remocion de materia
organica (heterétrofas) fue mayor (1.77 L.gSSVv1d?).

4.6 DIVERSIDAD BACTERIANA EN LOS REACTORES CON BIOMASA INMOVILIZADA

4.6.1 Filos y clases

Elfilo es la subdivisidn basica de las bacterias, los filos se dividen en clases, las clases se dividen
en ordenes, los 6rdenes en familias, las familias en géneros y los géneros en especies (Tortora
etal., 2007). Los resultados de la secuenciacién (Miseq de lllumina) proporcionados por Research
and Testing Laboratory's fueron presentados mediante la herramienta de visualizacién Krona,
ésta permite una exploraciéon de las abundancias relativas dentro de las jerarquias taxondmicas,
en el cudl se da click en cada subdivision para mostrar desde el filo hasta el género de bacterias
con sus porcentajes correspondientes. La Figura 4.36 presenta la visualizacion principal de la
muestra del reactor PE1 cuando trabaj6 la CO de 3 gDQO'm?d* (PE 3).
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Figura 4.36. Visualizacion Krona. Reactor PE1 (CO de 3 gDQO'm?d).

De acuerdo con los resultados de la secuenciacion, once diferentes filos comprendieron més del
96 % de las bacterias en los cuatro reactores (Proteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi,
Gemmatimonadetes, Chlorobi, Actinobacteria, Firmicutes, Acidobacteria, Nitrospirae,
Saccharibacteria, Planctomycetes). La Figura 4.37 muestra los porcentajes de abundancia
relativa de los filos. El filo con la mayor abundancia relativa fue Proteobacteria, abarco el 62-75 %
en la biomasa de las cintas de polietileno (su abundancia fue mayor con el aumento de la carga
organica) y 63-83 % en la biomasa de los cubos de poliuretano (su abundancia fue menor con el
aumento de la carga organica). El siguiente filo fue Bacteroidetes, su abundancia fue de 12-23 %
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en las cintas (PE) y 8-19 % en los cubos (PU). Proteobacteria seguido de Bacteroidetes también
han sido reportados previamente como los filos dominantes en plantas de tratamiento de aguas
residuales (Ma et al., 2015; Wang et al., 2016). Proteobacteria es el filo de bacterias mas diverso,
con la mayor variabilidad morfolégica y metabdlica, incluye desde bacterias fotolitoautotrofas,
guimioheterotrofas y quimiolitoautétrofas, pueden ser aerobias o anaerobias (Kratz, 2005). El filo
Bacteroidetes incluye bacterias heterotrofas aerobias y anaerobias (Thomas et al., 2011). Los
subgrupos filogenéticos usan las letras griegas a, B, y, 0, € y (, la clase de Proteobacteria mas
abundante fue 6-Proteobacteria (25-37 % en PE y 27-36 % en PU), los porcentajes de
a-Proteobacteria y y-Proteobacteria estuvieron entre el 11-27 % en PE y 10-30 % en PU

(Figura 4.38).
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Figura 4.37. Distribucion de los filos de bacterias.
a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano
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Figura 4.38. Distribucidn de las clases de bacterias.
a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano

4.6.2 Géneros de las bacterias mas abundantes

Las bacterias crecen en presencia 0 ausencia de oxigeno molecular, pueden clasificarse en
aerobias, anaerobias facultativas y anaerobias. Las aerobias requieren oxigeno para la
degradacion del sustrato, por el contrario, las bacterias anaerobias no usan oxigeno molecular
para la degradacion de sustratos, entre las aerobias y anaerobias estan las anaerobias
facultativas o desnitrificantes, éstas tienen la habilidad de usar oxigeno libre molecular u otra
molécula como nitrato o nitrito para degradar sustratos, sin embargo, prefieren oxigeno a otras
moléculas como nitratos. Las enzimas necesarias para el uso de nitrato o nitrito son formadas
rapidamente bajo condiciones andxicas o de baja concentracion de oxigeno disuelto. En el caso
de las bacterias anaerobias, existen las tolerantes de oxigeno (aerotolerantes), éstas pueden
sobrevivir en presencia de oxigeno molecular libre, en cambio las intolerantes de oxigeno
(anaerobias obligadas) mueren en presencia de oxigeno molecular libre, debido al superéxido y
peroxido de hidrégeno formados cuando el oxigeno entra a la célula bacteriana (Gerardi, 2006).

Los resultados demostraron que las comunidades bacterianas en las cintas de polietileno y en
los cubos de poliuretano tuvieron diferencias. Todos los géneros que se presentan en este estudio
fueron encontrados en ambos tipos de soporte, sin embargo, los porcentajes de abundancia
relativa fueron distintos para cada soporte y condicioén de operacion de los reactores. En la Figura
4.39 se muestran diagramas de Venn con los géneros mas abundantes (0.5 %) en los dos
soportes, se aprecian los géneros de bacterias en comun y los cambios en las abundancias
relativas a las distintas cargas organicas. Los géneros con una abundancia =1 % fueron
considerados como dominantes.
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Figura 4.39. Diagramas de Venn de los diferentes géneros de bacterias mas abundantes (20.5 %).
PE1. Reactor 1 cintas de polietileno; PE2. Reactor 2 cintas de polietileno
PU1. Reactor 1 cubos de poliuretano; PU2. Reactor 2 cubos de poliuretano

En los dos tipos de soporte se encontraron varios géneros dominantes de bacterias que pueden
desarrollarse bajo condiciones aerobias, andxicas y anaerobias. Esto indicé que a pesar de la
concentraciéon de OD mayor a 3 mg'L! en el liquido y la superficie relativamente lisa de las cintas
de polietileno, su distribucién propicié la existencia de zonas anoxicas y anaerobias. En el caso
de los cubos de poliuretano es sabido que la biomasa es inmovilizada tanto en la superficie
externa, como en el interior de los poros que proporcionan interespacios en los cuales los
microorganismos pueden crecer, un gradiente distintivo de oxigeno disuelto ocurre hacia el
interior de los cubos, resultando en condiciones andxicas y anaerobias en la parte profunda del
cubo, posibilitando la nitrificacion y desnitrificacion simultanea (Guo et al., 2010; Quan et al.,

2012). A continuacién se describen las principales caracteristicas de los géneros de bacterias
mas abundantes.
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4.6.3 Caracteristicas de los principales géneros

a-Proteobacteria

Las bacterias del género Acidocella son heter6trofas acidoéfilas que crecen en medios aerobios,
también catalizan la reduccién de hierro férrico bajo condiciones micro-aerobias o anaerobias
(Jones et al., 2013). Este género fue mas abundante en PU (21 %) en comparacién con PE
(0.2-0.7 %), no se observo relacion con el aumento de la carga organica y la recirculaciéon. La
Figura 4.40 presenta la abundancia de los géneros pertenecientes a la clase a-Proteobacteria en
todas las condiciones de operacion de cada soporte.

Bradyrhizobium es un género que incluye bacterias aerobias o fijadoras de nitrdgeno en
condiciones de baja concentracién de oxigeno (Surpin y Maier, 1998; Tsukuda et al., 2015). No
se encontro relacion de su abundancia relativa con los diferentes soportes y cargas organicas.

Brevundimonas contiene bacterias aerobias que poseen sitios potenciales de sorcién (Resmi et
al., 2010a; Singh y Gadi, 2012), estas bacterias pueden actuar como un biosorbente para la
remocioén de plomo del agua residual (Resmi et al., 2010b). Estuvo presente en mayor abundancia
relativa (21 %) en las cintas de polietileno al trabajar con CO de 3 gDQO'm2d.

Halomonas comprende bacterias heterétrofas que pueden ser aerobias 0 anaerobias facultativas
como desnitrificantes, su desempefio se incrementa con la alta salinidad (Ventosa et al., 1998;
Liu et al., 2016). Su abundancia relativa estuvo entre 0.2-1 % en PE y 0.2-0.5 % en PU.

Mesorhizobium es un género de bacterias aerobias Gram-negativas, pueden llevar a cabo la
desnitrificacion bajo condiciones aerobias (Okada et al., 2005; Nandasena et al., 2013). No hubo
relacion de su abundancia con el tipo de soporte.

Nitratireductor posee la habilidad de convertir nitrato a nitrito pero no es capaz de reducir nitrito
a nitrégeno (Singh et al., 2012). Su abundancia fue baja en los dos tipos de soportes (£0.1%).

Las bacterias del género Novosphingobium son aerobias heterétrofas, son conocidas por incluir
especies que pueden realizar la biodegradacion de compuestos aromaticos como el 173-estradiol
(Fuijii et al., 2002). Fueron encontradas en ambos soportes durante las cuatro cargas organicas
en porcentajes 21 %, su abundancia relativa fue mayor en las cintas de polietileno (2-9 %).

Phenylobacterium abarca bacterias heterotrofas Gram-negativas, aerobias o facultativas,
degradadoras de compuestos xenobiéticos (Chu et al., 2015; Sinha et al., 2017). Su abundancia
fue mayor al trabajar con cargas organicas bajas en los dos soportes (0.1-3 %).

Reyranella son Gram-negativas y microaerofilicas, crecen aerobicamente a temperaturas en el
intervalo de 15-35 °C y pH de 4.0-9.0 (Lee y Whang, 2014). Se encontraron en ambos soportes,
principalmente cuando se trabajé con carga organica baja (0.2-1 %).

Rhodobacter comprende bacterias desnitrificantes y fototrofas anoxigénicas (Hiraishi et al.,
1995). Estuvieron presentes en los dos soportes en porcentajes de abundancia 21 % durante las
cuatro cargas organicas, su abundancia fue mayor en las cintas de polietileno.

Sphingomonas incluye bacterias quimioheterétrofas y estrictamente aerobias (Takeuchi et al.,
2001). Estuvieron presentes con mayor abundancia relativa en las cintas de polietileno
(0.2-0.8 %).

Sphingopyxis contiene bacterias estrictamente aerobias y quimiorganotroéficas (Takeuchi et al.,
2001). Fueron encontradas en ambos tipos de empaque en abundancias de 0.5<1 %.
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Figura 4.40. Porcentajes de los géneros mas abundantes de a-Proteobacteria.
a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano

B-Proteobacterias

Acidovorax es un género de bacterias anaerobias facultativas, pueden realizar la oxidacién de
hierro y la reduccién de nitratos, nitritos y 6xido nitroso (Byrne-Bailey et al., 2010; Hedrich et al.,
2011), este género contiene especies capaces de degradar esteroides (Haig et al., 2016). Fueron
encontradas en altos porcentajes 21 % en ambos soportes durante la evaluacion de las cuatro
cargas organicas estudiadas, aun asi su abundancia relativa fue mayor en la biomasa de las
cintas de polietileno al trabajar con cargas organicas altas (9 y 12 gDQO'm2d?), presentando
abundancias de 4-6 %. Las abundancias de los géneros de la clase 3-Proteobacteria en todas
las condiciones de operacion de cada soporte se encuentran en la Figura 4.41.

Alicycliphilus contiene bacterias que usan oxigeno, cloratos y nitratos como aceptores de
electrones para crecimiento bajo condiciones aerobias y anaerobias desnitrificantes. Estas
bacterias han sido observadas en reactores de biopelicula de lecho fijo (Guan et al., 2014; Hao
et al.,, 2016). Se encontraron en ambos materiales de soporte con abundancias relativas de
0.007-2 %.

El género Comamonas puede proliferar tanto en condiciones aerobias como andxicas, son
heterétrofas capaces de usar oxigeno y nitratos simultaneamente como aceptores de electrones,
producen nitrdgeno molecular sin acumular nitritos, es decir, son desnitrificantes asi como
nitrificantes bajo diversas condiciones de aeracién, ademas son degradadoras de compuestos
aromaticos, su existencia puede estar relacionada con altas concentraciones de nitrégeno
amoniacal (Ma et al., 2015). Se encontraron en un mayor porcentaje en los cubos de poliuretano
(0.2-2 %), en comparacion a 0.1-0.5 % en las cintas de polietileno.

Dechloromonas incluye bacterias oxidantes de hierro dependientes de nitratos, usan oxigeno,
cloratos y nitratos como aceptores de electrones para crecimiento bajo condiciones aerobias y
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condiciones anaerobias desnitrificantes. Estas bacterias han sido encontradas en reactores de
biopelicula de lecho fijo (Hedrich et al., 2011; Guan et al., 2014; Hao et al., 2016). Se presentaron
en mayor abundancia relativa (>0.5 %) en las cintas de polietileno.

Las bacterias del género Denitratisoma reducen nitratos, Denitratisoma oestradiolicum también
es capaz de utilizar estradiol (Fahrbach et al., 2006), estas fueron encontradas en mayor
abundancia en los cubos de poliuretano.

Diaphorobacter contiene bacterias aerobias y quimiorganétrofas, usan oxigeno como aceptor
terminal de electrones, también es posible el crecimiento bajo condiciones anaerobias y anéxicas
con nitrato como aceptor de electrones (Khan y Hiraishi, 2002). No se encontré relacion de su
abundancia relativa con el tipo de soporte y las cargas organicas.

Hydrogenophaga son bacterias aerobias facultativas (Chung et al.,, 2007). Su abundancia
relativa fue >0.5 % en las cintas de polietileno cuando se trabaj6 con carga organica alta.

Lautropia es un género de bacterias anaerobias, capaces de reducir nitratos y nitritos (Smidt et
al.,, 1994). Los porcentajes fueron mayores en las cintas de polietileno (=1 %) bajo las cuatro
cargas organicas, en comparacion a los cubos de poliuretano (<0.7 %).

Leptothrix incluye bacterias aerobias heterétrofas y filamentosas que pueden acumular hierro
férrico en su estructura (Hedrich et al., 2011). Se encontraron en mayor abundancia relativa en
los reactores PU (21 %) y con CO baja (3 y 6 gDQO'm2d™?), sus porcentajes en las cintas bajo
estas condiciones fueron de 0.3-2 %.

Limnobacter son bacterias heterétrofas aerobias oxidantes de tiosulfato (Sutton et al., 2009; Xiao
et al., 2016). Los porcentajes de abundancia fueron mayores al trabajar con cargas organicas
altas (9 y 12 gDQO'm2d?), 1 % en las cintas de polietileno y 0.2-0.7 % en los cubos de
poliuretano.

Methylotenera contiene bacterias desnitrificantes y por lo tanto pueden encontrarse a bajas
concentraciones de oxigeno (Hernandez et al., 2014). Estuvieron presentes en las cintas de
polietileno en porcentajes de abundancia relativa de 3 % al trabajar la mayor CO
(12 gDQO'M?d™), en esta condicién el porcentaje en los cubos de poliuretano fue de 0.6 %. Su
abundancia fue menor con cargas organicas bajas.

Methyloversatilis reduce nitrato a nitrito en condiciones andxicas (Mustakhimov et al., 2013). No
se observo relacion de su abundancia con el tipo de soporte y la carga organica.

Ottowia son bacterias de crecimiento facultativo, anaerobio o andxico en presencia de nitratos,
han sido encontradas en lodos activados (Spring et al., 2004). Su abundancia fue similar en
ambos empaques en las cuatro cargas organicas (0.5s1 %).

Polynucleobacter comprende bacterias heterétrofas, aerobias y Gram-negativas, pueden ser de
vida libre o endosimbidticas, se encuentran en agua dulce (Meincke et al., 2012). Estuvieron
presentes en ambos soportes, no se encontro relacion con la carga orgénica.

Rhizobacter es un género de bacterias aerobias Gram- negativas (Wei et al., 2015), encontradas
en mayor porcentaje en las cintas de polietileno (0.4-0.9 %) al trabajar cargas organicas bajas (3
y 6 gDQO'm2d1).

Rubrivivax abarca bacterias facultativas y fototréficas, pueden crecer bajo condiciones aerobias
en la oscuridad (Steunou et al., 2004). Su abundancia fue <0.1% en ambos soportes.

SC-1-84 fue el género mas abundante en los dos tipos de soporte, son bacterias que han sido
encontradas en condiciones aerobias y anoxicas (Guadie et al., 2014; Phan et al., 2016). Los
mayores porcentajes de abundancia relativa fueron encontrados en los cubos de poliuretano
(2-11 %), su abundancia disminuy6 al aplicar la recirculacién. En las cintas de polietileno sus
porcentajes estuvieron entre el 1-6 %.
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Sphaerotilus contiene bacterias heterotrofas, flamentosas y anaerobias facultativas, acoplan la
oxidacion de hierro y la reduccion de nitratos en ambientes anaerobios (Hedrich et al., 2011). Su
abundancia en ambos tipos de empaque estuvo entre 0.2-1 %.

24 - W Sphaerotilus
a) ,, | B-Proteobacteria E— Loere
20 — M Rhizobacter
X 13 N —  Polynucleobacter
> — u Ottowia
'g“ 16 ; H Nitrosomonas
w® 14 E— | Methyloversatilis
° 12 - E— ® Methylotenera
- H Limnobacter
g 10 M Leptothrix
c 8 u Lautropia
% 6 B Hydrogenophaga
c ® Diaphorobacter
> 4 M Denitratisoma
'Pt 2 M Dechloromonas
0 i i i i i B Comamonas
W Alicycliphilus
PE 6(R) PE9 PE 9(R) PE 12 PE 12(R) m Acidovorax
24 - i Sphaerotilus
b) i . e  SC-1-84
22 1 B-Proteobacteria u Rubrivivax
20 - H Rhizobacter
X 18 41—  Polynucleobacter
© 16 - ] H Ottowia
> — . E— H Nitrosomonas
s 14 . I u Methyloversatilis
o 12 - - - ] u Methylotenera
- - [E— M Limnobacter
g 10 . . ] - H Leptothrix
c 8 H Lautropia
% 6 - ] ® Hydrogenophaga
c B Diaphorobacter
3 4 M Denitratisoma
-2 2 ® Dechloromonas
0 - i i i i i ; ; B Comamonas
H Alicycliphilus

PU3 PU3(R) PUG PU6(R) PU9 PU9(R) PU12  PU12(R)  mAcidovorax
Figura 4.41. Porcentajes de los géneros mas abundantes de B-Proteobacteria.
a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano

y-Proteobacterias

Acidibacter incluye bacterias heterétrofas que crecen bajo condiciones microaerobias, anoxicas
0 anaerobias (Falagan y Johnson, 2014). No se encontro relacion de su abundancia con el tipo
de empaque y carga organica. En la Figura 4.42 se muestra la abundancia de los géneros de la
clase y-Proteobacteria en todas las condiciones de operacion de cada soporte.

Acinetobacter comprende bacterias Gram-negativas, pueden ser aerobias, también contienen
especies desnitrificantes, anaerobias facultativas, usan nitrato o nitrito bajo condiciones anodxicas
o baja concentracion de OD (Gerardi, 2006). Su abundancia fue mayor en las cintas de polietileno
(0.1-0.3 %).

Aquimonas contiene bacterias Gram-negativas, estrictamente aerobias (Saha et al., 2005). Se
encontraron en ambos empagues en el intervalo de 0.01-0.8 %.

Arenimonas son bacterias heterétrofas que muestran un metabolismo aerobio, degradan
carbono organico (WEF, 2010). Se presentaron en porcentajes =1 % en los cubos de poliuretano
con todas las cargas organicas. En las cintas 0.03-1 % con cargas organicas bajas (3 vy
6 gDQO'M2d%).

Las bacterias del género Haliea son aerobias heterétrofas y requieren NaCl para crecimiento,
degradan varios polimeros y muestran preferencia por acidos organicos y aminoacidos sobre
carbohidratos como fuente de carbono y energia (Liem, 2014). Sus abundancias fueron 21 % en
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los reactores PU bajo todas las cargas organicas, en los reactores PE las abundancias fueron
>1% con cargas organicas de 3 y 6 gDQO'm2d™.

Hyphomicrobium contiene bacterias heterotrofas desnitrificantes, su presencia se favorece por
las condiciones anodxicas (Lemmer et al., 1997; Gerardi, 2006). Estuvieron presentes en mayor
porcentaje (21 %) en el reactor PU1 (CO de 3y 6 gDQO'm2d?), con altas cargas organicas su
porcentaje disminuy0, en los reactores PE se encontraron también en mayores porcentajes
(0.6-1 %) al trabajar con cargas organicas bajas.

Las Pseudomonas son quimioheterotrofas y pueden usar H. como donador de electrones para
la desnitrificacion (Hao et al., 2016), pueden ser aerobias, anaerobias facultativas, algunas
especies son capaces de usar nitrato y nitrito bajo condiciones andxicas o baja concentracion de
OD (Gerardi, 2006). Su abundancia fue baja en ambos tipos de soportes (0.3 %).
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Figura 4.42. Porcentajes de los géneros mas abundantes de y-Proteobacteria.
a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano

Las bacterias del género Thermomonas se encuentra con frecuencia cercanas a las bacterias
nitrificantes, aunque también pueden crecer lejos ellas, son bacterias anaerobias y oxidantes de
hierro. Las Thermomonas no son organismos especificos que actian en simbiosis con las
bacterias nitrificantes, sino que son heterétrofos que ocasionalmente toman productos organicos
solubles excretados por las bacterias nitrificantes, o sustratos liberados por el decaimiento de la
biomasa nitrificante, o sustancias poliméricas extracelulares que rodean las microcolonias de las
bacterias nitrificantes (Yu et al., 2007; Hedrich et al., 2011; DolinSek et al., 2013). Las
Thermomonas se encontraron en mayor porcentaje en los cubos de poliuretano, donde hubo una
mayor actividad de remocion de nitrégeno amoniacal. La mayor abundancia en PU se encontré
al trabajar con CO de 3 gDQO'm2d* (9y 7 % sin y con recirculacién, respectivamente), mientras
gue en PE hubo 3 y 2 % sin y con recirculacion, respectivamente. De acuerdo a lo anterior, su
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menor porcentaje en las cintas de polietileno puede deberse a la menor abundancia de
Nitrosomonas en la biomasa de este empaque.

Thiothrix es un género de bacterias que se caracteriza por un crecimiento filamentoso, algunas
especies han sido reportadas como aerobias, no fermentativas y capaces de crecer
heterotréficamente, otras especies son mixotréficos o pueden crecer autotroéficamente, usan
compuestos de azufre reducido como fuente de energia, pueden estar presentes en agua residual
séptica y proliferar cuando hay productos de la fermentacion (Rossetti et al., 2003; Gerardi, 2006;
Metcalf y Eddy, 2014). Estuvieron presentes en las cintas de polietileno con abundancias relativas
de 3-18 % cuando se trabajaron cargas organicas altas, mientras que en los cubos de poliuretano
fueron de tan solo 0.4-0.8 %.

Bacteroidetes

Ferruginibacter comprende bacterias estrictamente aerobias, no filamentosas (Lim et al., 2009).
Su abundancia fue mayor en los cubos de poliuretano (1-4 %) al trabajar con cargas organicas
altas, a diferencia del 0.5-0.7 % en las cintas de polietileno. La Figura 4.43 presenta los
porcentajes de los géneros mas abundantes de diversas clases.

Flavihumibacter contiene bacterias aerobias (Oh et al., 2016), estuvieron presentes en mayor
abundancia en los cubos de poliuretano (0.5-4 %), los porcentajes en las cintas de polietileno
fueron de 0.003-0.6 %.

Flavobacterium incluye especies con potencial desnitrificante, son bacterias anaerobias
facultativas (Gerardi, 2002). Su abundancia fue mayor en las cintas PE cuando se trabajé con CO
baja, por el contrario, su abundancia fue mayor en los cubos PU cuando se trabajé con CO alta.

NS9 marine group es un género de bacterias aerobias (Baatar et al., 2016). Su abundancia fue
mayor en las cintas de polietileno.

Terrimonas incluye bacterias estrictamente aerobias, no filamentosas (Zhang et al., 2012). No
se encontro relacion entre su abundancia con el tipo de soporte y la carga organica.

Las WCHB-1 son bacterias reductoras de hierro (Livermore et al., 2013) con mayor presencia en
las cintas de polietileno al trabajar cargas organicas altas (1-2 %).

Chlorobi

Las bacterias verdes del azufre o Chlorobia constituyen un pequefio grupo de bacterias que
realizan la fotosintesis anoxigénica. Son fotolitoautdtrofas obligadas que usan sulfuro de
hidrégeno o azufre como donantes de electrones (Hiras et al., 2016). Dentro de esta clase,
OPB56 son bacterias del azufre no clasificadas (Mulheron, 2014).

Actinobacteria

Candidatus Microthrix contiene bacterias aerobias filamentosas, quimiorganétrofas capaces de
reducir nitrato a nitrito, comunmente son causantes de problemas en la separaciéon de lodos en
las plantas de tratamiento de lodos activados (Goldman y Green, 2009; Mcllroy et al., 2013).
Estuvieron presentes en la biomasa de ambos empaques y en todas las cargas organicas en
porcentajes de 0.1-1 %.
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Figura 4.43. Porcentajes de los géneros méas abundantes de diversas clases.
a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano

4.6.4 Relacion entre la comunidad bacteriana y las condiciones de operacion

Los géneros con la mayor abundancia relativa en las cintas de polietileno fueron Thiothrix,
SC-I-84, Novosphingobium y Acidovorax. Los géneros mas abundantes en los cubos de
poliuretano fueron la SC-I-84, Hailea y Thermomonas. Los valores de los porcentajes de
abundancia relativa se encuentran en las Tablas 4.18 y 4.19, la intensidad del color indica la
abundancia en las diferentes condiciones de operacion, los resultados pueden resumirse de la
siguiente manera:

Géneros con mayor abundancia al trabajar con CO baja (3y 6 gDQO'm2d™) en comparaciéon con
CO alta:

Cintas de polietileno (reactor PE1): Acidocella, Brevundimonas, Mesorhizobium, Reyranella,
SC-1-84, Nitrosomonas, Rhizobacter, Arenimonas, Haliea, Hypomicrobium, Thermomonas,
Ferruginibacter, Flavihumibacter, Terrimonas, Candidatus Microthrix, OPB56, Nitrospira.

Cubos de poliuretano (reactor PUL): Bradyrhizobium, Phenylobacterium, Halomonas,
Reyranella, SC-I-84, Leptothrix, Nitrosomonas, Rubrivivax, A0839, Haliea, Hypomicrobium,
Thermomonas, Nitrospira.

Se ha reportado que los procesos de biopelicula de baja carga organica tienden a favorecer el
desarrollo de bacterias autétrofas de lento crecimiento, tales como las nitrificantes (Falas et al.,
2012). Esto también se pudo observar en los dos tipos de soporte, ya que cuando se trabajé con
cargas organicas bajas, entre los géneros de bacterias con mayor abundancia relativa estuvieron
las amonio oxidantes Nitrosomonas y las nitrito oxidantes Nitrospira. Generalmente la biopelicula
formada con bajas cargas organicas es delgada y porosa, esto facilita la difusiéon de sustratos,
nutrientes y oxigeno disuelto (Quan et al., 2012), por lo tanto, bajo condiciones de baja carga
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organica estuvieron presentes principalmente bacterias aerobias, aun asi también se encontraron
bacterias que se desarrollan bajo condiciones andxicas y anaerobias, tal es el caso de las
Thermomonas que se encuentran con frecuencia cercanas a las bacterias nitrificantes (Yu et al.,
2007; Hedrich et al., 2011; DolinSek et al., 2013), de manera que su porcentaje de abundancia
fue mayor con baja carga, donde hubo mayor abundancia relativa de bacterias nitrificantes.

Géneros con mayor abundancia al trabajar con CO alta (9 y 12 gDQO'm2d?) en comparacién con
CO baja:

Cintas de polietileno (reactor PE2): Novosphingobium, Sphingopyxis, Acidovorax,
Hydrogenophaga, Limnobacter, Methylotenera, Rubrivivax, WCHB1-69.

Cubos de poliuretano (reactor PU2): Sphingomonas, Dechloromonas, Denitratisoma,
Diaphorobacter, Limnobacter, Polynucleobacter, Aquimonas, Thiothrix, Flavobacterium, NS9
marine group, PHOS-HES51, Ferruginibacter, Terrimonas, Candidatus Microthrix.

La condicion de alta carga organica proporciona mas sustrato para el crecimiento de
microorganismos heteroétrofos, los cudles crecen mas rapido que los autotrofos, como resultado,
la actividad de las bacterias nitrificantes disminuye, generalmente la biopelicula formada con alta
carga organica es compacta y gruesa, esto dificulta la transferencia de oxigeno disuelto (Wuertz
et al., 2008; Quan et al., 2012). Los resultados mostraron que al trabajar con cargas organicas
altas, la abundancia relativa de las bacterias nitrificantes y Thermomonas fue menor en los dos
soportes. Ademas, entre los principales géneros con mayor abundancia relativa se encontraron
tanto bacterias aerobias, asi como bacterias que se desarrollan bajo condiciones andxicas y
anaerobias.

Géneros que disminuyen su abundancia relativa al aplicar larecirculacién:

Cintas de polietileno: Acidocella, MO05-Pitesti, Rhodobacter Comamonas, Arenimonas,
Hypomicrobium, Nitrosococcus, Thermomonas, Terrimonas, Candidatus Microthrix.

Cubos de poliuretano: Phenylobacterium, Mesorhizobium, MO05-Pitesti, Novosphingobium,
Reyranella, Acidovorax, Comamonas, SC-I-84, Lautropia, Limnobacter, Acidibacter, A039,
Hypomicrobium, Thermomonas.

Géneros que aumentan su abundancia relativa al aplicar la recirculacion:
Cintas de polietileno: SC-1-84, Dechloromonas, Limnobacter, WCHB1-69.

Cubos de poliuretano: Dechloromonas, Nitrosomonas, Polynucleobacter.

El creciente flujo de entrada que resulta de la recirculacion ocasiona velocidades mas altas del
fluido a través del reactor, puede provocar el desprendimiento de exceso de biopelicula, a la vez
gue se alcanza una distribuciébn mas homogénea del sustrato y oxigeno disuelto, mejorando asi
la transferencia de masa, ademas hay una dilucion en el influente, como consecuencia se reduce
la concentracion de materia organica, lo que hace a las bacterias nitrificantes mas competitivas
(Rittman y McCarty, 2001; EPA, 2000). De esta manera, al aplicar la recirculacion en los dos tipos
de soporte, disminuyé la abundancia relativa tanto de bacterias aerobias que podrian encontrarse
en la parte externa, asi como de bacterias que se desarrollan bajo condiciones andxicas y
anaerobias, ya que el medio para su desarrollo es menos favorable como consecuencia de la
mejor transferencia de oxigeno disuelto. En cambio, debido a que la recirculacion puede mejorar
la transferencia de oxigeno disuelto, se incrementd principalmente la abundancia de bacterias
aerobias.
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Tabla 4.18. Abundancias relativas de los géneros de bacterias en las cintas de polietileno

Filo

Clase

Género

% Abundancia relativa

Proteobacteria

a-Proteobacteria

Acidocella
Bradyrhizobium
Brevundimonas

Halomonas
Mesorhizobium

MO5-Pitesti

Nitratireductor
Novosphingobium
Phenylobacterium

Reyranella

Rhodobacter
Sphingomonas
Sphingopyxis

B-Proteobacteria

Acidovorax
Alicycliphilus
Comamonas

Dechloromonas
Denitratisoma
Diaphorobacter
Hydrogenophaga
Lautropia
Leptothrix
Limnobacter
Methylotenera
Methyloversatilis
Nitrosomonas
Ottowia
Polynucleobacter
Rhizobacter
Rubrivivax
SC-I-84
Sphaerotilus

y-Proteobacteria

Acidibacter
Acinetobacter
Aquimonas
Arenimonas
A0839
Haliea
Hypomicrobium
Nitrosococcus
Pseudomonas
Thermomonas
Thiothrix

Bacteroidetes

Flavobacteria

Flavobacterium
NS9 marine group
PHOS-HES51

Sphingobacteria

Ferruginibacter
Filimonas
Flavihumibacter
WCHB1-69
Terrimonas

Actinobacteria

Actinobacteria

Candidatus Microthrix
Microbacterium

Chlorobi

Chlorobia

OPB56

Nitrospirae

Nitrospira

Nitrospira
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Tabla 4.19. Abundancias relativas de los géneros de bacterias en los cubos de poliuretano

Filo

Clase

Género

% Abundancia relativa

PU3

Proteobacteria

a-Proteobacteria

Acidocella
Bradyrhizobium
Brevundimonas

Halomonas
Mesorhizobium

MO5-Pitesti

Nitratireductor
Novosphingobium
Phenylobacterium

Reyranella

Rhodobacter
Sphingomonas
Sphingopyxis

B-Proteobacteria

Acidovorax
Alicycliphilus
Comamonas

Dechloromonas
Denitratisoma
Diaphorobacter
Hydrogenophaga
Lautropia
Leptothrix
Limnobacter
Methylotenera
Methyloversatilis
Nitrosomonas
Ottowia
Polynucleobacter
Rhizobacter
Rubrivivax
SC-1-84
Sphaerotilus

0.07
0.004
0.1
0.3

0.03
0.2
0.5
0.6

0.3

PU 3(R)

0.1
0.2
0.08

0.02
0.1

PUG6

0.07
0.004
0.05
0.3

0.2

PU6(R)

0.6
0.01
0.5

0.02
0.5

PU9

0.2
0.2
0.4
0.05

0.4 0.6 0.4
0.2

0.6
0.2

0.6

0.07

PU9(R)

0.2
0.4

0.2
0.2
0.3
0.4 0.1
0.6
0.5

0.5

0.3

0.6

0.4
0.005

0.6
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0.6

0.2

y-Proteobacteria

Acidibacter
Acinetobacter
Aquimonas
Arenimonas
A0839
Haliea
Hypomicrobium
Nitrosococcus
Pseudomonas
Thermomonas
Thiothrix

0.008

Bacteroidetes

Flavobacteria

Flavobacterium
NS9 marine group
PHOS-HES51

0.04

0.007

Sphingobacteria

Ferruginibacter
Filimonas
Flavihumibacter
WCHB1-69
Terrimonas

Actinobacteria

Actinobacteria

Candidatus Microthrix
Microbacterium

0.3
0.2

0.1
0.03

0.5
0.2

0.3
0.02

0.5
0.009

0.1
0.06

0.6
0.05
0.04

0.5
0.07
0.09
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4.6.5 Abundancia relativa de las bacterias amonio y nitrito oxidantes

Las bacterias amonio y nitrito oxidantes son aerobias quimioautédtrofas, Nitrosomonas y
Nitrosospira son los géneros de bacterias amonio oxidantes mas importantes. Nitrospira y
Nitrobacter son los géneros de bacterias nitrito oxidantes encontradas frecuentemente en lodos
activados y biomasa inmovilizada, su existencia y proporciones son inconsistentes en diferentes
estudios (WEF, 2010; Quan et al., 2012; Metcalf y Eddy, 2014). Las bacterias amonio oxidantes
Nitrosomonas son resistentes a los cambios en el ambiente, tienen relativamente alta tasa de
crecimiento comparado a Nitrosospira, por lo que Nitrosomonas es frecuentemente reportado
como género dominante en las plantas de tratamiento de aguas residuales, los deméas géneros
como Nitrosococcus han sido encontrados en muy bajos porcentajes, en el caso de las bacterias
nitrito oxidantes, Nitrospira se ha reportado como uno de los géneros dominantes en reactores
nitrificantes (Ye et al., 2011; Ma et al., 2015).

En este estudio se obtuvieron resultados similares, Nitrosomonas fue el género de bacterias
amonio oxidantes con mayor abundancia relativa, los porcentajes fueron de 0.2-0.8 % en las
cintas de polietileno y 0.5-1 % en los cubos de poliuretano, donde su abundancia relativa
incrementd como resultado de la recirculacion del efluente, con excepcion de la CO de
12 gDQO'm2d. En las cintas de polietileno la recirculacion increment6 la abundancia relativa de
Nitrosomonas solo a bajas cargas organicas (3 y 6 gDQO'm2d?), esto puede explicarse debido
a que por un lado, los microorganismos con la més alta tasa de crecimiento generalmente se
encuentran en el exterior de la biopelicula, mientras que los microorganismos de lento crecimiento
como las bacterias nitrificantes se encuentran en el interior, donde aln puede penetrar el oxigeno
disuelto, como resultado se encuentran protegidos ante posibles condiciones adversas del medio
por los microorganismos con alta tasa de crecimiento (Wuertz et al., 2008; Ibrahim et al., 2012),
en las biopeliculas gruesas, el oxigeno solo puede penetrar aproximadamente hasta 300 pm
(Flemming et al., 2000). Por otro lado, el aumento de la carga organica se realiz6 mediante el
incremento del caudal del influente, ademas el creciente flujo de entrada que resulta de la
recirculacion ocasiona velocidades aun mas altas del fluido a través del reactor, provocando el
desprendimiento de exceso de biopelicula (Rittman y McCarty, 2001), este desprendimiento pudo
ocasionar la disminucion de la abundancia de Nitrosomonas en las cintas de polietileno al trabajar
con CO de 9 gDQO'm?d™. Por el contrario, en los cubos de poliuretano hubo incremento de la
abundancia de Nitrosomonas al aplicar la recirculacién bajo esta condicién, se ha reportado
previamente que las bacterias nitrificantes Nitrosomonas son encontradas en los espacios
interiores de la esponja de poliuretano mas que dentro de la biopelicula adherida a la superficie
(Chuy Wang, 2011), esto pudo haber evitado pérdidas de las bacterias Nitrosomonas, ya que el
creciente flujo puede afectar principalmente la parte externa. El género Nitrosococcus estuvo
presente en porcentajes menores al 0.05 % en ambos empaques. Nitrospira también fue el
género de bacterias nitrito oxidantes mas abundante, los porcentajes fueron 0.3-2 % en las cintas
de polietileno y 0.8-2 % en los cubos de poliuretano, mientras que Nitrobacter estuvo presente en
porcentajes menores al 0.05 %. Es evidente la mayor abundancia de las bacterias nitrito oxidantes
en los cubos de poliuretano que presentaron mayores remociones de nitrbgeno amoniacal. Los
bajos porcentajes de bacterias nitrificantes parecen no estar de acuerdo con la eficiente
nitrificacién, esto se debe a las altas concentraciones de materia organica en comparacion al
nitrégeno amoniacal, lo que proporciona exceso de sustratos de crecimiento para las bacterias
heterétrofas, contribuyendo a su mayor abundancia (Ma et al., 2015).
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4.6.6 Relacion entre la remocion de farmacos, las condiciones de operacion y
la comunidad bacteriana

Las condiciones aerobias son favorables para la remocién de farmacos en comparaciéon a las
condiciones anaerobias (Alvarino et al., 2014). Se han reportado cinéticas de degradacion mas
rapidas en reactores nitrificantes en comparacién con sistemas desnitrificantes (Suarez et al.,
2010), por esta razon es importante prestar atencion a los géneros de bacterias nitrificantes
presentes en los reactores. Los estudios indican que la transformacion de los farmacos puede
iniciarse gracias a la biodegradaciéon cometabdlica de la enzima amonio monooxigenasa,
secretada por las bacterias autotrofas amonio oxidantes, por lo tanto, la buena actividad
nitrificante puede incrementar la biodegradaciéon de algunos farmacos (Forrez et al.,, 2011;
Fernandez-Fontaina et al., 2012), aunque también la biodegradacion puede ser debida al
cometabolismo o metabolismo de algunos microorganismos heterotrofos (Tran et al., 2013;
Fernandez-Fontaina et al., 2016).

De acuerdo a los resultados de las pruebas de biodegradabilidad con biomasa suspendida, la
biomasa amonio-nitrito oxidante tuvo mayor capacidad de biodegradacion de acido mefenamico
(85 %) y metoprolol (64.5 %), por lo que su remocion podria beneficiarse principalmente de la
buena actividad nitrificante, sin embargo, la biomasa heterotrofa también tuvo la capacidad de
biodegradaciéon de acido mefenamico y metoprolol (66.4 y 58.4 % respectivamente), su capacidad
incrementd una vez que la mayor parte de la materia organica habia sido consumida. La
biodegradacién de fluoxetina pudo llevarse a cabo tanto con la biomasa heter6trofa (84.7 %) como
con el consorcio amonio-nitrito oxidante (78.6 %), por lo tanto, su remocién en la biomasa
inmovilizada podria beneficiarse con la mayor actividad de remocion de materia organica y N-NHa.

Las mayores remociones de acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol en los reactores con
biomasa inmovilizada se lograron en la Fase 3 de los reactores PE1 y PU1 (CO de 3 gDQO'm"
2d1y 50 % de recirculacion del efluente), donde también hubo mayores porcentajes de remocién
de DQO y N-NH.. Los cubos de poliuretano mostraron mejores resultados en comparacién con
las cintas de polietileno durante todas las fases. Los reactores empacados con cubos de
poliuretano alcanzaron mayores remociones de materia organica, de manera que hubo una
diferencia estadisticamente significativa en las remociones promedio de DQO entre un material
de soporte y otro (excepto cuando los reactores fueron operados con CO de 3 gDQO'm2d* sin
recirculacién, asi como con CO de 6 y 12 gDQO'm2d* con recirculaciéon). En cuanto al N-NHy,
los reactores con cubos de poliuretano también lograron mayores remociones, igualmente existié
una diferencia estadisticamente significativa en las remociones promedio de N-NH4 entre un
material de soporte y otro, esto ocurrié en todas las condiciones de operacién. La estructura de
los cubos de poliuretano permitié el establecimiento de una mayor cantidad de biomasa, al mismo
tiempo, se encontr6 mayor abundancia relativa de bacterias nitrificantes Nitrosomonas y
Nitrospira, estas pueden encontrarse en la biomasa inmovilizada en la superficie, asi como en los
espacios interiores de los cubos (Chu y Wang, 2011), ya que su tamafio de poro (10 PPI) puede
hacer posible la transferencia de masa y oxigeno hacia el interior. La mayor actividad nitrificante
en los cubos de poliuretano puede asociarse con la mayor abundancia relativa de las bacterias
anaerobias del género Thermomonas, uno de los tres géneros méas abundantes en este material
de soporte, estas bacterias se encuentran con frecuencia cercanas a las bacterias nitrificantes,
aungue también pueden crecer lejos ellas, son bacterias hetero6trofas que ocasionalmente toman
productos orgénicos solubles excretados por las bacterias nitrificantes, los sustratos liberados por
el decaimiento de la biomasa nitrificante y las sustancias poliméricas extracelulares que rodean
las microcolonias de las nitrificantes (Yu et al., 2007; Hedrich et al., 2011; DolinSek et al., 2013).
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En los reactores con ambos tipos de empaque la mayor abundancia relativa del género
Thermomonas en la biomasa se encontr al trabajar con CO de 3 gDQO'm2d?, cuando hubo
mayor abundancia relativa de bacterias nitrificantes y mayor remocion de N-NHa.

Las remociones de los tres farmacos incrementaron al aplicar la recirculacién del efluente.
Respecto a la materia organica, no hubo diferencia estadisticamente significativa en las
remociones promedio de DQO entre la condicién con y sin recirculacion del efluente, con
excepcion del caso donde el reactor PU1 fue operado con CO de 6 gDQO'm2d™. En cambio,
existié una diferencia estadisticamente significativa en las remociones promedio de N-NH4 entre
la condicion con y sin recirculacion, excepto el caso cuando el reactor PU1 fue operado con CO
de 6 gDQO'm2dL. En las cintas de polietileno, la recirculacién incrementé la abundancia relativa
del género de bacterias Nitrosomonas solo a bajas cargas organicas (3 y 6 gDQO'm?d?), podria
esperarse que la remocién de los farmacos fuera favorecida por la mayor presencia de estas
bacterias. En los cubos de poliuretano, la recirculacién incrementé la abundancia relativa de
Nitrosomonas al trabajar las CO de 3, 6 y 9 gDQO'm2d™. Los resultados de la remocién de los
farmacos indicaron que existi6 una diferencia estadisticamente significativa en las remociones
promedio de los tres compuestos al aplicar la recirculacion, con la excepcién de las remociones
de metoprolol con la CO de 6 gDQO'mM2d™.

En cuanto a la fase sélida, se midieron mayores concentraciones de los tres farmacos en la
biomasa inmovilizada en las cintas de polietileno. Por un lado, las menores concentraciones de
acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol en la biomasa inmovilizada en los cubos de poliuretano
pueden atribuirse a su mayor capacidad de biodegradaciéon de los tres farmacos, ademés a la
existencia de una mayor abundancia relativa de las bacterias amonio oxidantes Nitrosomonas. Por
otro lado, en ambos soportes se encontraron varios géneros de bacterias filamentosas (Thiothrix,
Leptothrix, Sphaerotilus y Candidatus Microthrix), estas bacterias pueden proporcionar una mayor
area superficial para la sorcion debido a su alta relacion superficie-masa (Martins et al., 2003). La
abundancia relativa de las bacterias filamentosas del género Thiothrix fue mayor en las cintas de
polietileno (3-18 %) en comparacion con los cubos de poliuretano (0.4-0.8 %), e incluso Thiothrix
fue uno de los géneros de bacterias con la mayor abundancia relativa en las cintas de polietileno,
lo que pudo proporcionar una mayor area superficial para la sorcién. Las bacterias del género
Leptothrix se encontraron en mayor abundancia relativa en los reactores PU (0.2-3 %), en
comparacion con los reactores PE (0.09-2 %), pero sus abundancias fueron mucho menores a
las del género Thiothrix en las cintas de polietileno. Las bacterias del género Sphaerotilus y
Candidatus Microthrix se encontraron en ambos tipos de empaque, su abundancia relativa estuvo
entre 0.1-1 %. Otro género de bacterias que posee sitios potenciales de sorcion es
Brevundimonas, incluso pueden actuar como un biosorbente para la remocion de plomo del agua
residual (Resmi et al., 2010a; Resmi et al., 2010b; Singh y Gadi, 2012), estas bacterias también
estuvieron presentes en mayor abundancia relativa (=21 %) en las cintas de polietileno cuando se
trabajé con CO de 3 gDQO'm2d™.

No se han encontrado estudios que relacionen directamente los diferentes géneros de bacterias
con las remociones de acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol, sin embargo, algunos autores
han reportado que cultivos de Sphingomonas son capaces de degradar ibuprofeno como Unica
fuente de carbono, las bacterias del género Novosphingobium son capaces de degradar
17B-estradiol como Unica fuente de carbono, pero no son capaces de degradar estriol y
17a-etinilestradiol, la biodegradabilidad de 17a-etinilestradiol se ha observado usando siete
cultivos de bacterias heterotrofas (Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
putida, Rhodococcus equi, Rhodococcus erythropolis, Rhodococcus rhodochrous y Rhodococcus
zopfii) (Tran et al., 2013). Las bacterias del género Denitratisoma también son capaces de utilizar
17B-estradiol (Fahrbach et al.,, 2006), igualmente el género Acidovorax contiene especies
capaces de degradar esteroides (Haig et al., 2016). En este estudio, los géneros Sphingomonas,
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Novosphingobium, Denitratisoma y Acidovorax fueron encontrados con mayor abundancia
relativa en las cintas de polietileno, incluso Novosphingobium y Acidovorax son dos de los
géneros mas abundantes en las cintas de polietileno, por lo que no se pudo plantear una relacion
positiva entre la mayor presencia de estos géneros y la remocién de los farmacos. Las
Pseudomonas estuvieron presentes en bajos porcentajes en ambos tipos de soporte (< 0.3 %),
por lo que tampoco pudo observarse una relaciéon entre su abundancia y la remocién de los
farmacos.
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5. CONCLUSIONES

El consorcio amonio-nitrito oxidante y la biomasa heterotrofa fueron capaces de remover el &cido
mefenamico, la fluoxetina y el metoprolol. La biodegradacion fue el mecanismo de remocion
principal de los tres compuestos. Las tasas de biodegradacion fueron proporcionales a la
actividad nitrificante en el consorcio amonio-nitrito oxidante, lo cual sugiere una biodegradacion
cometabdlica. Las tasas de biodegradacion incrementaron después del consumo de la materia
organica en la biomasa heterotrofa. El consorcio nitrito oxidante presenté las mas bajas tasas de
biodegradacion de los tres farmacos.

Los farmacos acido mefenamico y fluoxetina fueron més biodegradables que el metoprolol en los
experimentos con los tres consorcios. La biomasa amonio-nitrito oxidante tuvo mayor capacidad
de biodegradacion de acido mefendmico (85 %) y metoprolol (64.5 %) después de 24 d de
incubacién, seguido por la biomasa heterétrofa (66.4 y 58.4 % respectivamente). La biomasa
heterétrofa tuvo mayor capacidad de biodegradacion de fluoxetina (84.7 %), seguido por el
consorcio amonio-nitrito oxidante (78.6 %). La biodegradacion de los farmacos fue menor de 50 %
en el consorcio nitrito oxidante.

Las cinéticas de biodegradacion de los tres farmacos en los tres consorcios se ajustaron a un
modelo de pseudo-primer orden. Los mayores valores de las constantes de biodegradacion Kyiol
de acido mefendmico y metoprolol fueron determinados con el consorcio amonio-nitrito oxidante
(0.254 y 0.147 LgSSVtd?, respectivamente). La mayor constante de biodegradacion de
fluoxetina se obtuvo usando la biomasa heterétrofa (0.244 L.gSSV'd?). Las constantes de
biodegradacién determinadas usando el consorcio amonio-nitrito oxidante y la biomasa
heterétrofa indicaron que con ambos consorcios se obtiene una biodegradacién parcial y
relativamente lenta de los tres compuestos, mientras que no puede esperarse una
biodegradacién sustancial con el consorcio nitrito oxidante.

La sorcion en la biomasa de los tres consorcios tuvo una contribucion del 5-14 % en la remocién
de fluoxetina y acido mefenamico después de 24 d de incubacion. La sorcién de metoprolol en la
biomasa fue baja, su contribucién en la remocion global fue de 3-5 %. Los valores de los
coeficientes de sorcién determinados para la fluoxetina fueron log Kq 2.71-2.76, indicando su
tendencia a la sorcién en la biomasa de los tres consorcios. Los valores de log Kq del acido
mefenamico fueron de 2.56-2.58, los mas bajos valores fueron determinados para el metoprolol
(log K4 1.93-2.05), indicando que la sorcién en la biomasa es baja y por lo tanto, su contribucién
en la remocién global es poco significativa en los tres consorcios.

Los reactores con biomasa inmovilizada fueron capaces de remover del agua residual municipal
hasta 82 % de acido mefenamico, 95 % de fluoxetina'y 73 % de metoprolol. El desempefio de los
reactores fue diferente con cada material de soporte. Los reactores con cubos de poliuretano
mostraron mayores remociones de los tres farmacos en comparacion con las cintas de polietileno
durante todas las fases experimentales. Las diferencias entre un material de soporte y otro fueron
estadisticamente significativas, estas pueden deberse a la mayor cantidad de biomasa, las mas
altas tasas de nitrificacion, asi como la mayor abundancia relativa de las bacterias Nitrosomonas
en los reactores con cubos de poliuretano.
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Los cubos de poliuretano acumularon mayor cantidad de biomasa durante todas las fases
experimentales (5.8-10.5 gSV'm2) en comparacion con las cintas de polietileno (4.9-9.0 gSV'm),
las diferencias fueron estadisticamente significativas. La estructura porosa de los cubos de
poliuretano permitié el desarrollo de la biomasa inmovilizada tanto en la superficie externa como
en el interior de los poros. En las cintas de polietileno la biomasa inmovilizada se desarrollé en la
superficie relativamente lisa de su estructura. Las diferencias en las remociones de DQO y N-NH4
fueron estadisticamente significativas entre un material de soporte y otro, los reactores con cubos
de poliuretano alcanzaron las mayores remociones.

Las concentraciones de los farmacos en la fase solida fueron mas altas en la biomasa
inmovilizada en las cintas de polietileno durante las diferentes fases experimentales. El 4cido
mefenamico estuvo presente en mayores concentraciones en la biomasa inmovilizada en los dos
materiales de soporte, seguido del metoprolol y la fluoxetina. Las cantidades del acido mefenamico
estuvieron en el intervalo de 1.024-1.69 pgg! en la biomasa inmovilizada en las cintas de
polietileno y de 0.812-1.426 ug-g™* en los cubos de poliuretano. El metoprolol se encontré en el
intervalo de 0.635-0.921 pgg! y 0.409-0.842 pgg?! respectivamente, mientras que las
concentraciones de fluoxetina fueron de 0.46-0.9 pg-g*y 0.326-0.663 pg-g™ respectivamente. No
se encontrd una relacién entre las concentraciones de los farmacos en la biomasay las diferentes
cargas organicas.

El tipo de soporte influyé en la composicién de la comunidad bacteriana. Los géneros con la
mayor abundancia relativa en las cintas de polietileno fueron Thiothrix, SC-I-84,
Novosphingobium y Acidovorax. Los géneros mas abundantes en los cubos de poliuretano fueron
SC-I-84, Hailea y Thermomonas. Las bacterias amonio y nitrito oxidantes dominantes fueron
Nitrosomonas y Nitrospira en los dos tipos de soporte, su abundancia relativa fue mayor en los
cubos de poliuretano y al trabajar con cargas organicas bajas. Los porcentajes de abundancia
relativa de Nitrosomonas y Nitrospira fueron de 0.2-0.8 y 0.3-2 %, respectivamente en las cintas
de polietileno, en los cubos de poliuretano fueron de 0.5-1y 0.8-2 %, respectivamente.

Los porcentajes de remocion de los farmacos disminuyeron con el aumento de la carga organica.
Los altos TRS y el 50 % de recirculacion del efluente favorecieron la remocion de los tres
farmacos. Las mayores remociones se lograron al trabajar con la CO de 3 gDQO'm2dty 50 %
de recirculacion del efluente (TRH de 3.1 a 4.3 h; TRS de 19-32 d). En el reactor con cubos de
poliuretano se alcanzaron remociones de 81.7 + 3.5 % de acido mefenamico, 94.9 + 0.8 % de
fluoxetinay 72.7 £ 5.1 % de metoprolol. Las remociones en el reactor con cintas de polietileno
fueron de 77.6 + 2.7 % de &acido mefenamico, 94 £+ 0.3 % de fluoxetina y 67.5 £+ 4.3 % de
metoprolol.

Las remociones de los farmacos incrementaron cuando aumentaron las remociones de N-NH4 en
los reactores con los dos tipos de soporte. Las remociones de los farmacos y N-NH4, asi como
las tasas de nitrificacibn aumentaron al aplicar el 50 % de recirculacion del efluente, las
diferencias en las remociones promedio de los tres farmacos y el N-NH4 fueron estadisticamente
significativas entre la condicion con y sin recirculacién del efluente. La abundancia relativa de
Nitrosomonas incrementé como resultado de la recirculacion del efluente al trabajar la CO de 3y
6 gDQO'M2d* en las cintas de polietileno, en los cubos de poliuretano la recirculacion incrementd
la abundancia relativa de Nitrosomonas cuando se trabajaron las CO de 3, 6 y 9 gDQO'm2d™.
En cambio no hubo diferencia estadisticamente significativa en las remociones promedio de DQO
al aplicar la recirculacion.
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Las cinéticas de remocioén de los farmacos en la biomasa inmovilizada se ajustaron a un modelo
de pseudo primer orden. Las mayores constantes de remocién kyioi fueron determinadas para la
fluoxetina (1.482-1.69 L-.gSSV1d?), seguido del metoprolol (1.038-1.224 L-.gSSV1d?) y por Gltimo
el &cido mefenamico (0.593-0.903 L-gSSV1d?). Los valores de kyio Obtenidos en los dos soportes
indicaron que la fluoxetina y el metoprolol pueden clasificarse como altamente degradables,
mientras que el acido mefenamico puede considerarse moderadamente degradable. Las mas
altas constantes de remocioén fueron obtenidas en el reactor con cubos de poliuretano.

Los mayores coeficientes de sorciéon en la biomasa inmovilizada fueron determinados para la
fluoxetina (log K¢ de 2.932-3.013), seguido del &cido mefenamico (log Kq de 2.726-2.827), estos
valores indicaron su tendencia a la sorcién en la biomasa inmovilizada en los dos tipos de soporte,
mientras que los méas bajos valores fueron determinados para el metoprolol (log Kq de
1.879-1.894), indicando su bajo potencial de sorcion en la biomasa. Los tres farmacos mostraron
mayores coeficientes de sorcién en la biomasa inmovilizada sobre la superficie de las cintas de
polietileno, en comparacion con la biomasa inmovilizada sobre la superficie de los cubos y en el
interior de sus poros. En las cintas de polietileno hubo mayor abundancia relativa de bacterias
filamentosas Thiothrix (3-18 %) en comparacion a 0.4-0.8 % en los cubos de poliuretano, éstas
pueden proporcionar una mayor area superficial para la sorcion.

La biodegradacion fue el mecanismo de remocion principal de los farmacos en los reactores con
biomasa inmovilizada. Se alcanzaron mayores porcentajes de biodegradacion en los reactores
con cubos de poliuretano, se consiguid hasta 76.1 + 6.8 % de biodegradacion de acido
mefenamico, 93.8 £ 0.9 % de fluoxetina y 68.6 = 5.2 % de biodegradacién de metoprolol. En las
cintas de polietileno se obtuvo hasta 69.3 + 7.7 % de biodegradacion de acido mefenamico,
92.5 + 0.3 % de fluoxetina y 65.7 = 1.5 % de biodegradacion de metoprolol. Los porcentajes de
sorcion fueron bajos durante todas las fases experimentales, hasta 1.4 % de sorcion de acido
mefenamico, 1.5 % de fluoxetina y 0.6 % de sorcién de metoprolol en la biomasa inmovilizada en
las cintas de polietileno. En los cubos de poliuretano la sorcion fue menor, hasta 1 % de acido
mefenamico, 1.2 % de fluoxetina y 0.5 % de metoprolol.
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ANEXOS

ANEXO 1
DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO PARA LA DETERMINACION DE ACIDO
MEFENAMICO, FLUOXETINA Y METOPROLOL EN AGUA Y BIOMASA

Método

El método analitico se implementé de la siguiente manera:

1. Se detectaron los compuestos y se identificaron los iones caracteristicos.
2. Se selecciono el agente derivatizante.
3. Se identificaron las mejores condiciones de operacion del cromatégrafo de gases y del
espectrometro de masas/masas para la deteccion de los farmacos.
4. Se optimizo la derivatizacion (cantidad de agente derivatizante y tiempo de derivatizacién).
5. Se realizaron curvas de calibracién de cada compuesto.
6. Se optimizé la extraccion en fase solida.
7. Se validé el método cromatogréfico.
Reactivos

Tabla Al.1. Caracteristicas de los compuestos farmacéuticos

Compuesto Estructura pKa Peso NUmero
molecular CAS
Acido oy . OO
mefenamico Hac\ij/n\é CHy 3.89-4.48 ab.c 241.29 61-68-7
|
NH
: 0 +HCl
géofﬁﬂfxﬁ%a FSCJ\J X 9.8-10.01 2° 345.79  56296-78-7
Tartrato d L wﬁi 684.81  56392-17-7
artrato ae o N._CHz % HO__~ . -17-
~~ “OH _ a,c
metoprolol Hacoﬂ Es O OH 9.08-9.6

Referencias: 2 Rosal et al., 2010; ® Escher et al., 2011; ¢ Kovalova et al., 2012.
Equipo

Se utilizé un cromatégrafo de gases con trampa i6nica Varian CP-3800, acoplado a un
espectrometro de masas/masas Varian Saturn 2200, como fase estacionaria se usé una columna
capilar de silice fundida HP-5MS (5 %-fenil)-metilpolisiloxano de 30 m de longitud, 0.25 mm de
diametro y 0.25 um de grosor, mientras que en la fase mavil, el gas acarreador fue helio.

Soluciones

Se prepararon soluciones estandar de 1000 pgmL?! de cada compuesto, se tomd en
consideracioén la correccion del peso de acuerdo a su pureza, se usé metanol como disolvente
para el &cido mefenadmico y el metoprolol, se us6 acetona para la fluoxetina. Posteriormente,
mediante una dilucibn adicional de la solucibn madre estandar con metanol o acetona, se
prepararon diluciones primarias de cada compuesto, las soluciones fueron almacenadas en viales
ambar a 4 °C (las diluciones primarias de la solucién estandar son estables por un afio cuando
se almacenan en viales ambar a 10°C o0 menos) (Método EPA 526).
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Andlisis cualitativo y cuantitativo

Para el analisis cualitativo se utiliz6 el equipo en modo SCAN (todos los iones comprendidos en
un rango), haciendo un barrido desde 40 hasta 400 m/z, de esta forma se identificaron los iones
caracteristicos de los compuestos. El analisis cuantitativo se efectué a través del monitoreo
selectivo de iones (SIM, por sus siglas en inglés), este modo de deteccidn selecciona solo un ion
0 un conjunto, en lugar de adquirir un espectro completo en cada barrido, de tal manera que se
logra tener una alta especificidad en la deteccién, ya que se eliminan las sefiales que podrian
originarse por otros compuestos presentes en la muestra. El andlisis cuantitativo se basa en la
comparacion del area del pico del componente de interés con la concentracion conocida de los
estandares.

Seleccién del agente derivatizante y optimizacion de la derivatizacidn

La derivatizacion de cada compuesto farmacéutico se realizé por duplicado y se evaluaron dos
tipos de agentes derivatizantes: BSTFA + 1% TMCS (N,O-bis (trimetilsilil) trifluoroacetamida con
1 % de trimetilclorosilano) y MSTFA + 1% TMCS (N-Metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida con
1 % de trimetilclorosilano). Se colocé en un vial la dilucion primaria de la solucion estandar a una
concentracion de 50.8 ugmL*de acido mefenamico, 14.3 uygmL=*de fluoxetina, 52.75 uyg'mL de
metoprolol y se expuso a una corriente de nitrdgeno con la finalidad de eliminar el disolvente,
luego se adicionaron 100 uL del derivatizante, se agité en un agitador vortex y se calento6 en la
estufa a 80°C durante 30 min. Después de la derivatizacion, la muestra se dej6 enfriar a
temperatura ambiente, se llevé nuevamente a sequedad con nitrégeno y posteriormente se aford
a un volumen de 1 mL con tolueno para su posterior inyeccion al cromatografo de gases. Una vez
seleccionado el agente derivatizante, se evaluaron dos cantidades (50 y 100 uL) para la
derivatizacién de distintas concentraciones de farmacos (0.1 ugmL?y 1.0 ygmL™). Ademas, las
reacciones fueron investigadas a 80°C por 30, 60 y 90 min para determinar el tiempo de reaccién
Optimo. De esta manera, se seleccionaron las mejores condiciones para llevar a cabo la
derivatizacion de los compuestos.

Condiciones de operacion del equipo

Como siguiente paso, para encontrar las condiciones que permitan establecer un método, se
realizaron ensayos con las condiciones de operacidn del cromatografo de gases y espectrometro
de masas/masas. Las condiciones de operacién se variaron de acuerdo a la respuesta de los
equipos como la resolucion y el area de los picos. Para establecer las condiciones de operacion
del cromatdgrafo de gases, se realizé una corrida con una mezcla de 1 ygmL*de cada farmaco.

Curvas de calibracion y linealidad

Se traz6 una curva de calibracién de cada compuesto farmacéutico para realizar la cuantificacion
en un rango de concentracion de 0.01-0.2 ug-L?, de acuerdo al rango esperado en los efluentes
de plantas de tratamiento de aguas residuales. En una curva de calibracién externa, cantidades
conocidas de los analitos son diluidas en un disolvente apropiado para ser medidas. En una curva
de calibracion interna se toma en cuenta la influencia de la preparacion de la muestra, se agrega
una cantidad conocida del analito a una muestra matriz no contaminada, la composicién de la
matriz seleccionada debe ser cercana a la muestra real, las soluciones reciben todo el tratamiento
de la muestra. En ambos casos, el rango de calibracién usado debe cubrir las concentraciones
encontradas en las muestras (Ternes y Joss, 2006). Para elaborar las curvas de calibracion
externas, se prepararon estdndares de calibracion a partir de la solucion estandar con los
farmacos a la concentracion deseada, posteriormente se llevo a cabo la derivatizacién de los
compuestos. El andlisis en cada punto se realizd por triplicado y se graficé la media de las areas
de los picos. Un método es lineal cuando existe una relacién directamente proporcional entre la
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respuesta obtenida cuando se aplica el método y la concentracién del analito dentro del rango de
trabajo. Se utiliza como criterio de la linealidad un coeficiente de correlacion lineal (R) elevado.

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA EN FASE LiQUIDA

Extraccion en fase sélida (EFS). La extraccion en fase solida fue usada para concentrar los
compuestos farmacéuticos y remover componentes interferentes. Los farmacos fueron extraidos
con cartuchos Oasis HLB, esto es con balance hidrofilico-lipofilico (el hidrofilico N-vinilpirrolidona
y el lipofilico divinilbenzeno) con una capacidad de resina de 200 mg, particulas de 30 uym y
diametro de poro de 84 A. Una de las caracteristicas de estos cartuchos es la retencion de un
amplio rango de compuestos tanto polares como no polares, proporcionando altas y reproducibles
recuperaciones para compuestos acidos, basicos y neutros, ademas, este tipo de cartuchos
retienen los analitos ionizados (Huetos, 2004).

Acondicionamiento y extraccion. Los cartuchos fueron acondicionados con 10 mL de metanol
y 10 mL de agua (grado HPLC). Una vez acondicionados los cartuchos, 1 L de muestra a distintas
concentraciones de farmacos (0.1 ygmL?ty 1.0 ugmL™) se hizo pasar a través de los cartuchos
mediante vacio en un manifold. Durante la extraccion en fase sélida las moléculas del analito son
retenidas en el adsorbente, las moléculas de disolvente e interferencias no son retenidas, para
eliminar los componentes de interferencias restantes, se hicieron pasar 4 mL de solucion
metanol-agua (5:95, v/v) a través del material adsorbente.

Elucién. Los cartuchos fueron secados con vacio durante 3 h para eliminar la humedad. Para
definir el procedimiento de elucion adecuado, la elucién se llevo a cabo con dos solventes
diferentes (4 mL de acetato de etilo y 4 mL de metanol). Finalmente, los extractos de la elucion
fueron concentrados mediante una corriente suave de nitrdgeno para su posterior derivatizacion.

Derivatizacion. Los analitos fueron derivatizados mediante sililacion usando el derivatizante
BSTFA + 1% TMCS, se usaron 100 pL del derivatizante, la derivatizacion se llevé a cabo a 80°C
durante 60 min, donde el hidrégeno del grupo acido y amino de los farmacos puede ser
reemplazado por el grupo trimetilsilil. Después de la derivatizacién, la muestra se dejo enfriar a
temperatura ambiente, se llevé nuevamente a sequedad con nitrdgeno, posteriormente se aforé
a 1 mL con tolueno para su inyeccion al cromatdgrafo de gases.

VALIDACION DEL METODO
Exactitud y Precisidn

La exactitud expresa la proximidad entre el valor verdadero y el valor experimentalmente
encontrado, se determina como el porcentaje de recuperacion en la valoracién de una cantidad
conocida de analito. Los porcentajes de recuperacion se obtuvieron a partir de 7 muestras de
1.0 L fortificadas con los farmacos.

% recuperacion = (concentracion cuantificada promedio/concentracion tedrica)*100

El porcentaje de recuperacion de los compuestos debe ser del £ 30 % del valor verdadero.

La precision se expresa matematicamente como la desviacién estandar relativa. La desviacion
estandar relativa se calcula al dividir la desviacion estandar (S) entre el valor promedio del
porcentaje de recuperacion. La desviacion estandar relativa expresada en términos de
porcentajes también recibe el nombre de coeficiente de variacion (CV).

CV=(S/recuperacion)*100
Los resultados de las réplicas analizadas deben ser menores al 20 %.
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Limites de deteccidon (LD) y cuantificacion (LC)

El limite de deteccidon es la minima concentraciéon de un analito que puede ser identificada,
medida y reportada con 99 % de confianza. El limite de cuantificacion es la concentracién minima
que puede ser reportada como un valor cuantificado de un analito en una muestra siguiendo los
analisis. Esta concentracién no debe ser mas baja que el menor estandar de calibracién.

La determinacion de los limites de deteccidn y cuantificacion de los farmacos se realiz6 a partir
del analisis estadistico de siete réplicas de blancos fortificados de laboratorio a una concentracién
cerca del minimo nivel en la curva de calibracién (0.01 yg-L™). El blanco fortificado de laboratorio
es una alicuota de agua reactiva a la cual se le agregan cantidades conocidas de los analitos del
método. Se analizaron las réplicas exactamente como una muestra, a través de todos los pasos
y se calcul6 el limite de deteccion mediante la siguiente ecuacion:

LD= St(n-1, 1-alfa=0.99)

t= t(n-1, 1-aifa=0.909) = Valor para la funcion de distribucion t de Student a un 99 % de confianza para n-1 grados
de libertad = 3.7469

n= namero de réplicas

S = desviacion estandar de las réplicas analizadas

El limite de cuantificacién puede ser establecido a una concentracién que es mayor de tres
veces el limite de deteccién o mediante la concentracion en la curva de calibracion a la cual la
relacién sefial-ruido sea mayor de cinco (Método 526 EPA) o 10 veces la desviacién estandar
usada para calcular el limite de deteccion (Zorn et al., 1997). El limite de cuantificacién se calculd
de la siguiente manera:

LC =10 (S)+X
X= promedio de las 7 réplicas de blancos fortificados de laboratorio, yg'L™

METODO ANALITICO EN SOLIDO

Los farmacos que son sorbidos y permanecen en el lodo de los reactores son extraidos mediante
un método de extraccion con disolventes bajo tratamiento ultrasénico. En esta extraccion
sélido/liquido, un disolvente organico es agregado a la muestra sélida y la extraccion toma lugar
bajo tratamiento ultrasénico (Ternes y Joss, 2006). Para realizar la validacidn, se seco y se peso
biomasa libre de farmacos, posteriormente los farmacos fueron adicionados a la biomasa a una
concentracion de 0.1 ug-g?, después se adicionaron 25 mL de metanol y la muestra fue sonicada
durante 20 min, el sobrenadante obtenido fue filtrado y colectado en un matraz bola, el mismo
procedimiento se realiz0 tres veces, los sobrenadantes fueron concentrados en un
rotaevaporador hasta casi 1 mL. Finalmente la muestra fue reconstituida a 500 mL con agua
grado HPLC para seguir el mismo método de las muestras liquidas.

Los porcentajes de recuperacion, limites de deteccion y cuantificaciéon fueron determinados
siguiendo los mismos pasos mencionados para las muestras liquidas. En muestras
subsecuentes, para cuantificar los farmacos sorbidos en la biomasa, la biomasa debe ser secada
por liofilizacion, seguido de la extraccion con tratamiento ultrasénico.
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RESULTADOS

Identificacion de iones y condiciones de operacién del equipo

Durante el andlisis cualitativo los iones caracteristicos identificados fueron: &cido mefenamico
(223), fluoxetina (44) y metoprolol (72) (Figura Al.1). En términos de condiciones de operacion
seleccionadas, el volumen de inyeccion fue de 1 pL a una temperatura de 260 °C y una velocidad
de flujo de 1 mL'min!, se aplicé un modo de inyeccion splitless (lo cual significa que la totalidad
del volumen de inyeccién fue usado para el analisis). La programaciéon de aumento de
temperaturas (rampa de temperatura), ya sea en forma continua o por etapas, permite separar
los diferentes analitos sin correr el riesgo de decomponerlos. Se inicié con una temperatura de
150 °C por 2 min; luego se aumenté a una velocidad de 10 °C'min* hasta llegar a 250 °C y
finalmente se elevo la temperatura 15 °C'mint hasta 290 °C, como resultado se obtuvo un tiempo
total de corrida de 14.67 min. El tiempo de retencidén es el tiempo que un compuesto tarda en
recorrer la columna, éste se asigna al pico correspondiente, si la columna y todas las condiciones
de funcionamiento de un equipo se mantienen constantes, el compuesto siempre tendra el mismo
tiempo de retencion. El tiempo de retencion del acido mefenamico fue de 12.291 min, mientras
que el tiempo de retencion de la fluoxetina fue de 9.270 min y de 11.135 min para el metoprolol.
La Tabla Al.2 muestra los iones y tiempos de retencién reportados en la literatura. Se
seleccionaron las siguientes condiciones del espectrémetro de masas: electroionizacion con
70 eV, temperatura de la trampa del ion de 250 °C, voltaje del multiplicador de 180 V y monitoreo
selectivo de iones (223+44+72). Las Tablas A1.3 y Al.4 presentan las condiciones de los equipos
gue han sido reportadas en la literatura y las condiciones seleccionadas.

Tabla Al1.2. lones caracteristicos y tiempos de retencion

Farmaco lones reportados, m/z Tiempos de retencion lon Tiempo de
reportados, min caracteristico  retencién, min
Acido 224%¢, 298¢ 14.35¢, 15-15.52 223 12.291
mefenamico == == e ' ’
Fluoxetina 44° 86°¢ 117°¢, 190°¢, 352°¢ 11.48¢ 44 9.270
Metoprolol 72%9, 22349 2237 2391 3247 19.159 17.397,15.0 ¢9 72 11.135

Referencias: 2 Jones et al., 2003; P Weigel et al., 2004; ¢ Lamas et al., 2004; d Azzous et al., 2010; & Baillon-Dhumez,
2010; f Bisceglia et al., 2010, 9 Caban et al., 2012. lones de cuantificacion (subrayados).
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Spectrum 1A m
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Figura Al.1. lones presursores: a) acido

Tabla A1.3. Condiciones reportadas y seleccionadas del cromatdgrafo de gases

T2
c)
Metoprolol

o Y
e O\/K/NH
“ T
223
58 | 101 l 324
ol b i i |
T t Y t T T r T
40 90 140 150 240 290 340 390

(mainlib) Metoprolol TMSdenvative

mefenamico; b) fluoxetina; c) metoprolol

Condiciones reportadas

Condiciones seleccionadas

Temperatura del inyector
Inyeccion
Modo de inyeccion

Flujo de la columna

Gas acarreador

Condiciones de la columna
(Gradiente de temperatura)

250 °C?, 240 °C¢, 300 °Cd
2 },lLa’C'd, 1 |JL b
Splitless ©

1 mL'mint¢

Helio @ b-d

[70 °C (1min); 14 °C'min? hasta 150 °C; 6 °C'min?* hasta 290 °C. Tiempo
total de corrida 30 min] P
[105 °C (1min); 8 °C'min hasta 285 °C, finalmente 10 min a 285 °C]
[100 °C (1 min); 10 °C'min hasta 300 °C y finalmente 10 min a 300 °C] ¢

260 °C
1puL
Splitless
1 mL'min-

Helio

[150 °C (2min); 10 °C'min’ hasta 250 °C; finalmente
15 °C'min? hasta 290 °C]

Tiempo total de corrida 14.67 min

Referencias: 2 Weigel et al., 2004; ® Azzous et al., 2010; ¢ Bisceglia et al., 2010; ¢ Caban et al., 2012.
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Tabla Al.4. Condiciones de operacion del espectrometro de masas/masas

Condiciones reportadas Condiciones seleccionadas

Tiempo de escaneo 1 s/escaneo
Monitoreo selectivo de iones

- b
m/z 60-500 (223+44+72)
Voltaje del multiplicador 180 volts
Modo de ionizacion 70 evabe Electroionizacion con 70 eV
Temperatura de la trampa del ion 200°C ab 250°C
Corriente de emision 10a 80 microamperes

Referencias: ® Weigel et al., 2004; ® Azzous et al., 2010; ¢ Bisceglia et al., 2010.

Seleccidén del agente derivatizante y optimizacion de la derivatizacién

Los resultados de la comparacion de los dos agentes derivatizantes (BSTFA + 1% TMCS y
MSTFA + 1% TMCS) indicaron que BSTFA + 1% TMCS es el agente derivatizante mas apropiado
para la deteccion simultdnea del acido mefenamico, fluoxetina y metoprolol. Los mejores
resultados fueron obtenidos adicionando un volumen de 100 pL del derivatizante y calentando a
80°C durante 60 min. En la Figura Al1.2 se observa la deteccion de los compuestos farmacéuticos
con cada derivatizante.

lons: RIC Ignorg MSTFA EMERGENTES 3 %15 2000 CEMTROID RAWY
RIT lgnore bstfa emergentes 3 E%SAS 2000 CENTROID RAWY

o
70 =L
=]
a0l

2

30

200

Metoprolol

T T T T T
g 10 1 12

minutes
[ Seg 2, El  Time: 4.00-14.67, EFAuto-Full, 40-400 miz ]
Scans | sd3 65 686 736 789

Figura A1.2. Comparacién de los agentes derivatizantes BSTFA + 1% TMCS y MSTFA + 1% TMCS
Curvas de calibracion

Los resultados cuantitativos fueron calculados por la integracion de los picos de las areas
obtenidas en el monitoreo selectivo de iones. Un método es lineal cuando existe una relacion
directamente proporcional entre la respuesta obtenida cuando se aplica el método y la
concentracion del analito dentro del rango de trabajo. Los criterios de aceptacion implican un
coeficiente de correlacion lineal (R) elevado. Los coeficientes de regresion lineal (R?) de las
curvas de calibracion para el intervalo de concentracién de 0.01-0.2 ug-L* fueron de 0.999 para
el acido mefenamico, 0.9983 para la fluoxetina y 0.9981 para el metoprolol (Figura A1.3), lo cual
significa una correlacién positiva.
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Figura A1.3. Curvas de calibracion
Validacion del método

Exactitud y precision. La eficiencia de la extraccion en fase sélida se calculo a través de la
comparacion de las relaciones de area entre los compuestos eluidos después del procedimiento
de extraccion en fase soélida y de los estandares sin extraer. Después del procedimiento de
extraccion en fase soélida se obtuvieron recuperaciones promedio mayores al 90 %, por lo tanto,
se cumplié con el criterio de aceptacion del 70-130 % del valor verdadero, de acuerdo a estos
resultados, los cartuchos OASIS HLB son adecuados para la extraccién simultanea de los tres
farmacos. Por otro lado, la validacion del procedimiento de las muestras en fase sélida (biomasa
suspendida) también cumplié con el criterio de aceptacion, los porcentajes de recuperacion
promedio fueron mayores al 90 %. Los coeficientes de variacion de los resultados de las siete
réplicas fueron menores al 7 % para los tres compuestos en las fases liquida y sdlida, éste debe
ser menor al 20 %, por lo que se cumplié con el criterio de aceptacion y los valores indicaron que
el método es preciso. Los resultados de las siete réplicas realizadas para la validacién de los
métodos en fase liquida y sdlida son presentados en las Tablas A1.5y A1.6.

Limites de deteccién y cuantificacion. Finalmente, los limites de cuantificacién establecidos en
la fase liquida fueron 0.0125 pgL? para el acido mefenamico, 0.0166 pgL? para la fluoxetina y
0.0163 pgL? para el metoprolol, mientras que los limites de deteccion fueron 0.0006 pg-L?,
0.0024 pgLty 0.0024 pgL?, respectivamente. Del mismo modo, los limites de cuantificacion
establecidos en el caso de la fase sélida (biomasa suspendida) fueron 0.1426 ug-g* para el acido
mefenamico, 0.1815 pg-g? para la fluoxetinay 0.1639 pgg? para el metoprolol, mientras sus
limites de deteccion fueron 0.0169 pgg?, 0.0277 pgg? para la fluoxetina y 0.0208 pgg?,
respectivamente.
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Tabla A1.5. Porcentajes de recuperacion de los farmacos en fase liquida

ACIDO MEFENAMICO FLUOXETINA METOPROLOL
Concentracién  Concentracién % Concentracién % Concentracién %
Muestra  teorica, ugL?  obtenida, ug'L? Recuperacién | obtenida, ug'L? Recuperacion |obtenida, ug'L™ Recuperacion

1 0.01 0.0109 109.00 0.0099 99.00 0.0109 109.00

2 0.01 0.0109 109.00 0.01 100.00 0.0093 93.00

3 0.01 0.0108 108.00 0.0104 104.00 0.0104 104.00

4 0.01 0.0112 112.00 0.0091 91.00 0.0093 93.00

5 0.01 0.0108 108.00 0.0109 109.00 0.0098 98.00

6 0.01 0.0111 111.00 0.0098 98.00 0.0093 93.00

7 0.01 0.0109 109.00 0.0109 109.00 0.0102 102.00

Promedio 0.0109 109.20 0.0101 101.43 0.0099 98.86

Desviacidn estandar 0.0002 1.40 0.0006 5.97 0.0006 5.89

Coeficiente de Variacion 1.3816 6.3604 6.4356
Limite de Deteccién 0.0006 0.0024 0.00239
Limite de Cuantificacion 0.0125 0.0166 0.01625
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Tabla A1.6. Porcentajes de recuperacion de los farmacos en fase sélida

ACIDO MEFENAMICO FLUOXETINA METOPROLOL
Concentracién Concentracion % Concentracién % Concentracién %
Muestra tedrica, pg-g* obtenida, pg'g? Recuperacion | obtenida, pg'g? Recuperacién |obtenida, pg'g? Recuperacion
1 0.1 0.0961 96.10 0.1041 104.10 0.1138 113.80
2 0.1 0.0911 91.10 0.0991 99.10 0.1099 109.90
3 0.1 0.092 92.00 0.1115 111.50 0.1128 112.80
4 0.1 0.1007 100.70 0.1058 105.80 0.1125 112.50
5 0.1 0.1024 102.40 0.0993 99.30 0.1063 106.30
6 0.1 0.0996 99.60 0.1138 113.80 0.1048 104.80
7 0.1 0.1007 100.70 0.1185 118.50 0.0984 98.40
Promedio 0.0975 96.46 0.1074 107.44 0.1084 108.36
Desviacion estandar 0.0045 4.19 0.0074 6.85 0.0056 5.14
Coeficiente de Variacion 4.6255 6.8911 5.1236
Limite de Deteccidn 0.0169 0.0277 0.0208
Limite de Cuantificacion 0.1426 0.1815 0.1639
Tabla Al1.7. Resumen de los datos de validacién del método analitico
Recuperacion, cv LD, LC, Recuperacion, cv LD, LC,
Compuesto lon % Aqua pgL?t pgL? % Biomasa uggt ugg?
Agua 9 Agua Agua Biomasa Biomasa Biomasa
Acido
. 223 109+1 1.38 0.0006 0.0125 90+4 4.63 0.0169 0.1426
mefenamico
Fluoxetina 44 101+6 6.36 0.0024 0.0166 99+6 6.89 0.0277 0.1815
Metoprolol 72 99+6 6.44 0.0024 0.0163 104 +£5 5.12 0.0208 0.1639

LD - limite de deteccién; LC - limite de cuantificacion; CV - coeficiente de variacion
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ANEXO 2
DETERMINACION DE LOS COEFICIENTES CINETICOS

Los coeficientes de produccién de biomasa (Y) y decaimiento enddgeno (kq) fueron determinados
mediante la siguiente ecuacion:

1 _, S-S

TRS SSV TRH S Metcalf y Eddy, 2014

Los valores fueron obtenidos graficando 1/TRS contra (So-S)/(SSV+TRH) de las diferentes fases
experimentales con cada soporte, la pendiente de la linea recta es Y (gSSV.gDQO™?) vy la
ordenada al origen es kq (gSSV-gSSV1 d?).

0.20 -

a)
0.16 - ¢
y = 0.1725x - 0.0434
2012 - R2 = 0.9448
|_
S 0.08 -
0.04 -
0.00 T T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2
(S0-S)/(SSV*TRH)
0.16 -
'S b)
0.12 - y = 0.1805x - 0.05
0 R2 = 0.9394
£ 008
—
0.04 -
0.00 ‘ ‘ ‘
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(S0-S)/(SSV*TRH)

Figura A2.1. Coeficientes cinéticos. a) Cintas de polietileno; b) Cubos de poliuretano

Los valores de los coeficientes cinéticos para cada tipo de soporte se presentan en la Tabla A.2.1.
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Tabla A.2.1. Valores de los coeficientes cinéticos

Y Kad
Soporte
gSSv-.gDQO! gSSVv-gSSv-id?
Cintas de polietileno 0.17 0.04
Cubos de poliuretano 0.18 0.05

El coeficiente de produccion de biomasa describe la relacién de la cantidad de biomasa producida
y la cantidad de sustrato consumido, debido a que la biomasa es principalmente material
organico, un incremento en la biomasa puede ser medido por los sélidos suspendidos volatiles
(SSV). El coeficiente de decaimiento endégeno representa la pérdida de masa celular debido a
la oxidacién de productos de almacenamiento interno para el mantenimiento celular, muerte
celular y la depredacion por organismos mas altos en la cadena alimenticia, el coeficiente puede
cambiar con la edad celular. Los valores tipicos de Y en la literatura se encuentran en un rango
de 0.2-0.6 gSSV-gDQO*, los valores tipicos de ks se encuentran en un rango de
0.042-0.15 gSSV-gSSV! d! (WEF, 2010; Metcalf y Eddy, 2014). Los valores de Y calculados en
este estudio son bajos en comparacion con los valores tipicos, lo cual puede deberse a los altos
TRS en los reactores, esto quiere decir que el sustrato consumido por los microorganismos fue
utilizado principalmente para sus requerimientos de energia para el mantenimiento celular.
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ANEXO 3 ENRIQUECIMIENTO DE LOS CONSORCIOS MICROBIANOS

3.1 Seguimiento al desemperio de los reactores durante el proceso de enriquecimiento de los consorcios

Amonio-nitrito oxidante
Tempo,d| NNHE  NNHi o N-NOz  N-NOs rlisoi?éen prg?jiigi%n Remocién |  Ssv
' Influente  Efluente Efluente Efluente N-NHa4 Reactor
N-NH4 N-NO3
mg-L? g-gSSvtd? % mg-L?
7 100 56.3 25 25 0.03 0.01 43.8 1720
14 180 73.5 25 57.5 0.07 0.04 59.2 1590
21 210 102.5 50 40 0.07 0.03 51.2
28 220 80 50 30 0.09 0.02 63.6 1600
35 200 66.8 25 70 0.09 0.05 66.6
42 250 61.3 63 65 0.13 0.04 75.5 1500
46 210 53.8 100 122.5 0.12 0.10 74.4
49 210 68 100 120 0.11 0.09 67.6 1280
53 210 52.6 50 50 0.13 0.04 75.6
56 220 51.3 25 85 0.14 0.07 76.7 1240
60 212 45 25 62.5 0.13 0.05 78.8
63 200 43.3 25 80 0.12 0.06 78.4 1280
67 220 40 25 62.5 0.14 0.05 81.8
70 240 30.8 50 70 0.16 0.05 87.2 1300
74 237 26 25 105 0.17 0.08 89.0
77 286 20 37 207.5 0.21 0.16 93.0 1260
81 330 26 51 210 0.25 0.17 92.1
85 370 28 68 235 0.28 0.19 92.4 1220
Nitrito oxidante
Tiempo, d N-NO- N-NO- N-NOs rlr?]so?:?éen pr-l(;ziigi%n Remocién SSV
Influente Efluente Efluente N-NO, N-NO3 N-NO2 Reactor
mg-L? g-gSSv-id? % mg-L?
7 250 50 100 0.12 0.06 80.0 1660
14 350 70 129 0.17 0.08 80.0 1620
21 300 35 190 0.16 0.12 88.3 1580
28 400 58 265 0.22 0.17 85.5 1560
35 350 25 275 0.21 0.18 92.9 1400
42 325 25 250 0.21 0.18 92.3 1280
46 400 13 195 0.30 0.15 96.9
49 325 23 200 0.26 0.17 93.1 1160
53 350 46 210 0.26 0.18 86.9
56 375 52 200 0.31 0.19 86.3 1060
60 388 25 310 0.34 0.29 93.5
67 450 38 345 0.36 0.30 91.7 1140
74 425 33 310 0.35 0.27 92.4
77 475 15 335 0.41 0.30 96.8
82 470 25 345 0.39 0.31 94.7 1130
Biomasa heterotrofa
Tiempo, DQO DQO Tasa de remocion Remocién SsVv
d Influente Efluente DQO DQO Reactor
mg-L? ggSsvid? % mg-L?
7 1215 198 0.63 83.7 1620
14 1278 93 0.71 92.7 1680
21 1240 47 0.70 96.2 1700
28 1297 54 0.71 95.8 1760
35 1263 33 0.68 97.4 1800
39 1245 30 0.66 97.6 1840
42 1238 32 0.65 97.4 1870
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ANEXO 4
PRUEBAS DE BIODEGRADABILIDAD DE LOS FARMACOS EN LA BIOMASA SUSPENDIDA

4.1 Concentraciones de los farmacos en los duplicados de la fase liquida durante las pruebas de biodegradabilidad

. Amonio-nitrito oxidante
Tiempo, d " ) :
A. Mefenamico Fluoxetina Metoprolol
ugL™
0 9.6833 9.5110 9.7667 9.8958 9.6667 9.1889
2 6.4667 6.7333 6.0764 5.3900 8.9667 8.5889
4 5.9333 6.0667 5.1333 4.8000 8.4667 8.0667
6 4.0667 3.7556 4.4333 4.7667 6.9667 6.6333
8 3.1333 3.0667 3.8333 3.3667 5.2667 5.6667
10 2.4000 2.9333 2.2667 2.3778 4.4667 4.2000
12 1.2842 1.5220 1.9889 1.7000 4.0222 3.8756
16 1.2931 1.0531 1.8442 1.6311 3.5000 3.2156
20 0.9489 0.9467 0.7356 0.7022 2.8400 3.2000
24 0.6778 1.2089 0.8133 0.6978 2.8289 3.1622
i Nitrito oxidante
Tiempo, d - .. .
A. Mefenadmico Fluoxetina Metoprolol
ugL™
0 9.6491 9.5451 10.0898 9.7773 9.5387 9.3171
2 8.8967 8.7658 8.7813 8.6920 8.6787 8.2193
4 8.3180 8.8020 7.7653 7.9360 7.2651 7.6307
6 7.8744 8.0813 7.7420 7.9940 7.3747 7.1176
8 7.4796 7.3220 7.5893 7.6667 6.7431 7.0436
10 6.5451 6.7498 7.4067 7.2707 6.0849 6.5084
12 5.6048 5.1198 7.3427 6.9524 5.4847 5.0922
16 4.4758 4.7602 7.0457 7.1920 5.3138 4.9300
20 4.3738 41711 7.0720 6.9525 4.8758 5.2351
24 3.9116 4.1702 6.3947 6.8480 4.8482 5.2316
) Biomasa heteroétrofa
Tiempo, d - ) :
A. Mefenamico Fluoxetina Metoprolol
ugL*
0 10.1482 10.2558 9.5662 9.9631 9.4556 9.2122
2 8.2136 8.4291 9.0693 8.8671 9.1209 8.9720
4 7.8316 7.3316 8.8211 8.4311 9.1176 8.6669
6 6.9222 7.1778 8.1600 7.9393 8.5700 8.3649
8 6.6600 6.7962 7.2236 6.8540 8.2953 8.0771
10 5.6589 6.1837 6.4136 6.0809 6.8920 6.3869
12 4.5942 4.5044 4.1307 4.6336 5.6304 6.1584
16 3.8944 3.4407 1.7549 1.9089 4.3169 4.0504
20 2.6658 2.4880 0.6233 0.8673 3.5844 3.8191
24 2.3769 2.6213 0.6027 0.8182 3.3333 3.5482
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4.2 Concentraciones de los farmacos en los duplicados de la fase sélida durante las pruebas de biodegradabilidad

. Amonio-nitrito oxidante
Tiempo, d p S .
A. Mefendmico Fluoxetina Metoprolol
hg'g™
0 0.4572 0.4801 1.0500 1.1431 0.1600 0.1867
2 0.4649 0.4318 1.1177 1.2193 0.1524 0.2286
4 0.4649 0.4826 1.1160 1.0855 0.2134 0.2362
6 0.4852 0.4039 0.9162 1.0838 0.2667 0.2870
8 0.4598 0.2337 1.1448 0.8552 0.2083 0.1804
10 0.4141 0.4623 1.1109 1.1901 0.4445 0.3760
12 0.4674 0.4293 1.1329 1.0279 0.3531 0.2464
16 0.3353 0.4217 1.1533 1.0042 0.3023 0.2515
20 0.3556 0.3937 1.1482 0.9128 0.2655 0.2743
24 0.4572 0.4801 1.0500 1.1431 0.1600 0.1867
. Nitrito oxidante
Tiempo, d . 5 .
A. Mefenamico Fluoxetina Metoprolol
Hgg™
0 0.3884 0.3972 0.6936 0.6282 0.1972 0.2004
2 0.4673 0.4210 0.8282 0.8802 0.2019 0.1897
4 0.5056 0.5648 0.7605 0.6887 0.2051 0.1982
6 0.6559 0.6535 0.6007 0.6464 0.2024 0.2069
8 0.5965 0.6552 0.5950 0.5778 0.2038 0.1940
10 0.6126 0.5975 0.6533 0.6978 0.2213 0.2333
12 0.5831 0.6422 0.6131 0.5964 0.2117 0.1985
16 0.7052 0.6065 0.6386 0.4166 0.2103 0.2339
20 0.5240 0.5694 0.6605 0.5249 0.2091 0.1956
24 0.3884 0.3972 0.6936 0.6282 0.1972 0.2004
. Biomasa heterétrofa
Tiempo, d - — -
A. Mefendmico Fluoxetina Metoprolol
Hgg™
0 1.2295 1.2264 0.7480 0.7316 0.2113 0.1812
2 0.7721 0.7629 1.1215 0.9867 0.2160 0.2117
4 0.7596 0.7454 1.1727 1.6144 0.2196 0.2009
6 0.7620 0.8607 0.8619 0.9574 0.2928 0.2504
8 0.8529 0.9505 0.7892 0.7572 0.2752 0.3702
10 0.9749 0.9441 0.8129 0.7750 0.3835 0.3150
12 0.9043 0.8690 0.8209 0.8979 0.3553 0.3979
16 0.9905 0.9526 0.8558 0.8117 0.3674 0.4360
20 0.9735 1.0104 0.9450 0.9067 0.4616 0.4811
24 1.2295 1.2264 0.7480 0.7316 0.2113 0.1812
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4.3 Porcentajes de biodegradaciéon promedio de los farmacos durante las pruebas de biodegradabilidad

Tiempo, | Amonio-nitrito oxidante Nitrito oxidante Biomasa heterétrofa

d AM FLX MTP AM FLX MTP AM FLX MTP
% Biodegradacion

2 24.8 27.0 4.5 0.6 0.1 6.6 7.1 1.0 1.1
4 31.4 33.9 9.7 2.5 5.5 17.3 18.6 15 2.6
6 52.8 38.5 24.7 6.8 7.7 19.3 24.0 4.2 7.2
8 61.6 50.0 38.2 10.6 11.9 23.0 26.6 19.2 9.6
10 67.5 63.0 51.3 19.0 15.5 29.4 33.7 28.6 25.6
12 79.4 66.4 52.4 32.8 15.8 39.6 46.6 47.5 33.3
16 81.6 67.9 60.2 40.4 17.4 41.8 55.9 73.0 51.4
20 84.9 78.3 64.1 43.2 19.8 42.1 65.8 83.5 56.3
24 85.0 78.6 64.5 47.6 22.6 42.7 66.4 84.7 58.4

4.4 Porcentajes de sorcion promedio de los farmacos durante las pruebas de biodegradabilidad

Tiempo, | Amonio-nitrito oxidante Nitrito oxidante Biomasa heterétrofa

d AM FLX MTP AM FLX MTP AM FLX MTP
% Sorcion

2 6.4 14.6 2.4 7.4 12.0 3.8 11.3 7.1 2.0
4 6.1 15.6 2.7 8.3 15.5 3.7 7.1 10.1 2.1
6 6.5 14.7 3.1 10.0 131 3.9 6.9 13.4 2.1
8 6.1 13.3 3.9 12.3 11.3 3.9 7.5 8.7 2.7
10 4.7 13.3 2.7 11.7 10.6 3.8 8.3 7.4 3.2
12 6.0 14.8 5.7 11.4 12.3 4.3 8.8 7.6 35
16 6.1 14.4 4.2 11.5 11.0 3.9 8.2 8.3 3.8
20 5.2 14.4 3.9 12.3 9.6 4.2 8.9 8.0 4.0
24 51 13.8 3.8 10.3 10.7 3.9 9.1 8.9 4.7

4.5 Tasas de remocion promedio de los farmacos durante las pruebas de biodegradabilidad

Tiempo, | Amonio-nitrito oxidante Nitrito oxidante Biomasa heterétrofa
d AM FLX MTP AM FLX MTP AM FLX MTP
Tasa de remocion, pg-gSSvtd?
2 2.6799 2.9915 0.4753 0.0655 0.0070 0.6982 0.8196 0.1151 0.1163
4 0.7050 0.7561 0.5497 0.2011 0.6050 1.1324 1.3183 0.0531 0.1549
6 2.3125 0.5125 1.5994 0.4703 0.2432 0.2151 0.6139 0.2903 0.4818
8 0.9556 1.2738 1.4231 0.4071 0.4748 0.3909 0.3000 1.6480 0.2516
10 0.6319 1.4375 1.3969 0.9059 0.4008 0.6829 0.8123 1.0345 1.6861
12 1.2865 0.3737 0.1138 1.4881 0.0344 1.0768 1.4825 2.0764 0.8101
16 0.1219 0.0826 0.4141 0.4110 0.0879 0.1162 0.5344 1.3999 0.9479
20 0.1783 0.5743 0.2069 0.1506 0.1381 0.0201 0.5687 0.5761 0.2578
24 0.0053 0.0150 0.0189 0.2409 0.1539 0.0287 0.0330 0.0683 0.1101
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4.6 Evolucion de la materia organica y nitrégeno durante las pruebas de biodegradabilidad

Tiempo, Amonio-nitrito oxidante Nitrito oxidante Heterétrofa
d N-NH4 N-NO; N-NOs N-NO; N-NO3 DQO
mg-L*
0 150.5 400 593
2 132 10 15 347 25 328
4 118 125 23.8 298 63.8 189
6 108 25 28.8 253 77.5 151
8 99 25 30 210 90 108
10 91 25 33.8 173 141.3 87
12 84 25 375 148 172.5 48
16 73 25 41.3 122 231.3 41
20 66 125 52.5 109 253.8 38
24 61 125 60 100 282.5 29

4.7 Tasas de remocién promedio de materia organica y nitrégeno durante las pruebas de biodegradabilidad

Tiempo, d Amonio-nitrito oxidante Nitrito oxidante Heteroétrofa
N-NH4 N-NO> DQO
Tasa de remocion, mggSSv™'d*

2 23.1 66.3 331

4 17.5 61.3 174

6 12,5 56.3 48

8 11.3 53.8 53

10 10.0 46.3 26

12 8.8 313 49

16 6.9 16.3

20 4.4 8.1 2

24 3.1 5.6 5

158



ANEXOS

ANEXO 5
DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE SORCION K. DE LA BIOMASA SUSPENDIDA

5.1 Concentraciones de los farmacos en los duplicados de la fase liquida para la determinacion del iempo de equilibrio

. . Amonio-nitrito oxidante
Tiempo, min p - -
A. Mefenamico Fluoxetina Metoprolol
ugL*
0 10.7478 10.4982 10.5276 10.5523 10.1528 10.5044
3 6.1925 5.8925 5.0734 4.8734 9.1707 8.7707
6 4.6763 4.4763 3.5714 3.2714 8.8853 8.5153
12 3.8866 3.6066 2.7947 2.5547 8.2915 7.9715
18 3.9846 3.5846 2.7716 2.5716 8.3161 7.9461
24 3.8304 3.6104 2.7228 2.5118 8.3697 7.9697
48 4.0050 3.6450 2.7400 2.5800 8.2740 7.8940

. . Nitrito oxidante
Tiempo, min

A. Mefenamico Fluoxetina Metoprolol
ugL*
0 10.3478 10.0478 10.0276 10.1576 9.9528 10.1428
3 5.9725 6.2725 5.3434 5.5434 9.3707 9.4907
6 4.8563 5.2163 4.3914 4.5814 8.5853 8.7253
12 3.9186 4.2386 3.2347 3.4547 8.5515 8.4515
18 3.6246 3.4746 2.4916 2.6616 8.1161 8.0361
24 3.6304 3.4674 2.5228 2.6528 8.1297 7.9397
48 3.6250 3.4850 2.4900 2.6700 8.0640 7.9840

Biomasa heterotrofa

Tiempo, min

A. Mefenamico Fluoxetina Metoprolol
gL
0 10.3478 10.0478 10.0276 10.1576 9.9528 10.1428
3 5.9725 6.2725 5.3434 5.5434 9.3707 9.4907
6 4.8563 5.2163 4.3914 4.5814 8.5853 8.7253
12 3.9186 4.2386 3.2347 3.4547 8.5515 8.4515
18 3.6246 3.4746 2.4916 2.6616 8.1161 8.0361
24 3.6304 3.4674 2.5228 2.6528 8.1297 7.9397
48 3.6250 3.4850 2.4900 2.6700 8.0640 7.9840
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5.2 Concentraciones de los farmacos en los duplicados de la fase liquida para la determinacion de los coeficientes de sorcion Kg

Amonio-nitrito oxidante

A. Mefenamico Fluoxetina Metoprolol A.Mefenamico Fluoxetina Metoprolol
Co pgL™ Ce pglL?
05126 04798 | 04978 05082 | 04968 05102 | 04206 03261 | 03250 03000 | 04444 0.5333
09851 0979 | 0.9958 09722 | 09837 0992 | 06837 05139 | 06809 0.659 | 08811 09111
25097 25103 | 24946 25254 | 24952 25092 | 11524 14288 | 16939 16331 | 21564 23333
49236 49794 | 49137 48663 | 4967 4.9875 | 2.2588 218 33086 31944 | 45796  4.6667
74983 75106 | 74871 75289 | 74912 75113 | 27221 31302 | 47755 49080 | 69222 6.8111
100639 9.9884 | 101266 9.9934 | 101103 9.9316 | 39243 41864 | 66450 65262 @ 89333 9.1556
Nitrito oxidante
A. Mefenamico Fluoxetina Metoprolol A.Mefenamico Fluoxetina Metoprolol
Co pglL? Ce pglL?
0.4913 0496 | 04822 0489 | 05064 04956 03772 04374| 03450 02648 04886 04778
09867 1.0285| 10176 1.0548| 10172 1.0181| 0.8145 08372| 07595 06774| 09627 0.9915
24897 24793| 24771 24689 25098 25104| 19726 19020 16652 1.7405| 22450 24494
5039 50617| 50481 50879| 50496 51292| 37926 36845| 33802 34993| 47077 45078
74921 75123 7.462 7442| 74931 75011 55698 5.6865| 4.8554 49891 6.9913 6.8231
99852 10.035| 9.9697 9.9863| 9.9492 10.065| 74551  7.3460| 66384 65409 | 93539 9.2289
Biomasa heteroétrofa
A. Mefenamico Fluoxetina Metoprolol A.Mefenamico Fluoxetina Metoprolol
Co pgL? Ce pglL?
04913 049 | 04822 0489 05064 04956 | 04136 04119 | 03406 0.3582 | 04696 0.4858
09867 1.0285| 10176 1.0548 | 1.0172 10181 | 08466 08170 | 0.7345 0.7812 | 0.9987 0.9620
24897 24793 | 24771 24689 | 25098 25104 ( 1.9400 1.8399 | 16671 16020 | 23129 2.3692
5039 50617 | 50481 50879 | 50496 51292 38218 37349 | 34580 3.3517 | 44970 46472
74921 75123 | 7462 7442 74931 75011 | 54757 56615 | 47499 49350 | 6.8132 7.0075
99852 10.035 | 99697 99863 | 99492 10.065 | 7.2457 73336 | 63118 6.4662 | 89094 9.0428

5.3 Concentraciones de los farmacos en los sdlidos para la determinacion de los coeficientes de sorcion Kqg

Amonio-nitrito oxidante

Nitrito oxidante

Biomasa heterotrofa

AM FLX MTP AM FLX MTP AM FLX MTP
HggSST™
0.0595 0.1905 0.0146 0.0863 0.1807 0.0178 0.0809 0.1362 0.0233
0.1334 0.3138 0.0943 0.1818 0.3177 0.0406 0.1758 0.2784 0.0373
0.5137 0.8465 0.2573 0.5472 0.7701 0.1629 0.5946 0.8384 0.1690
1.1447 1.6385 0.3541 1.3121 1.6282 0.4816 1.2723 1.6631 0.5173
1.9540 2.6663 0.6346 1.8741 2.5298 0.5899 1.9336 2.6096 0.5867
2.6059 3.4744 0.9765 2.6096 3.3884 0.7157 2.7204 3.5890 1.0310
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ANEXO 6
DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE SORCION K. EN LA BIOMASA INMOVILIZADA

6.1 Concentraciones de los farmacos en los duplicados de la fase liquida para la determinacion del iempo de equilibrio

. . Cintas de polietileno, PE
Tiempo, min p - -
A.Mefenamico Fluoxetina Metoprolol
ugL*
0 10.7478 10.4982 10.5276 10.5523 10.1528 10.5044
3 6.1925 5.8925 5.0734 4.8734 9.1707 8.7707
6 4.6763 4.4763 3.5714 3.2714 8.8853 8.5153
12 3.8866 3.6066 2.7947 2.5547 8.2915 7.9715
18 3.9846 3.5846 2.7716 2.5716 8.3161 7.9461
24 3.8304 3.6104 2.7228 2.5118 8.3697 7.9697
48 4.0050 3.6450 2.7400 2.5800 8.2740 7.8940

. . Cubos de poliuretano, PU
Tiempo, min

A.Mefenamico Fluoxetina Metoprolol
ugL*
0 10.3478 10.0478 10.0276 10.1576 9.9528 10.1428
3 5.9725 6.2725 5.3434 5.5434 9.3707 9.4907
6 4.8563 5.2163 4.3914 4.5814 8.5853 8.7253
12 3.9186 4.2386 3.2347 3.4547 8.5515 8.4515
18 3.6246 3.4746 2.4916 2.6616 8.1161 8.0361
24 3.6304 3.4674 2.5228 2.6528 8.1297 7.9397
48 3.6250 3.4850 2.4900 2.6700 8.0640 7.9840

6.2 Concentraciones de los farmacos en los duplicados de la fase liquida para la determinacién de los coeficientes de sorcion Kg

Cintas de polietileno, PE

A.Mefenamico Fluoxetina Metoprolol A.Mefenamico Fluoxetina Metoprolol
Co pgL? Ce pglL?
0.4987 05122 | 05282 0.5069 | 05084 0.5189| 04206 0.3261 | 0.1339 0.1135 0.3987 0.3672
0.9916 1.0728 |1.0163 1.1143 | 10178 1.0682| 0.6887 0.5139 | 0.3596 0.2648 0.6982 0.4521
24817 25143 | 25149 2.5108 25085 2.4892| 1.1524 1.4288 0.586 0.7155 1.7841 1.6941
50561 4.8836 |5.1619 51032 | 51960 5.0892| 2.2588 2.18 11939 1.2631 41129 4.3665

75092 7.5139 |7.5067 75112 | 7.4987 7.4826| 2.7221  3.1302 2.061 1.8998 6.0227 57772
10.0642 9.9789 |9.9872 10.0630 | 9.9928 9.9814| 3.9243 4.1864 | 2.9606 2.805 8.3928 8.0796

Cubos de poliuretano, PU

A.Mefenamico Fluoxetina Metoprolol A.Mefenamico Fluoxetina Metoprolol
Co pgL? Ce pglL?
0.4987 05122 | 05282 05069 | 0.5084 0.5189( 0.2297 0.2296 | 0.1570 0.1648 0.4146 0.4484
0.9916 1.0728 | 1.0163 1.1143 | 1.0178 1.0682| 05263 0.4756 | 0.2894 0.2780 0.9204 0.6948
24817 25143 | 25149 25108 | 25085 24892 0.8787 0.9348 | 0.4742 0.418 1.9045 2.0401
5.0561 4.8836 |5.1619 51032 | 51960 5.0892| 1.8621 2.2820 | 1.2802 1.4602 4.5089 4.3009

75092 75139 | 75067 7.5112 | 7.4987 7.4826( 25446 2.7699 | 1.6476 1.7070 6.0486 5.4889
10.0642 9.9789 |9.9872 10.0630 | 9.9928 9.9814| 3.5847 3.7677 | 25835 26715 7.8392 8.1645
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6.3 Concentraciones de los sdlidos en los duplicados para la determinacion de los coeficientes de sorcién Kg

Cintas de polietileno, PE Cubos de poliuretano, PU
SST SST
g.L—l
2.0580 2.7440 3.7249 3.9650
2.5166 2.5394 3.7745 3.5116
2.3950 2.3596 3.6862 3.8336
2.5480 2.3254 3.3150 3.2964
2.5530 2.2100 3.2398 3.5240
2.4990 2.4540 3.3650 3.4458

6.4 Concentraciones de los farmacos en los sélidos para la determinacién de los coeficientes de sorcion Kqg

) Cintas de polietileno, PE ) Cubos de poliuretano, PU
A.Mefendmico  Fluoxetina Metoprolol A.Mefenédmico Fluoxetina Metoprolol
ngg™

0.0550 0.1640 0.0544 0.0717 0.0927 0.0214
0.1704 0.2979 0.1850 0.1458 0.2145 0.0646
0.5079 0.7833 0.3196 0.4232 0.5497 0.1400
1.1288 1.6022 0.3705 0.8766 1.1381 0.2232
1.9254 2.3215 0.6679 1.4354 1.7244 0.5091
2.4091 2.8840 0.7070 1.8633 2.1723 0.5830
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ANEXO 7
BALANCES DE MASA EN LOS REACTORES CON BIOMASA INMOVILIZADA

7.1Método 1. Balances de masa en los reactores PE1 y PE2 Cintas de polietileno

c L ACIDO MEFENAMICO

gDQOm 2d+ pgd- %

Influente Efluente Remocién Biodegradacién | Sorcion Remocién |Biodegradacion | Sorcion
3 5455 * 4.6 3335 + 17.7: 212.0 = 223 206.3 + 22.7 57 £ 04,387 = 3.7{ 377 + 38 |11 + 0.08
3R 603.5 + 65.5 175.0 = 38.7; 4285 + 1022} 4221 + 104.1{ 64 += 0.1|704 + 76, 693 = 7.7 {11 +* 0.10
6 1148.2 + 746 | 704.2 + 142} 4441 + 604 | 4332 + 589 [108 + 15(385 + 29! 376 + 28 {09 = 0.10
6 R 13575 + 13.2 | 676.1 + 175} 6814 + 30.7 | 6699 + 309 [11.6 + 0.2|50.3 + 18! 494 + 18 (0.8 = 0.02
9 1635.7 + 139 {1197.7 + 413 438.0 = 55.3 420.3 + 57.0 {177 + 1.8(265 + 3.3{ 254 + 34 {11 %= 0.12
9R 1809.8 + 96.4 964.4 + 45.0; 8454 + 121.3§{ 8220 + 121.1i{234 + 0.2|46.2 =+ 6.3{ 449 + 64 (13 %= 0.13
12 22945 *+ 149.1:i1834.5 + 549 460.0 = 94.2 4331 + 920 {269 + 222|198 +* 3.0i 186 +* 29 (1.2 %= 0.06
12 R 27126 * 264 i{1747.0 £ 748} 9656 = 101.2; 928.0 + 103.9{37.6 + 27305 + 33; 341 + 35 {14 = 0.11
FLUOXETINA
3 206.2 + 0.4 50.7 + 6.1 1555 + 5.7 152.7 = 6.1 28 = 03|755 £ 29§ 741 + 3.0 (14 % 0.16
3R 2264 = 7.8 145 = 0.7 2119 = 85 2095 + 8.0 24 + 05(936 £ 05§ 925 + 0.3 1.1 %= 0.16
6 462.6 + 28.8 644 + 16 398.2 + 304 391.3 + 31.2 69 + 0.8(86.0 £ 1.3{ 845 + 15 (15 %= 0.24
6 R 519.4 + 44.8 724 + 7.3 447.0 = 52.1 440.7 = 52.3 64 + 0.1(86.0 £ 2.7{ 847 = 28 {12 = 0.14
9 6184 = 1.1 2114 + 11.8; 407.0 = 10.7 399.3 =+ 11.0 7.7 + 02659 £ 1.8{ 646 + 18 (1.2 = 0.04
9R 679.0 + 233 84.2 + 194 5949 * 427 587.1 + 43.1 77 * 04|875 + 33{ 864 + 34 {11 = 0.09
12 9244 + 57.6 387.4 + 56.1; 537.0 = 63.7 5236 + 63.0 {135 + 08|57.7 + 88 562 + 88 {15 = 0.02
12 R 1037.8 £ 89.5 2524 + 257 7854 * 65.2 769.7 + 63.0 {157 + 21|757 + 44} 741 x 43 {15 = 0.07
METOPROLOL

3 559.0 + 0.4 246.7 + 159] 3123 + 433 | 309.0 + 437 | 34 + 04558 * 49| 552 + 50 |06 * 0.11
3R 5625 + 7.8 186.1 = 7.1 366.3 + 12.7 3629 + 125 34 £ 02/664 = 16; 657 + 15 (0.6 +* 0.03
6 1206.6 + 28.8 531.0 + 12.0; 675.7 £ 144.7{ 669.0 + 1453} 6.7 = 0.7 (555 %= 57 549 + 58 0.6 + 0.11
6 R 1307.0 + 4438 5576 + 2.1 7495 + 64.1 743.1 + 64.0 64 £ 011|574 £ 21} 569 + 22 (05 + 0.02
9 1676.3 + 1.1 11002.3 + 424} 6741 + 39.7 | 6640 + 394 101 + 0.3|40.3 + 0.2} 397 + 0.2 (0.6 = 0.01
9R 1656.7 + 23.3 | 768.7 + 358 8879 + 524 | 8779 + 524 1101 + 0.1|53.7 + 27 531 =+ 27 (0.6 = 0.00
12 24112 + 57.6 i{1604.0 + 68.1; 807.2 = 147.1; 798.2 + 1486 89 + 15331 + 44 327 + 45 {04 = 0.10
12 R 2611.8 +* 895 {1403.3 + 39.8/1208.5 + 84.0 {1197.8 + 84.3 {10.7 + 0.2|46.6 + 05 46.2 + 05 {04 = 0.03

Nota: Ultimos 30 dias de la fase
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7.2 Método 1. Balances de masa en los reactores PU1 y PU2

Cubos de poliuretano

Carga organica,

ACIDO MEFENAMICO

gDQOmM2d" Hg-d- %o
Influente Efluente Remocién Biodegradacién | Sorcion Remocién |Biodegradacion | Sorcion
3 5455 * 4.6 2329 + 23.0} 3126 *= 27.7 308.6 + 27.8 39 £ 0.1|/57.2 £ 46} 565 * 46 (0.7 +* 0.03
3R 603.5 + 65.5 138.3 + 25.0; 465.2 * 90.5 461.4 = 90.9 38 £ 04768 = 66; 761 + 6.8 (0.6 + 0.14
6 1148.2 + 74.6 516.8 + 19.0}{ 6315 * 93.6 622.2 + 93.0 93 £ 05|54.7 = 47} 539 * 47 (0.8 + 0.02
6 R 13575 + 13.2 | 556.3 + 40 | 8012 + 17.2 | 7905 + 17.6 [10.7 + 0.3|59.0 + 08 583 = 09 (0.8 = 0.03
9 1635.7 + 139 | 817.1 + 257} 8186 + 39.7 | 8079 + 389 [17.7 + 0.7|50.0 + 19! 494 + 18 (0.7 = 0.04
9R 1809.8 + 96.4 655.8 + 45 (11540 £ 91.8 {1140.2 + 89.7 {138 + 2.1|635 * 3.6{ 628 + 36 (0.8 = 0.03
12 22945 * 149.1:1660.3 + 384 634.1 = 117.5{ 612.1 +* 117.0{220 +* 05|273 = 6.5{ 263 + 66 (1.0 =+ 0.01
12 R 27126 = 26.4 {1407.7 £ 4.2 {13049 = 22.2 {12794 + 232 {255 + 09481 + 04 472 + 04 {09 = 0.04
FLUOXETINA
3 206.2 * 04 385 + 6.0 | 167.7 = 5.6 166.3 + 5.7 14 + 0.1|813 + 29{ 806 + 29 (0.7 + 0.04
3R 2264 = 7.8 129 = 15 213.6 + 9.2 2124 + 9.2 12 £ 00|943 £ 08 938 =+ 09 i0.5 + 0.00
6 462.6 + 28.8 442 + 2.7 4185 + 26.1 4131 + 25.7 53 £+ 05904 + 0.0;{ 893 + 01 {1.2 = 0.05
6 R 519.4 + 448 545 + 8.4 464.9 + 53.2 460.8 + 53.9 41 + 0.7(894 + 26 886 + 28 {08 = 0.20
9 6184 = 1.1 133.1 = 17.2i 4853 + 16.1 479.7 + 16.8 56 + 07785 = 27 776 £+ 28 {09 = 0.11
9R 679.0 = 23.3 526 + 34 626.5 = 26.7 621.1 + 25.8 53 + 10(923 =+ 0.8 915 + 06 {08 = 0.11
12 9244 + 57.6 2936 + 68.1; 630.8 = 75.6 620.0 + 76.0 {10.8 + 04|67.8 * 94} 66.7 *+ 94 {12 = 0.09
12 R 1037.8 + 895 1939 = 429 8439 + 824 8317 + 816 {122 + 08|81.2 + 56{ 800 * 56 {12 = 0.03
METOPROLOL
3 559.0 = 04 2431 + 22.0; 316.0 £ 494 313.2 + 49.8 28 + 04564 £ 6.0{ 559 + 6.1 (0.5 = 0.09
3R 5625 + 7.8 1713 = 27.2{ 381.2 + 32.7 379.1 = 325 21 £ 02|69.0 + 52§ 686 *+ 52 {04 = 0.04
6 1206.6 + 28.8 4414 + 3.4 765.3 + 136.1} 760.0 £ 1365} 52 * 04|63.1 £ 43} 627 * 43 (04 + 0.07
6 R 1307.0 = 4438 421.7 + 242 8854 + 37.8 881.3 + 38.2 40 £ 04|/675 = 00 672 + 01 (0.3 = 0.05
9 1676.3 + 1.1 933.0 + 704} 743.3 £ 1525} 736.2 + 1539} 7.1 + 14|443 = 6.7 438 =+ 6.8 (04 = 0.11
9R 1656.7 + 23.3 | 638.3 + 74.8/1018.3 + 91.5 {1010.7 + 906 | 76 + 09|615 + 49! 61.0 + 48 {05 = 0.05
12 24112 + 57.6 {1448.7 + 10.0; 9624 *= 1751} 955.1 + 1745} 74 + 0.7|394 +* 6.1}y 391 + 6.1 {03 = 0.00
12 R 26118 +* 895 {13116 + 77.2{1300.2 += 200.9{1290.4 + 2019 9.8 + 09|49.7 + 52 493 + 53 {04 = 0.06

Nota: Ultimos 30 dias de la fase
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7.3 Método 2. Balances de masa en los reactores PE1 y PE2 Cintas de polietileno
. ACIDO MEFENAMICO
Carga orgénica uga’ %
Influente Efluente Remocidén Biodegradacion Sorcién Remocién |Biodegradacion | Sorcién
3 5455 + 4.6 3335 + 17.7; 2120 = 223 203.3 + 234 80 + 03 [38.7 = 3.7{ 372 £+ 39 (16 = 0.22
3R 603.5 + 65,5 | 175.0 + 38.7{ 4285 + 102.2{ 423.8 + 1055 3.6 + 0.1 |704 + 76 696 + 99 08 + 0.30
6 1148.2 + 74.6 704.2 + 142! 4441 * 60.4 426.7 + 616 169 + 1.0 |385 +* 29 370 + 31 {15 *= 0.15
6 R 13575 £ 13.2 676.1 + 175! 6814 * 30.7 666.7 + 30.3 {150 =+ 0.8 |50.3 + 18! 492 + 18 {11 + 0.02
9 1635.7 £ 13.9 {1197.7 + 41.3: 438.0 = 55.3 3354 + 618 {960 + 1.7 [265 + 33, 203 * 3.7 (63 * 045
9R 1809.8 + 96.4 964.4 + 450 8454 £ 1213} 763.7 + 149.7{76.1 + 6.1 |46.2 £ 6.3{ 416 + 9.2 i46 = 0.96
12 22945 + 149.1:18345 + 549 460.0 + 942 | 373.7 + 98.0 {857 + 55 |198 + 3.0/ 160 + 3.2 (3.7 * 0.28
12R 27126 + 26.4 (17470 + 748} 965.6 + 101.2: 880.0 + 985 {875 + 6.6 |305 + 33! 323 + 33 {31 % 0.09
FLUOXETINA
3 206.2 + 0.4 50.7 + 6.1 1555 = 5.7 1535 = 6.1 17 £ 0.2 |755 + 29! 745 £ 31 {10 = 0.19
3R 2264 = 7.8 145 = 0.7 2119 + 85 211.3 + 85 05 £ 0.0 |936 £ 05} 933 + 05 0.3 + 0.04
6 462.6 + 28.8 644 + 16 | 3982 + 304 | 3958 + 30.7 | 22 + 0.0 |8.0 + 1.3; 855 + 14 {05 + 0.09
6 R 519.4 + 448 724 + 7.3 447.0 £ 52.1 4446 + 52.5 26 + 0.3 8.0 £ 27 8.5 + 28 i05 £ 0.11
9 6184 = 1.1 2114 + 11.8: 407.0 = 10.7 3793 + 130 {252 + 16 |659 + 18! 614 = 21 {45 + 0.37
9R 679.0 = 23.3 842 + 194 5949 x 427 5839 + 458 {128 * 109|875 + 33! 859 = 39 {16 + 0.52
12 9244 + 57.6 387.4 + 56.1: 537.0 = 63.7 509.0 + 699 1241 + 13 |57.7 + 88! 546 £+ 96 (3.1 * 0.80
12R 1037.8 + 89.5 | 2524 + 257! 7854 + 65.2 | 766.7 + 68.2 {209 + 20 |757 + 44} 738 + 48 118 * 0.46
METOPROLOL
3 559.0 + 0.4 246.7 + 159 312.3 £ 433 3114 + 434 0.8 + 00 [558 + 49 556 + 49 (0.2 = 0.03
3R 5525 + 7.8 186.1 = 7.1 366.3 + 12.7 365.6 + 12.8 07 £+ 0.1 |[664 = 16} 66.2 + 16 (0.1 = 0.01
6 1206.6 + 28.8 531.0 + 12.0{ 675.7 £ 144.7{ 6739 + 1449} 1.7 + 0.3 |555 £ 57{ 553 =+ 58 i0.2 £ 0.03
6 R 1307.0 + 4438 5576 + 2.1 7495 + 64.1 7475 + 64.2 20 £ 01 |574 + 21} 572 + 21 {01 %= 0.02
9 1676.3 + 1.1 1002.3 + 424 674.1 = 39.7 663.6 + 395 {104 = 04 |403 + 0.2; 39.7 £ 0.2 (0.6 * 0.02
9R 1656.7 = 23.3 768.7 + 358 8879 = 524 879.3 = 53.2 81 + 09 [53.7 =+ 27 532 + 27 (05 = 0.05
12 24112 + 57.6 :1604.0 + 68.1: 807.2 = 147.1: 797.7 + 1475 94 + 09 |33.1 = 44, 327 =+ 44 04 = 0.06
12 R 2611.8 + 89.5 {1403.3 + 39.8:1208.5 = 84.0 {1199.1 + 84.3 96 = 1.2 |466 = 05 463 * 05 {04 + 0.03

Nota: Ultimos 30 dias de la fase
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7.4 Método 2. Balances de masa en los reactores PUl1 y PU2

Cubos de poliuretano

Carga organica,

ACIDO MEFENAMICO

gDQOmM2d! Hg-d-1 %
Influente Efluente Remocién Biodegradacion Sorcién Remocién |Biodegradacion | Sorcion
3 5455 + 4.6 2329 + 23.0; 3126 *= 27.7 307.3 = 285 45 + 04 |57.2 = 46 56.3 = 4.7 1.0 £ 0.16
3R 603.5 + 65.5 138.3 = 25.0{ 465.2 + 90.5 4624 * 911 31 £ 23 |76.8 £ 6.6 76.3 + 6.8 (05 * 0.16
6 1148.2 £ 74.6 516.8 + 19.0 6315 = 93.6 621.1 + 942 110.0 + 0.3 [54.7 = 4.7 539 + 48 109 + 0.08
6 R 13575 £ 132 | 556.3 + 40 | 8012 + 17.2 | 790.8 * 16.8 {10.7 + 05 |59.0 + 0.8 583 +* 0.8 (0.8 + 0.03
9 1635.7 + 139 817.1 + 25.7: 818.6 %= 39.7 7646 + 411 {529 + 1.2 |50.0 £+ 19 46.7 + 20 3.3 = 0.12
9R 1809.8 + 96.4 655.8 + 45 111540 £ 91.8 {1110.0 + 93.5 {48.7 + 156|635 = 3.6 61.1 + 4.0 25 = 0.36
12 22945 *+ 149.1:1660.3 + 384! 634.1 = 117.5} 567.7 + 122.8:64.7 + 46 |27.3 = 6.5 244 + 6.9 29 = 031
12 R 27126 = 26.4 {1407.7 £ 4.2 {13049 = 22.2 {12457 + 20.0 {60.8 + 3.2 |48.1 = 04 46.0 + 0.3 22 x 0.07
FLUOXETINA
3 206.2 + 04 385 + 6.0 167.7 + 5.6 166.3 = 5.9 11 £ 01 |813 + 29 806 + 3.0 0.7 = 0.14
3R 2264 = 7.8 129 = 15 213.6 + 9.2 213.2 + 9.3 0.8 + 1.1 |943 = 0.8 941 + 09 0.2 = 0.04
6 462.6 + 28.8 442 + 2.7 4185 + 26.1 417.0 + 26.1 14 + 0.1 [904 = 0.0 90.1 + 0.0 (0.3 * 0.00
6R 519.4 + 4438 545 + 8.4 4649 + 53.2 463.2 + 535 19 + 03 (894 = 26 89.1 + 27 103 x 0.10
9 6184 + 1.1 1331 * 17.2 4853 + 16.1 | 4712 +* 179 {133 + 18 |785 = 27 762 *+ 30 {23 * 0.29
9R 679.0 = 23.3 526 + 34 626.5 + 26.7 620.8 + 27.4 {10.7 = 144|923 + 0.8 914 + 09 08 *= 0.13
12 9244 = 57.6 293.6 + 68.1: 630.8 = 75.6 611.8 + 81.0 {156 = 1.2 |67.8 + 94 65.7 + 100 {21 = 0.67
12 R 1037.8 + 895 1939 + 429! 8439 * 824 8309 + 855 1152 + 1.2 |8l12 + 56 80.0 + 6.0 13 £ 041
METOPROLOL
3 559.0 = 0.4 243.1 + 22.0i 316.0 £ 494 | 3150 + 495 { 0.8 + 0.1 |564 + 6.0/ 1576 * 6.0 (0.2 * 0.03
3R 5525 + 7.8 1713 = 27.2; 381.2 + 32.7 380.6 + 32.9 0.7 £+ 06 [69.0 = 5.2 689 + 53 0.1 = 0.02
6 1206.6 + 28.8 4414 + 3.4 765.3 + 136.1} 7639 + 136.2: 14 + 0.1 |63.1 + 43 630 + 43 0.1 = 0.01
6 R 1307.0 = 4438 421.7 + 242 8854 + 37.8 884.2 + 37.8 1.2 £ 0.2 |675 = 0.0 674 + 00 (0.1 = 0.01
9 1676.3 = 1.1 933.0 £ 704 7433 * 1525} 7343 * 1532} 85 * 0.4 |443 * 6.7! 437 * 6.8 (05 x 0.07
9R 1656.7 + 23.3 | 638.3 + 74.8{1018.3 + 915 (1012.1 * 925 6.3 £+ 24 |615 + 49! 611 + 49 {04 = 0.07
12 24112 + 57.6 11448.7 + 10.0! 9624 = 175.1; 9540 + 1757 82 + 03 |394 * 6.1 391 + 6.1 04 = 0.05
12 R 26118 + 895 :i1311.6 + 77.2:1300.2 = 150.9:12925 + 201.6: 81 +* 0.3 |49.7 = 52 494 + 53 03 = 0.04

Nota: Ultimos 30 dias de la fase
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7.5 Produccion de solidos y lodo extraido en los reactores con biomasa inmovilizada

CINTAS DE POLIETILENO

Produccién de sélidos

Lodo extraido

or(;]g:ﬁga, Px1 Px2 Sélidos A. MEFENAMICO FLUOXETINA METOPROLOL
gDQO'm=2d-* gLt gdt gdt pgdt
3 0.037 + 0.005 3.432 + 0.157 0.164 + 0.002 | 0.3188 + 0.0166 : 0.1223 *= 0.0107 @ 0.1920 + 0.0340
3R 0.033 + 0.004 3.312 + 0.108 0.461 + 0.098 | 1.1896 + 0.2767 0.2968 = 0.0501 . 0.4804 + 0.0501
6 0.035 + 0.003 7.799 + 0.257 0.347 + 0.034 | 0.8270 + 0.0354 0.2870 = 0.0641 . 0.3526 + 0.0751
6 R 0.029 + 0.004 7.274 = 0.349 0.682 + 0.101 | 1.5396 + 0.1355 @ 0.4950 = 0.0417 @ 0.5972 = 0.0831
9 0.127 + 0.010 11.921 + 0.140 1.138 + 0.093 | 2.6650 + 0.0301 & 0.6433 + 0.0453 @ 15181 + 0.3793
9R 0.117 + 0.012 11.640 £ 0.163 2498 = 0.137 | 6.4789 + 0.3648 @ 1.3716 + 0.1172 @ 2.6859 = 0.0965
12 0.068 + 0.006 15.009 + 0.413 1.726 + 0.186 | 4.5385 + 0.3996 @ 1.3719 + 0.1904 @ 1.4581 + 0.3952
12R 0.068 + 0.012 16.909 + 0.873 3.243 + 0.310 | 89213 + 0.7625 2.3869 * 0.1621 & 2.2877 + 0.5268
CUBOS DE POLIURETANO
Carga Produccién de sélidos Lodo extraido
organica, Px1 Px2 Solidos A. MEFENAMICO FLUOXETINA METOPROLOL
gDQO'm=2d- gLt gd? gd? pg-d-1

3 0.041 + 0.005 3.819 + 0.098 0.167 + 0.020 | 0.3114 £+ 0.0539 @ 0.0588 * 0.0126 @ 0.1757 %= 0.0551
3R 0.035 + 0.004 3.519 + 0.115 0.120 + 0.024 | 0.2610 £+ 0.0363 @ 0.0431 = 0.0001 : 0.1090 = 0.0135
6 0.037 + 0.003 8.176 + 0.248 0.122 + 0.086 | 0.1880 + 0.0542 0.0552 + 0.0148 . 0.0853 + 0.0658
6 R 0.035 + 0.005 8.720 + 0.360 0.106 + 0.023 | 0.2188 + 0.0904 0.0635 + 0.0080 : 0.0821 + 0.0059
9 0.127 + 0.010 12.000 + 0.175 0.307 + 0.009 | 0.5116 + 0.0373 0.1383 = 0.0169 . 0.2997 + 0.0727
9R 0.117 + 0.013 11.680 + 0.229 1.661 + 0.245 | 3.0707 + 1.1090 & 0.6740 + 0.2813 @ 1.6391 * 0.6307
12 0.072 = 0.006 15.888 = 0.503 1.332 £ 0.169 | 3.3106 = 0.2348 | 0.9507 + 0.1743 | 0.7699 = 0.2345
12R 0.068 + 0.011 17.050 + 0.677 4.015 + 0.103 | 9.8306 + 1.1620 2.2918 + 0.5253 & 2.8999 + 0.7969

Nota: Ultimos 30 dias de la fase

167



ANEXOS

ANEXO 8

CINETICAS DE REMOCION DE LOS FARMACOS EN LA BIOMASA INMOVILIZADA

8.1 Concentraciones de los farmacos en los duplicados de la fase liquida durante las cinéticas de remocion

Tiempo, min

Cintas de polietileno, PE

A.Mefenamico Fluoxetina Metoprolol

ugL™
0 5.5930 6.3192 2.0162 2.1444 5.3686 6.2517
30 5.4478 5.6171 1.2001 1.3571 5.1728 5.3091
60 5.1260 5.1090 0.8441 0.9187 4.6252 4.7647
90 4.7130 4.5950 0.7127 0.7870 3.9620 4.2220
120 4.4494 3.9456 0.6853 0.6458 3.2992 3.8002
150 4.2346 3.7937 0.5929 0.5568 2.9542 3.2810
180 3.9175 3.6869 0.5473 0.5268 2.7646 2.9939
210 3.7625 3.5687 0.5150 0.5092 2.5498 2.6335
240 3.4223 3.5292 0.4475 0.4571 2.2559 2.3854
270 3.2997 3.4365 0.3978 0.3727 2.1195 2.2866
300 3.1803 3.3798 0.3748 0.3626 2.1059 2.1778
360 3.0854 3.3671 0.3435 0.3418 1.9849 2.0844

. . Cubos de poliuretano, PU
Tiempo, min . - :
A.Mefenédmico Fluoxetina Metoprolol

ugL™
0 5.6035 5.6236 1.9820 2.0155 5.5129 5.4328
30 5.3283 5.0521 1.2248 1.1936 4.8250 4.6357
60 4.6491 4.7946 1.0212 0.9872 3.6928 4.2891
90 4.3194 4.2864 0.8562 0.7521 3.3138 3.6828
120 3.9630 3.8296 0.8014 0.6290 3.0093 3.0285
150 3.5939 3.7693 0.6028 0.5368 2.5985 2.9093
180 3.2100 3.5891 0.4560 0.4713 2.3875 2.6510
210 2.9390 3.2383 0.4118 0.4360 2.1840 2.3400
240 2.6788 2.7681 0.3950 0.4034 1.8690 1.9157
270 2.4193 2.3093 0.3432 0.3617 1.5992 1.7320
300 2.2452 2.1493 0.2686 0.3186 1.4542 1.5606
360 2.1629 2.0492 0.2698 0.3068 1.4186 1.4928

8.2 Porcental

es de remocion promedio de los farmacos durante las cinéticas de remocién

Tiempo, Cintas de polietileno, PE Cubos de poliuretano, PU
min A Mefenamico Fluoxetina Metoprolol | A.Mefenamico Fluoxetina  Metoprolol
% Remocion
30 7.1 38.5 9.8 7.5 39.5 13.6
60 14.1 57.6 19.2 15.9 49.8 27.1
90 219 64.0 29.6 23.3 59.8 36.1
120 29.5 68.0 38.9 30.6 64.2 44.8
150 32.6 72.4 46.3 34.4 71.5 49.7
180 36.2 74.2 50.4 394 76.8 54.0
210 38.5 75.4 55.4 45.0 78.8 58.7
240 41.6 78.3 60.1 51.5 80.0 65.4
270 43.5 81.5 62.1 57.9 824 69.6
300 44.9 82.3 63.1 60.9 85.3 72.5
360 45.8 83.5 65.0 62.5 85.6 73.4
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8.3 Evolucién de la materia organica y nitrégeno durante las cinéticas de remocion

Tiempo, Cintas de polietileno, PE Cubos de poliuretano, PU
min DQO N-NH,4 N-NO; N-NO3 DQO N-NH,4 N-NO; N-NO3
mg-L*

0 228 25.3 240 27.3

30 187 215 2 2 190 23 2 25
60 168 18.5 4 4.5 166 19.8 3 4
90 151 16.5 3 5 150 17.5 4 6
120 138 15 4 6.5 136 15.5 3 8
150 112 14 3 7 115 13.8 2 10.5
180 101 13 2 8 103 12.5 3 11.5
210 88 12.5 3 9.5 87 10.8 4 13
240 79 11.8 3 11 67 9 3 14.5
270 68 10.5 2 12.5 60 7 2 17
300 64 9.5 2 13 57 5.3 2 18
360 61 9.1 2 14 53 4.5 2 18.5

8.4 Porcentajes y tasas de remocién de la materia organica y nitrogeno durante las cinéticas de remocion

Tiempo, Cintas de polietileno, PE Cubos de poliuretano, PU
min DQO N-NH,4 DQO  N-NH4 DQO N-NH4 DQO N-NH4
% Remocién Tasa, mgm2h? % Remocién Tasa, gm?2ht
30 18.0 14.9 8.2 0.75 20.7 15.6 10.0 0.86
60 26.3 26.7 3.8 0.60 30.6 27.5 4.8 0.66
90 33.7 34.7 3.4 0.40 37.4 35.8 3.3 0.45
120 39.4 40.6 2.6 0.30 43.2 43.1 2.8 0.40
150 50.8 44.6 5.2 0.20 51.9 49.5 4.2 0.35
180 55.9 48.5 2.3 0.20 56.9 54.1 2.4 0.25
210 61.3 50.5 2.5 0.10 63.8 60.6 3.3 0.35
240 65.2 53.5 1.8 0.15 72.1 67.0 4.1 0.35
270 70.1 58.4 2.2 0.25 74.9 74.3 1.3 0.40
300 72.0 62.4 0.9 0.20 76.3 80.7 0.7 0.35
360 73.1 64.0 0.5 0.08 78.1 83.5 0.8 0.15

8.5 Tasas de remocion de los farmacos durante las cinéticas de remocion

Tiempo, Cintas de polietileno, PE Cubos de poliuretano, PU
min A.Mefenamico Fluoxetina Metoprolol | A.Mefenamico Fluoxetina  Metoprolol
Tasa, pgm2h?
30 0.0851 0.1610 0.1143 0.0855 0.1595 0.1500
60 0.0833 0.0798 0.1096 0.0946 0.0414 0.1494
90 0.0931 0.0264 0.1211 0.0846 0.0404 0.0995
120 0.0917 0.0169 0.1089 0.0821 0.0180 0.0968
150 0.0368 0.0182 0.0868 0.0434 0.0294 0.0535
180 0.0426 0.0076 0.0479 0.0570 0.0214 0.0474
210 0.0274 0.0050 0.0577 0.0628 0.0080 0.0520
240 0.0381 0.0120 0.0544 0.0738 0.0050 0.0747
270 0.0216 0.0135 0.0236 0.0726 0.0094 0.0458
300 0.0177 0.0033 0.0123 0.0337 0.0119 0.0320
360 0.0108 0.0052 0.0215 0.0184 0.0011 0.0104
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