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Abstract

The present work evaluates the influence of veterinary antibiotics in the removal of macro
and micropollutants from swine wastewater in the potential components of a two phases
reactor: i) anaerobic biomass and ii) granular activated carbon. Assays such as specific
methanogenic activity (SMA) and biodegradability (BD) were done with acclimated and
non-acclimated biomass, using two tetracyclines (tetracycline and oxytetracycline) and a
macrolide (tylosin). The removal kinetic models and antibiotic removal rates were also
calculated. Sorption assays were done with the granular activated carbon. The doses
here used were 0, 15, 30, and 45 pg/L for the SMA and BD assays; while for the sorption
assay, the doses were 15, 60, and 100 ug/L. Also, a mixture of the three antibiotics was
applied at quantities previously mentioned.

The assays showed that tetracyclines cause inhibitions on methane production when the
biomass is without acclimatization, while tylosin inhibits the activity in acclimatized
biomass at doses > 30 ug/L. Furthermore, antibiotics mixed had an inhibitory effect similar
to that observed to its individually. Hence, it is important citing that inhibitory effects of
two tetracyclines and a macrolide were observed in batch assays despite the
acclimatization from anaerobic biomass to swine wastewater, showing that
micropollutants can affect the treatment of wastewater from pork industry. Moreover,
sorption assays showed that granular activated carbon at room temperature is the best
sorbent, when the wastewater has pH values close to neutrality (6 and 8). These
conditions are import for swine wastewater treatment in a reactor of two phases because
only the first phase (anaerobic) need to operate at 37 °C. Consequently, it is
recommended that wastewater at the activated carbon module is maintained at room
temperature.

The results obtained suggest that a reactor ensembled with these two phases is capable
of removing macropollutants such as medium organic matter (as total organic carbon) in
the anaerobic phase without significant inhibitory effects by the antibiotics when the
biomass is acclimatized. However, a there may be a limited methane production when
antibiotics are mixed at swine wastewater the maximum methane production decreasing
between 7.9 and 13.5%.

Finally, in the phase with granular activated carbon at room temperature these antibiotics
can be removed.



Resumen

El presente trabajo de investigacion evalla la influencia de antibidticos de uso veterinario
en la remocion de macro y microcontaminantes en agua residual porcicola en las etapas
potenciales de un reactor las cuales son: i) biomasa anaerobia y ii) carbon activado
granular. Los ensayos realizados fueron actividad metanogénica especifica (AME),
biodegradabilidad (BD) con biomasa aclimatada y no aclimatada utilizando dos
tetraciclinas (tetraciclina y oxitetraciclina) y, un macrélido (tilosina). También se
determinaron los modelos cinéticos de remocion y los porcentajes de eliminacion de
antibidticos. Los ensayos de sorcidén se realizaron con carbon activado granular. Las
dosis utilizadas fueron 0,15, 30 y 45 pg/L para los ensayos AME y BD y, para los ensayos
de sorcion fueron 15, 60 y 100 ug/L. Ademas, se aplicé una mezcla de los tres antibioticos
las dosis previamente mencionadas.

Los ensayos mostraron que, las tetraciclinas causan inhibicion en la produccién de
metano cuando la biomasa no tiene aclimatacibn mientras que la tilosina inhibe la
actividad en biomasa aclimatada a dosis > 30 pg/L. Ademas, los antibiéticos mezclados
tuvieron un efecto inhibidor similar al observado en su individualmente. Por lo tanto, es
importante mencionar que se observaron efectos inhibitorios de dos tetraciclinas y un
macrolido en los ensayos en lote a pesar de la aclimatacion de la biomasa anaerobia a
agua residual porcicola, lo que muestra que los microcontaminantes pueden afectar el
tratamiento del agua residual de la industria porcina. Por otro lado, los ensayos de sorcion
muestran que el carbon activado granular a temperatura ambiente (20°C) es el mejor
sorbente, cuando el pH del agua residual se mantenga en un rango cercano a la
neutralidad (6 y 8). Estas condiciones son importantes para el tratamiento de agua
residual porcicola en un reactor de dos etapas porque solo la primera etapa, la anaerobia,
necesita operar a 37 °C. Consecuentemente, se recomienda que el agua residual
porcicola en el modulo con carbdn activado se mantenga a temperatura ambiente.

Los resultados muestran que un reactor acoplado por dos etapas es capaz de remover
macrocontaminantes (materia organica medida como carbono organico total) en la fase
anaerobia sin efectos inhibitorios significativos causados por los antibioticos cuando la
biomasa esta aclimatada. Sin embargo, puede haber una produccién limitada de metano
cuando los antibidticos se encuentran mezclados en el agua residual porcicola
disminuyendo entre el 7.9 y 13.5 % la produccion méxima de metano.

Finalmente, en la etapa con carbén activado granular a temperatura ambiente se logra
la remocion de estos antibiéticos.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO
1.1 INTRODUCCION

1.1.1 Actividad porcicola

La cria de cerdos ha mostrado un ritmo constantemente creciente en México
desde la década de los afios cuarenta que esta actividad empez6 como de
traspatio o rustica hasta los afios setenta que se convirti6 en una de las
actividades mas importantes en el pais. En la actualidad se ha mostrado un
incremento en la produccién de carne en canal porcino del 6.7 % a finales del
2019 con respecto al 2018, representando alrededor del 45% del consumo
nacional aparente. En 2019 el volumen de carne en canal porcino fue de 153 mil
803 toneladas, concentrando la produccion en seis estados, Jalisco (20 %),
Sonora (18 %), Puebla (12 %), Yucatan (9 %), Veracruz (9 %) y Guanajuato (8
%) (OCDE, 2019; SIAP, 2020).

Esta actividad ha ido en crecimiento, ya que el cerdo es un animal omnivoro, de
facil domesticacion, alta fertilidad y rapido crecimiento. Los tipos de granja que
se han instaurado en México se pueden observar en la Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacién de las granjas porcicolas.
Tipos de granja
Etapa de Productoras de Ciclo

crecimiento Pie en cria lechones completo Engorda
Pequeriias Medianas Grandes
Tamafo (<2500 (2500 a 7999
(= 8000 puercos)
puercos) puercos)
Implementacion Tecnificada  Semi-tecnificada Traspatio

de tecnologia
Fuente: (Escalante-Estrada y Garzon-Zufiga, 2015; Garzén-Zufiga y Buelna,
2014; SIAP, 2018)

Cabe mencionar que, el aumento de la demanda de carne conlleva un acelerado
ritmo de produccion. Este aumento ha desencadenado un impacto ambiental que
se deriva principalmente del modelo de crianza de animales de granja el cual se
basa en sistemas de alimentacion ricos en granos (maiz, sorgo), pastas proteicas
(soya, canola), subproductos agroindustriales como salvado de trigo, pulido de
arroz, granos de cerveceria humedos, granos secos de destileria, melaza de
cafia, ademas de forrajes fibrosos henificados.) (OCDE, 2019). Asi mismo, existe
una concentracion desproporcionada de animales en un area reducida, que es
consecuencia de la tecnificacibn de esta actividad (Losada-Espinosa et al.,
2017). Finalmente, el inadecuado o incluso la ausencia de un plan del manejo de
residuos y otras acciones hacen que las granjas porcinas sean altamente
contaminantes para el agua, suelo y aire (Pérez, 2006).

A los impactos antes mencionados se suman el uso de antibiéticos, hormonas y
otros productos para promover el crecimiento acelerado de los animales y que
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sirven como profilacticos y terapéuticos. Las enfermedades mas comunes en los
cerdos son las relacionadas con el sistema digestivo y respiratorio (Losada-
Espinosa et al., 2017); siendo la tilosina y las tetraciclinas (TCs) los farmacos
aprobados para uso en porcinos (SAGARPA, 2016).

1.1.2 Aguas residuales porcicolas

En México se estima que una unidad de produccion animal (UPA) con un peso
de 100 kg genera aproximadamente de 17 a 63 litros diarios de agua residual
porcicola (heces, orina, agua de lavado, etc.). Este volumen varia dependiendo
de la etapa de crecimiento, el nUmero de cerdos existentes y su peso, asi como
de la disponibilidad de agua y el tipo de tecnologia utilizada para su ahorro, entre
otros factores (Drucker et al., 2004; Méndez Novelo et al., 2009)

Estudios realizados previamente en el estado de Yucatan, donde la actividad
porcicola es importante, estimaron que entre 17.9 % (datos generados segun los
porcentajes de tratamiento de la Comision Nacional del agua (2006) y el 50.7 %
(segun la metodologia de (Drucker etal., 2004)) de las aguas residuales
provenientes de esta actividad no son tratadas. Esta problematica se ha
observado en otros estados, como en Michoacan donde de 33 granjas el 9.1 %
no trataba el agua generada y las que contaban con tratamiento no se
encontraban en buen estado (Pérez, 2001).

En 2019, se reportd que el 33.9 % de las aguas no municipales no se someten a
ningun tratamiento (Comision Nacional del Agua (CONAGUA), 2019). Esto es un
indicativo de que un porcentaje considerable de las aguas residuales porcicolas
tampoco son tratadas y de que la problematica persiste.

El agua residual porcicola no tratada constituye una gran problemética para el
medio ambiente ya que contienen altas concentraciones de materia organica,
solidos disueltos y en suspension, turbidez, color y microorganismos patégenos
(De Victorica-Almeida et al., 2008). Estos contaminantes pueden llegar a generar
una alta carga organica medida como Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)
similar incluso a la de una poblacion 3,929,990 personas (considerando que el
agua residual doméstica tenga una DQO de 500 mg/L y un flujo de 200 L/hab/d,
y el efluente de agua residual porcicola sea 8,361.68 m3/d con una DQO de
392,999 kg/d) (Méndez Novelo et al., 2009).

En la Tabla 2 se puede observar las caracteristicas del agua residual porcicola
en México segun el tipo de granja y se puede observar que ésta presenta alta
cantidad de materia organica, nutrientes y coliformes que pueden afectar
significativamente si no son tratadas.
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Tabla 2. Caracteristicas del agua residual porcicola en México segun el tipo de

granja.
Parametros
pe el DBO NTK PT o Referencia
ranja 5
2t mgiy  PROMIL) oy (mgiL) (N'\fnpl_’)loo
Tecnificada 15,061 40,498 1,048 ° 430  9.20E+10 (Escalante-
Semi- 5,500 32,621 881" 19 330E+11 Coraday
tecnificada Garzén-
Traspatio 590 900 - - 8.80E+05 Zuiiiga, 2015)
(De Victorica-
Pequefa? 1,173-2,318 2,146-4,119 - - - Almeida
et al., 2008)
. 524-  27.4- 7.90E+05-
Pequefia 996-11,697 3,478 — 16,888 1,179 214 1 50E08 Garsd
arzén-
. 405- 28.6- 1.10E+08- e
Mediana 1,657-9,613 3,339 — 38,544 2033 1801 9.30E+08 Zuniga y
34,310 1,048 97.6- 4.70E+07 Buelna, 2014)
) - ' - U7 . + -
Grande — 6,092-15061 "4 4og 1,666  430.1 1.60E+09
. (Gonzalez-
Maternidad i 11,000-55,000 - : i Tineo et al.,
2020)
(Vazquez
Engorda - 11,500 1,400 - - Borgues,
2002)
(Garcia-
524-  27.4- 1.00E+07- o,
Engorda 995-9,613 3,478-35,497 2.033 1801 9 20E+08 Sazr(l)clr;z,

NTK: Nitrégeno total Kjeldahl; PT: Fosforo total; CF: Coliformes fecales

a productora de lechones; b: valores de nitrégeno total; c: entra dentro de la clasificacion
de granja de ciclo completo.

Los efluentes tratados o sin tratamiento de las granjas porcicolas, generalmente
son emitidos a terrenos agricolas, a cuerpos receptores propiedad de la nacién o
al alcantarillado municipal (Centro de Investigacién en Alimentacion y Desarrollo
[CIAD], 2004; De La Mora-Orozco et al., 2018; Méndez Novelo et al., 2009;
Pérez, 2001). Por otro lado, los sistemas lagunares anaerobios son los
tratamientos que han sido generalmente usados (Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo [CIAD], 2004). Sin embargo, las lagunas requieren de
extensas areas para su implementacion y para que exista una degradacion
completa de la materia organica y de otros parametros necesarios para cumplir
con la NOM-001-ECOL-1996. Esta norma establece los limites maximos
permisibles (LMP) de contaminantes en las descargas de aguas residuales a
aguas y bienes de la nacion. Asi mismo, la NOM-002-ECOL-1996 que establece
los LMP de contaminantes en las descargas de aguas residuales a los sistemas
de alcantarillado urbano o municipio (SAGARPA, 2016).
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Sin embargo, el hecho de tener estos sistemas de tratamiento no garantiza que
se cumplan los LMP ya que se ha observado que con los sistemas de tratamiento
gue no operan bien no logran remover ni el 80 % de la carga organica (Pérez,
2001).

Otros sistemas que han funcionado con mayor eficiencia y con requerimientos de
area menores son los digestores anaerobios de liquidos y soélidos. Estos
reactores ofrecen una mayor degradacion de la carga organica ya que se degrada
tanto la fase liquida como de la solida. Los reactores anaerobios de flujo
ascendente también son considerados 6ptimos para la remocion de la carga
organica. Resultando més eficaces los trenes que tratamiento que integren
digestores anaerobios y reactores de flujo ascendente (Escalante-Estrada y
Garzon-Zufiga, 2015).

1.1.3 Antibi6éticos de uso veterinario

El uso de farmacos veterinarios o de uso animal pueden ser ingeridos, inyectados
e incluso aplicados topicamente. Estos son utilizados a niveles terapéuticos
principalmente para tratar enfermedades y prevenir infecciones. Sin embargo,
también se utilizan en dosis subterapéuticas para aumentar la eficiencia de la
alimentacion y promover el crecimiento en animales productores de alimentos,
como los cerdos (Barcelo et al., 2012) (ver Figura 1).

[ Uso de los antibioticos en la cria de animales J

]
! !

Para animales
diagnosticados con

Propagacion de
enfermedades en manada
o rebafio

Enfermedades en
animales sanos
probablemente expuestos
a animales enfermos

Usos terapelticos Otro usos

Promotor de
crecimiento

enfermedades

Aditivos en

Vacunacion alimantos

Bioseguridad

Figura 1. Usos potenciales de los antibioticos en la cria de animales.
Fuente:(Cheng, Ngo, Guo, Chang, Nguyen, Liu, Shan, et al., 2020)

En la medicina veterinaria los antibiéticos que se administran tipicamente son las
tetraciclinas, las sulfonamidas, los aminoglucésidos, los R-lactamicos y los
macrolidos (Thiele-Bruhn, 2003; Walsh y Wencewicz, 2016).Sin embargo, en los
alimentos para los cerdos los antibiéticos mas utilizados son las tetraciclinas y un
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macrolido en particular, tilosina (Cheng, Ngo, Guo, Chang, Nguyen, Liu, Shan,
et al., 2020; Van Cuong et al., 2016).

Los antibidticos o también llamados antimicrobianos producen acciones
bacteriostaticas (detener el crecimiento de las bacterias) o bactericidas (provocar
la muerte de bacterias). Estos pueden ser naturales o (semi) sintéticos,
generados por varias especies de microorganismos. Generalmente, éstos son
compuestos formados por moléculas grandes, complejas, polares y no polares
con uno 0 mas grupos ionizables lo que hace que su persistencia en el
medioambiente sea elevada tanto en su forma original como en sus metabolitos.

Los mecanismos de accion de los antibioticos se observan en la Figura 2. Y se
describen a continuacion:

a) Inhibicién de la sintesis de la pared celular: la pared celular bacteriana es
crucial para la resistencia de estos organismos a cambios de presion
osmatica. Por lo que, algunos antibiéticos como los B-lactamicos interfieren
con los pasos de reticulacion extracelular y debilitan la resistencia mecanica
de la capa de peptidoglicano.

b) Inhibicién de la sintesis proteica: la generacion de proteinas es necesaria
pues, llevan a cabo diversas funciones en la célula (supervivencia,
crecimiento y division). Por tanto, el bloqueo de la biosintesis proteica puede
conllevar a la muerte celular. Este proceso se puede lograr tanto en la
subunidad ribosémica pequefia donde actian antibiéticos como las
tetraciclinas o en la subunidad grande como lo hacen algunos macrolidos.

c) Inhibicién de la sintesis de ADN o ARN: la interferencia con la replicacion
del ADN o la transcripcion del ADN en ARN también debe ser bactericida
afectando la sintesis de estos acidos nucleicos. Los modos de accion pueden
ser desde obstruir la replicacion del ADN llevada a cabo por la enzima ADN
girasa (fluoroquinolonas) hasta bloquear la transcripcién del ADN en ARN
(rifamicina).

d) Inhibicién de la sintesis de folato: ésta se logra afectando la via para
construir y reciclar la forma de la enzima del &cido folico vitaminico que sirve
para la generacion de dTMP, uno de los cuatro componentes basicos para la
biosintesis de ADN.

e) Disrupcion de la membrana: en las bacterias la membrana constituye
barrera para evitar la salida incontrolada de iones y moléculas pequefas
dentro y fuera de las células. Es por eso que, el modo de accion de algunos
antibioticos es alterar la integridad de la membrana.
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a. Inhibicidn de la sintesis de la pared celular| T

b. Inhibicidn de la sintesis proteica

~
Ribosoma b
o
e R R
ADN Girasa ARN | |
r | [ | |
. ADN X PO0C X2 |
N GTP=t==—p=pHp—m= —*DHF IGT."‘P_"‘ }i ARN Folimerasa, /
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. interna
~ Periplasma___—"

Pared celular de
peptidoglicano

Periplasma

‘Membrana —
_ externa__—— ”
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GTP: trifosfato de guanosina; DHP: dihidropteroato; DHF: dihidrofotalo; THF: tetrahidrofolato; dTMP: acido timidilico;
dUMP: &cido desoxiurilico: dTTP: trifosfato de deoxitimidina.

Figura 2. Formas de accion de los antibi6ticos en bacterias
Fuente:(Walsh y Wencewicz, 2016).

1.1.4 Antibidticos el agua residual porcicola

El agua residual porcicola cruda mantiene altas cantidades de sélidos que
pueden interferir en su posterior tratamiento, motivo por el cual generalmente se
instala un separador de solidos gruesos al inicio de los sistemas de tratamiento.
Sin embargo, los solidos suspendidos totales (SST) pueden ser tratados en un
reactor tipo UASB ya que mantienen un contacto intimo con la biomasa, la
cantidad de SST que pueden ser tratados en este tipo de reactores dependera
de las condiciones operativas del reactor (temperatura, tasa de carga organica,
tiempo de retencién hidraulico y velocidad de flujo ascendente). En general, el
aumento del tiempo de retencién hidraulico a contribuidos a la remocién eficiente
de SST porque esto aumenta la retencion de soélidos organicos (De Victorica-
Almeida et al., 2008; Del’Arco Ramires y Alves de Oliviera, 2014; Mahmoud et al.,
2003) .

Ademas, es importante mencionar que los desechos sélidos (estiércol y sélidos
gruesos) son previamente separados antes de la limpieza de cada nave y son
dispuestos en suelo agricola o para la generacion de biogas que posteriormente
puede ser quemado o usado para la produccion de energia. Esta ultima opcién
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es la mas recomendable por generar menor impacto sobre la concentracion de
gases de efecto invernadero (Ramirez-Islas et al., 2020).

Los desechos de la actividad porcicola no solo tienen altas cargas organicas, sino
que también microcontaminantes, como lo son los antibiéticos. Se estima que
entre el 17 % al 76 % de los antibidticos administrados, pueden ser excretados
en su forma quimica original o como metabolitos por via urinaria y heces fecales
(Kimmerer, 2009).Por tanto, los antibiéticos de uso veterinario se han convertido
en un contaminante de importancia pues, en la mayoria de los casos, éstos son
emitidos por descarga directa, por los efluentes de las plantas de tratamiento,
escorrentia e incluso lixiviacion de las tierras de cultivo (contaminadas por
desechos porcinos que contienen antibioticos) (ver Figura 3).

7 N - 3

Granjas porcicolas Agua residual porcicola

Y

Antibidticos utilizados en los cerdos
coma promotares de crecimiento v
prevencion de enfermedades

W . Y .

.

Mecanismos de remocion
Sorcion
Biodegradacion

Estigrcol, orines, agua de lavado de
camaras produccion

Procesos avanzados
Bicreactores de membrana

Procesos
convencionales
Lodos sctivados
Digastian snaerobiz

Humedales
Procesos modificado

Cuerpos de agua
superficiales

Agricultura

Agua subterranea

Figura 3. Rutas de exposicion de los antibiéticos de uso veterinario en el
medioambiente
Fuente: (Cheng et al., 2018).
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Cabe mencionar que, los procesos convencionales utilizados para la remocion
de contaminantes de del agua residual porcicola no son completamente utiles
para remover microcontaminantes. Por otro lado, los procesos avanzados
remueven con mayor eficiencia nutrientes y otros contaminantes como
antibioticos y hormonas , tal es el caso de los humedales que contemplan
interacciones fisicas, quimicas y biolégicas entre la vegetacion, los sustratos, los
suelos, los microorganismos y el agua, por tanto, pueden tener lugar varios
procesos de remocion: adsorcidn en los sustratos, absorcion de la planta,
fitovolatilizacion, liberacion de exudados, bombeo de oxigeno a la rizosfera y
degradacion microbiana, eliminando de manera eficiente materia organica,
nutrientes y otros compuestos. Los procesos modificados por su parte son
adaptaciones realizadas a los procesos aerobios, anaerobios y de membrana
existentes, tal es el caso de reactor discontinuo de secuenciacion intermitente
aireado (Intermittently aerated sequencing batch reactor, IASRB), filtro biolégico
aireado (Biological Aerated filter, BAF) en combinacion con lagunas aerobias y
anaerobias, biorreactor de membrana con biopelicula (BF-MBRS), sistemas de
dos etapas combinando sistemas convencionales con carbon activado entre
otros (Cheng, Ngo, Guo, Chang, Nguyen, Liu, Wei, et al., 2020).

Los farmacos se han convertido en una problematica porque el modelo de crianza
de cerdos en un inicio se inclind por usar antibidticos desproporcionadamente en
los alimentos para cerdos jévenes (Du vy Liu, 2012; Kirchhelle, 2018).

Se ha observado que la mayoria de los antibiéticos presentes en el agua residual
porcicola se encuentra en la fase solida (98.5 %) siendo la fase liquida la que
tiene la menor fraccién de antibidticos (1.5 %) (Wang et al., 2019). Pese a que,
el porcentaje de antibioticos en la fraccién liquida es menor sigue siendo
significativo pues, se ha evidenciado que las granjas porcicolas son una fuente
importante de genes de resistencia a antibioticos en los rios circundantes y que
éstos podrian viajar lejos con el flujo de agua (Yang etal., 2019).
Consecuentemente, esto podria significar riesgos agro-ecoldgicos y posibles
impactos en la seguridad alimentaria y la salud publica.

La presencia y persistencia de los antibiéticos en los ambientes acuaticos ha
desencadenado varios efectos pese a encontrarse en bajas dosis, ejerciendo una
presion selectiva sobre las comunidades bacterianas autdctonas. Esta presion no
sélo representa una amenaza para los organismos acuaticos, sino que también
contribuye al desarrollo de bacterias resistentes a los antibioticos (BRA) y genes
resistentes a los antibiéticos (ARG). La dispersion de los AGR depende del
farmaco y del tipo de bacterias ya que pueden ser significativamente diferentes
entre especies o incluso entre cepas. Los ARG se pueden compartir facilmente y
persistir en reservorios ambientales como los sedimentos de rios. Ademas, si a
esta problemética se le suma que al descargar desechos porcinos cerca de estos
reservorios de ARG, la comunidad bacteriana que se desarrolla es
potencialmente patdgena, esto constituye una problematica incluso para la salud
publica (Hoelzer et al., 2017; Xiong et al., 2015).
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Como se menciond anteriormente, algunas bacterias resistentes a antibiéticos
pueden ser potencialmente patdgenas y zoonéticas, e incluso llegar a los
alimentos. Esta dispersion se ha observado en el noreste de México donde el
agua de riego contenia cepas diarreicas de Escherichia coli, de las cuales, el 90
% fueron resistentes a al menos un agente antimicrobiano; 51% fueron
resistentes a al menos dos; y el 17% fueron resistentes a multiples farmacos,
poniendo poner en riesgo la salud humana y de otras especies (Canizalez-
Roman et al., 2019). Incluso, se ha hallado bacterias resistentes a antibiéticos en
animales cuyo habitat esta alejado del continente. Este el caso de los pingiinos
antarticos Adélie (Pygoscelis adeliae), donde se ha encontrado especificamente
genes resistentes a tetraciclina. Cabe destacar que, estos efectos no son
inmediatos y tampoco se puede garantizar que al discontinuar el uso de los
antimicrobianos, los efectos provocados decaigan significativamente (Rahman
et al., 2015).

En plantas acuaticas como Lemna gibba y Lemna minor las tetraciclinas han
mostrado tener efectos toxicos a concentraciones por debajo de 5 mg/L, lo cual
se atribuye a la quelacion de nutrientes metalicos en las soluciones de
crecimiento y siendo la toxicidad directa la que menos influye. En microalgas
como Microcystis aeruginosa y Selenastrum capricornutum también se han
observado efectos toxicos causados por la presencia de tetraciclinas y
macrolidos (Brain etal.,, 2008). Estos efectos adversos pueden afectar el
equilibrio de los sistemas acuaticos debido a que especies como las microalgas
son la base de la cadena alimentaria.

1.1.5 Tetraciclinas

Las tetraciclinas naturales son producidas por diferentes especies de
Streptomyces (Voje Petkovic etal., 2017). Las primeras tetraciclinas
(clortetraciclina y oxitetraciclina) se descubrieron en la década de 1940. Son una
familia de antibidticos que inhiben la sintesis de proteinas en las bacterias
(Gram_positivas y Gram_negativas), que se unen irreversiblemente a la
subunidad 30S de los ribosomas, bloqueando la unién de la transferencia de
aminoacilo al ADN (Brain et al., 2008; Chopra y Roberts, 2001)..

Las tetraciclinas son compuestos anfoteros, caracterizados por tres valores de
pKa. Son relativamente estables en &cidos, pero no en bases, y forman sales en
ambos medios (Thiele-Bruhn, 2003).

Este grupo de antibioticos fue ampliamente usado en la cria de animales de
granjas pues, su uso fue extensivo llegando a estar presente en la mayoria de
los alimentos mixtos para cerdos, terneros y aves de corral jovenes (Kirchhelle,
2018). Dentro del grupo de las tetraciclinas, los mas usados en la actividad
porcicola son la tetraciclina y oxitetraciclina (Masse et al., 2014; Van Cuong et al.,
2016; Van Epps y Blaney, 2016).

En la Tabla 3 se puede observar las caracteristicas de la TCN y OTC.
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Tabla 3. Caracteristicas fisicoquimicas de oxitetraciclina y tetraciclina.

Tetraciclinas

Antibidtico Oxitetraciclina (OTC) Tetraciclina (TCN)
rEglré?:Ld:Zr C22H24N20s C22H24N20s

4-dimetilamino-1,4, 4a,5,
5a,6,11,12a-octahidro-
Nombre quimico  3,5,6,10,12,12a-hexahidroxi- -
6-metil-1,11-dioxonaftacen-2-
carboxamida

Peso molecular

460.439 444.444
(g/mol)
Estructura Tetraciclinas R1 R>
. TCN H H
quimica oTC H OH

- Inhibicién de la sintesis proteica de las baterias previniendo su
Modo de accién

crecimiento.
Log Kow -1.2 -1.3
K pKa1=3.22, pKax= 7.46; pPKa1=3.32, pKax= 7.78;
PKa pKa3=8.94 pKa3=9.58

pKa= Constante de disociacion.
Kow= Coeficiente de particion octanol/agua. Si Log Kow <1 la sustancia es soluble en agua, si Log Kow> 1
la sustancia es sorbible en lodo.

Fuente: (N. Chen et al., 2019; Hernandez, 2013; Nasseh et al., 2020)

1.1.6 Tilosina

Los antibiéticos macrdélidos son compuestos bacteriostaticos que se unen
reversiblemente al ARNr 23S en la subunidad del ribosoma 50S e inhiben la
sintesis de proteinas dirigida por ARNm.

La tilosina fue obtenida en 1959 de un filtrado de cultivo de Streptomyces fradie,
el cual se aislé de una muestra de tierra de Tailandia. Se utiliza en medicina
veterinaria para tratar enfermedades respiratorias y disenteria, ademas en
algunos paises esta aceptada como promotor de crecimiento. Su espectro
antimicrobiano ha sido descrito como esencialmente Gram-positivo. La tilosina
consiste principalmente de tilosina (factor A), aunque pueden estar presentes
diferentes cantidades de desmicosina (factor B), macrocina (factor C) y
relomicina (factor D) dependiendo de la fuente de manufactura (ver Tabla 4). Sin
embargo, la mayor parte de la actividad biolégica reside en la tilosina factor A,

10
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pero la mayor parte de la tilosina que se encuentra en los residuos de los cerdos
es como factor D (Lewicki, 2006).

Tabla 4. Caracteristicas fisicoquimicas de la tilosina.

Macrolido
Antibidtico Tilosina (TYL)
Férmula molecular CasH77NO17
Peso molecular (g/mol) 916.112

Micaminosa
DA Tilonolida o
R2 CH3 CH3 :
tilactona
o Compuesto : R3
Estructura quimica i
. \CH,
Tilosina -CHO | -CH: l
(Factor A) Of ¢ 0
H.C (Micarosa)
Desmicosima .
(Factor B) “CHo | o -
HO
CH
Macrocina _CHO -H 3
(Factor C) ae
Of,c ©
HO
Relomicina - CHs -
(Factor D) CHOH | " ae
Of,c O

Inhibicion de la sintesis proteica en las bacterias y en
ocasiones puede producir muerte celular.
Log Kow 1.6
pKa 7.7
Fuente: (Hernandez, 2013; Lewicki, 2006)

Modo de accién

1.1.7 Digestioén anaerobia

La digestion anaerobia consigue aprovechar hasta el 90 % de la energia
contenida en el sustrato transformandolo a metano, a su vez se convierte en una
fuente de energia alternativa (Noyola et al., 2013).

La digestion anaerobia (DA) comprende cuatro pasos interdependientes en los
qgue los microorganismos responsables de una etapa especifica proporcionan
compuestos intermedios para la siguiente etapa (ver Figura 4). La estructura y la
dinamica de esta comunidad microbiana son importantes para mantener el
proceso bien equilibrado. Las principales fases dentro del proceso anaerobio se
describen a continuacion.

11
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Figura 4. Proceso de digestion anaerobia.
Fuente: (Kothari et al., 2014; Y. Li et al., 2019)

e Hidrdlisis Etapa donde la materia organica (azucares, proteinas, lipidos,
etc.) se hidroliza en micromoléculas, como oligosacéaridos (mono o di) y
aminoécidos, que son mas féaciles de absorber por las bacterias
fermentativas para formar acidos grasos volatiles.

e Acidificacién. Proceso que transforma las micromoléculas en &cidos
grasos volatiles (AGVs) y alcoholes;

e Acetogénesis. Etapa de formacion del acido acético, didxido de carbono e
hidrégeno por la transformacion de los AGVs o alcoholes. Asimismo, los
acidos grasos de cadena larga y glicerol se convierten en hidrégeno y
acetato por bacterias acetogénicas. Ademas, dentro de este proceso el
acido acético también puede obtenerse a través del consumo de
hidrogeno y diéxido de carbono por las bacterias homoacetogénicas a
través de la via de Wood-Ljungdahl.

e Metanogénesis. Es un proceso de transferencia de electrones donde se
consume acido acético o hidrégeno para transformase en metano por la
accion de arqueas (Castellano-Hinojosa et al., 2018; Y. Li etal., 2019;
Noyola et al., 2013).

1.1.8 Factores que afectan la digestion anaerobia

Dentro de cada una de las fases de la digestion anaerobia se ha observado que
en diferente grado existen factores y sustancias que contribuyen al bajo
rendimiento o inestabilidad del proceso anaerobio. Los factores que afectan
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directamente la eficiencia del proceso anaerobio comunmente son el pH, la
temperatura, la composicion de nutrientes, la concentracion de sdlidos volatiles y
la concentracion de acidos volatiles (Garcia-Sanchez, 2015). Ademas, existen
sustancias que son consideradas toxicas ya que pueden inactivar a los

microorganismos encargados de la generacion de metano (ver Cuadro 1).

Cuadro 1. Sustancias toxicas comunes que influyen en la generacion de

metano.

Este compuesto se genera por la degradacién
bioldgica de la materia nitrogenada, principalmente de

50-400 mg H>S/L

Amoniaco las proteinas y urea. Se ha sugerido que el amoniaco
En dosis: libre (NHs) es la principal causa de inhibicion
4,051-5,734 mg NHs-N/ | afectando posiblemente a los metandégenos que son
L los menos tolerantes a este compuesto y los mas
propensos a detener su crecimiento por la presencia

de amoniaco.
En procesos anaerobios las bacterias reductoras de
sulfato (BRS) reducen el sulfato a sulfuro. La inhibicién
Sulfuro en la produccion de metano se debe competencia por
En dosis: sustratos organicos e inorganicos (las BRS pueden

competir con metandgenos, acetbgenos 0
microorganismos fermentativos) o por la toxicidad del
sulfuro en algunos grupos de bacterias.

lones metalicos
ligeros
En dosis:
Na*: 3,500-5,500 mg/L
K*: > 400mg/L
Mg?*:400-700 mg/L
Ca?*:2,500-8,000 mg/L
AP*: >1,000 mg/L

Estan presentes en los procesos anaerobios debido a
que pueden liberarse por la descomposicion de la
materia organica (como la biomasa) o agregarse como
productos quimicos para el ajuste del pH. En
concentraciones moderadas estimulan el crecimiento
microbiano, pero las cantidades excesivas ralentizan
el crecimiento o pueden causar inhibicién o toxicidad
severas.

Metales pesados

Los metales pesados identificados como
particularmente preocupantes incluyen cromo, hierro,
cobalto, cobre, zinc, cadmio y niquel, estos no son
biodegradables pueden acumularse y son toxicos.

Compuestos
organicos
En dosis:
Pentaclorofenol PCP:
0.5- 10 mg/L
Cloroformo:
0.01 mg/L
Compuestos organicos
policlorados (C4Cls,
CzCle, C2C|4)Z
>3.3 mg/L

La acumulacion de contaminantes apolares son
adsorbidos en las superficies de los solidos y pueden
acumularse en altos niveles en los digestores
anaerobios. En las membranas bacterianas estos
compuestos pueden alterar los gradientes iénicos y
eventualmente causar lisis celular.

Fuente: (Y. Chen et al., 2008).
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Otras sustancias como detergentes, solventes, plaguicidas, herbicidas,
insecticidas y fungicidas también logran inhibir el proceso de digestion anaerobia.
Incluso los contaminantes emergentes como los antibiéticos pueden causar una
reduccion en la produccion de biogas y / o el contenido de metano. La inhibicion
de los procesos anaerobios es diferente en cada caso debido a la diferencia en
la composicidn de los consorcios anaerobios, la composicion de los desechos de
casa sitio, asi como los métodos y condiciones experimentales. Los antibiéticos
como la clortetraciclina y la oxitetraciclina en dosis de 10, 50 y 100 mg/L han
mostrado ser inhibidores de la actividad metanogénica especifica como de la
produccion de metano. Otros estudios también muestran que la presencia de
tetraciclina en bajas dosis (250 ug/L) dentro de sistemas bioldgicos anaerobios
inhibe la remocién de macrocontaminantes y muestra un efecto negativo en la
generacion de CHa y CO2. Otro tipo de antibidtico como la tilosina (macrolido), ha
mostrado un efecto de inhibiciéon en la produccién de metano en un 49% a
concentraciones = 10 pg/L (Garcia-Sanchez, 2015; Lu et al., 2016).

1.1.9 Ventajas del tratamiento anaerobia del agua residual
porcicola

La digestion anaerobia ofrece ventajas tanto econémicas como ambientales ya
gue es un proceso adaptable a las diferentes necesidades de las granjas
porcicolas (tamafio, tecnologia, etc.). Estas ventajas son:

Disminucion de vectores que pueden transmitir enfermedades.
Reduccion de malos olores.

Produccion energética a través del biogas.

Disminucion de patégenos (como coliformes fecales)

Constituye una barrera para la emisiébn de contaminantes al medio
ambiente.

¢ El efluente se puede utilizar como fertilizante en la agricultura evitando el
uso de compuestos sintéticos.

Ademas, el tratamiento anaerobio es sugerido para aguas residuales que
contienen una gran cantidad de materia biodegradable como es el caso de
aguellas procedentes de la industria porcicola.

1.2 ANTECEDENTES

En México, el uso de antibioticos durante crianza de cerdos esta permitido, y solo
se suspende entre 2 o 30 dias antes de sacrificar al animal (Centro de
Investigacion en Alimentacion y Desarrollo [CIAD], 2004). Estas sustancias son
suministradas generalmente, mediante polvos orales, geles y soluciones
inyectables.

Ademas, los antibiéticos también son usados como promotores de crecimiento y
se ha encontrado que la cantidad de antibigticos utilizada en el alimento para la
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cria de cerdos es de 286.6 mg/kg, valor que depende del modelo de crianza de
cada pais (Van Cuong et al., 2016).

La tetraciclina (TCN), oxitetraciclina (OTC) y la tilosina (MIX) son antibi6ticos de
uso permitido para la crianza de cerdos en México (Centro de Investigacion en
Alimentacion y Desarrollo [CIAD], 2004; SAGARPA, 2016). Lo cual implica la
presencia de estos antibidticos de uso veterinario en el agua residual de granjas
dedicadas a la cria de cerdos, y a que una fraccion de estos se excreta. Se estima
que en animales el nivel de excrecion de antibibticos es de 25 % para TCN, 21 a
23 % para OTC y 40 a 60 % para TYL (Massé et al., 2014).

Se ha demostrado la presencia de estos antibiéticos veterinarios en las aguas
residuales porcicolas de algunos de los estados de la republica mexicana, como:
Puebla, Morelos, Sonora, Campeche y Yucatan. La tilosina (TYL) estuvo
presente en concentraciones de 56 a 86 ug/L en la etapa de gestacion y
reproduccion y, la oxitetraciclina (OTC) se ha encontrado en concentraciones de
140 a 1427 ug/L (Diaz-Quiroz et al., 2018; Garcia-Sanchez et al., 2013; Leon-
Aguirre et al., 2019). Este rango de concentracion muestra el uso desmedido de
los antibidticos, dificultando el tratamiento con las alternativas convencionales
existentes, por lo tanto, es necesario analizar los efectos que pueden causar en
sistemas de tratamiento las bajas concentraciones de estos contaminantes y asi
proponer alternativas que eviten la entrada de estos compuestos al medio
ambiente.

Estudios realizados mediante ensayos de lotes con microorganismos mesofilos
metanogénicos con OTC, TCN y TYL muestran que existe inhibicion de la
produccién de metano en porcentajes variables (Alvarez et al., 2010; Zeynep
Cetecioglu etal.,, 2012; Garcia-Sanchez, 2015). Sin embargo, las
concentraciones utilizadas estaban en el rango de mg/L, las cuales son
superiores a las que se han reportado en agua residual porcicola. Por ello, es
necesario evaluar a los antibidticos de uso veterinario en condiciones acordes a
lo aproximado a la realidad.
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CAPITULO 2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
2.1 PROBLEMATICA

En México, la actividad porcicola ha crecido en las ultimas décadas, ya que el
consumo per capita de carne de cerdo aumentd 50% desde los afios 90 y la
perspectiva es que el consumo continuara aumentando (OCDE, 2019). El
aumento de esta actividad también incrementa el uso de antibidticos y su
presencia en el agua residual porcicola ya que las tendencias en las cargas
totales estimadas de antibidticos siguen directamente las tendencias de
produccién animal (Van Epps y Blaney, 2016).

Las tetraciclinas y los macrolidos son de los grupos mas utilizados en la cria de
cerdos (Van Cuong et al., 2016; Van Epps y Blaney, 2016). Dentro de estos
antibioticos las tetraciclinas son las mas persisten en el estiércol de los animales
ya que su vida media puede llegar a ser de 100 dias mientras que para los
macrolidos es de 21 dias (Massé et al., 2014).

Dependiendo de sus propiedades fisicoquimicas, los antibiéticos en agua
residual, éstos pueden persistir en el ambiente, bioacumularse o implicar el
aumento de bacterias resistentes, incluidos los microorganismos patégenos
transmitidos por los alimentos. Estos contaminantes microbiolégicos pueden
tener efectos toxicos y poner en riesgo la salud humana y la seguridad alimentaria
(Barcel6 et al., 2012; Canizalez-Roman et al., 2019; Tejada et al., 2014), ya que
el agua residual porcicola puede migrar por escorrentia y/o lixiviacion a otros
ecosistemas, por ejemplo, al reutilizarse para la irrigacion de tierras de cultivo
(Cheng, Ngo, Guo, Chang, Nguyen, Liu, Shan, etal., 2020). Ademas, en la
mayoria de los casos la presencia de antibiéticos en el agua residual carece de
una regulacion en la mayoria de los paises.

Como una manera de integrar la remocion de los microcontaminantes a los
procesos de tratamiento del agua residual se han explorado procesos
fisicoquimicos como los de oxidacion avanzada; ozonizacién (O3 reacciona con
compuestos que contienen anillos aromaticos, enlaces insaturados y grupos
amino, logrando hasta el 90% de remocién); el foto-Fenton (Fe3*/ H202/ UV) que
remueve farmacos en un tiempo de exposicion corto; el diéxido de cloro ya que
puede oxidar a una amplia gama de antibiéticos (Patifio et al., 2014; Quintana
et al., 2014). Sin embargo, pese a sus eficiencias, el uso de estos métodos es
limitado por el costo que representan.

En el caso de granjas porcicolas el tratamiento debe contemplar la remocion tanto
de macrocontaminantes como de microcontaminantes. Los modelos de crianza
promueven el uso desmedido de antibidticos, los cuales deben ser removidos en
los sistemas de tratamiento de agua residual para evitar que lleguen
continuamente al ambiente y se bioacumulen en organismos superiores (Rahman
et al., 2015). Los reactores anaerobios son los utilizados preferentemente para
tratar este tipo de agua con alta carga de materia organica y se observado que
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solo una parte de los antibidticos puede ser removida mediante este proceso
(Stone et al., 2010).Por ello, es necesario conocer y tener pautas sobre la
influencia de estos antibiéticos, que son considerados inhibidores, en las
tecnologias anaerobias utilizadas para este tipo de agua (Z. Cetecioglu et al.,
2013).

2.2 JUSTIFICACION

El agua residual porcicola se caracteriza por su alto contenido en materia
organica, nitrogeno y fosforo, por lo que requiere de un sistema de tratamiento
de que permita la eliminacién eficiente de estos macrocontaminantes antes de su
descarga al sistema de drenaje municipal o a cuerpos de agua. Aunado a esto,
recientemente se ha observado la presencia de otros contaminantes que son
denominados emergentes, los cuales son en su mayoria antibidticos y/o
hormonas, que se encuentran en bajas concentraciones en estas aguas
residuales. Desafortunadamente en algunos paises el estudio sobre este tipo de
contaminantes esta limitado por su escasa regulacién, ya que en los sistemas
convencionales de tratamiento no se ha contemplado su deteccién ni su
remocion, tal es el caso de México donde se conoce poco sobre su dinamica,
transporte y efectos sobre los ecosistemas. Ademas, en los sistemas de
tratamiento de agua residual convencionales la remocion de este tipo de
contaminantes es poco eficiente o nula.

Los sistemas de tratamiento de agua residual porcicola mas ampliamente usados
por su eficiencia en la remocién de materia organica son procesos anaerobios.
Sin embargo, existen sustancias como los antibioticos de uso veterinario que
pueden resultar toxicos y repercutir en el funcionamiento de estos sistemas.

Son escasos los estudios sobre el efecto y la manera en que son eliminados los
antibiéticos. Por lo que es necesario realizar estudios sobre la influencia de los
antibioticos de uso de veterinario en tecnologias eficientes de tratamiento de
agua residual porcicola, para obtener criterios de operacion y lograr una remocion
conjunta de micro y macrocontaminantes de manera efectiva, dando como
resultado un efluente de calidad para su reuso.

Por lo tanto, la presente propuesta esta enfocada en evaluar la influencia de tres
antibioticos, solos y en mezcla: tetraciclina (TCN), oxitetraciclina (OTC) y tilosina
(TYL), tanto en la eliminacion en condiciones anaerobias como por sorcion. Para
ello se estudio el efecto de estos tres antibidticos en la actividad metanogénica
especifica y la biodegradabilidad del agua residual porcicola, de un lodo granular
anaerobio, y la remocion de estos mediante sorcidén tanto con biomasa inhibida
como con carbon activado.

2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo general

Determinar los mecanismos de remocion de tres antibioticos de uso veterinario,
dos tetraciclinas y un macrolido, mediante ensayos de biodegradabilidad y
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cinéticas de sorcion para proponer un sistema de remocion de macro y
microcontaminantes de agua residual porcicola.

2.3.2 Objetivos Particulares

1. Determinar la influencia de tres antibidticos de uso veterinario sobre la
actividad metanogénica especifica y su biodegradabilidad usando biomasa
sin aclimatacion y con aclimatacion en agua residual porcicola en ensayos por
lote.

2. Obtener las constantes cinéticas e isotermas de sorcion para los tres
antibiéticos usando biomasa anaerobia y carbén activado en ensayos por lote.

3. Establecer los parametros para el funcionamiento de un reactor para agua
residual porcicola de dos etapas.

2.4 HIPOTESIS

La remocidon de macrocontaminantes y tres antibidticos de uso veterinario se
puede lograr mediante la biodegradacion anaerobia y por sorciébn en carbén
activado, lo que permitira la implementacién de un sistema hibrido de dos etapas
para tratamiento de agua residual porcicola.
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CAPITULO 3. MATERIALES Y METODOS

3.1 METODOLOGIA

En la Figura 5 se presenta el planteamiento metodoldgico que se presenta para
el trabajo.

Sustratos

Glucosa s 5 X 2
Acido acatic Pruebas de actividad metanogénica especifica

Biomasa granular anaerobio H. v CO- (AME) con 3 antibioticos y mezcla
proveniente de un reactor 24 =2 1. Determinacion de concentraciones de inhibitorias
UASB de la metanogénesis.

Y

Pruebas de biodegradabilidad con 3 antibidticos y
&l mezcla

"| 1. Determinacién de concentraciones de inhibitorias
de la metanogénesis.

Biomasa granular anaerobio
aclimatada a agua residual
porcicola

Caracterizacion fisico-

quimica de aguas residuales Pruebas de sorcion con 3 antibioticos y mezcla
porcinas (ARP) 1. Determinacion de cinéticas de sorcion
1. Determinacion de 2 Determinacion de isotermas.

parametros fisicoguimicos.

Figura 5. Planteamiento metodolégico.

3.2 CARACTERISTICAS DEL AGUA RESIDUAL

El agua residual porcicola (ARP) que fue utilizada para la prueba de
biodegradabilidad se recolecté en Bacum, Estado de Sonora de una granja
porcicola que tiene alrededor de 2,000 a 3,000 cerdos entre lechones y cerdos
en etapa de maternidad.

Las caracteristicas fisicoquimicas del agua se detallan en la Tabla 5, donde se
observa que el agua utilizada para cada ensayo tiene diferentes caracteristicas,
estas diferencias se deben a que en el primer ensayo con biomasa anaerobia sin
aclimataciéon (BASA) el agua corresponde a 9 muestreos de agua residual
analizados, por lo cual se presenta el rango en el que se observo cada lote. El
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segundo ensayo con biomasa anaerobio aclimatada (BAA) el agua residual se
colecté unicamente en un lote. En ambas muestras se puede observar que la
materia organica y los soélidos se encuentran en concentraciones altas, lo cual
es recurrente en el agua residual de este tipo, indicando asi que el tratamiento
anaerobio es viable para este tipo de agua.

Tabla 5. Caracteristicas fisicoquimicas del agua residual porcicola.

Ensayo BASA* Ensayo BAA
Parametros

Concentracién (g/L)
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) 11-55 36.5
Carbono organico Total - 2.124
Nitratos (NO3) 0-0.13 0.208
Nitritos (NOy) 0-0.2 0.045

Amonio (NH4") 04-21 -
Nitrégeno total (NT) - 2.124
Soélidos Totales (ST) 12-425 18.37
Sdélidos Totales Volatiles (SVT) 11.8-325 11.66
Solidos Disueltos Totales (SDT) - 2.02

* Datos proporcionados por el Instituto Tecnol6gico de Sonora
BASA: biomasa anaerobia sin aclimatacion
BAA: biomasa anaerobia aclimatada

3.3 CARACTERISTICAS DE LA BIOMASA

La biomasa anaerobia sin aclimatacion (BASA) utilizada como in6culo en los
ensayos de AME y biodegradabilidad fue obtenida de un reactor UASB utilizado
para el tratamiento de aguas residuales de la Cerveceria Cuauhtémoc
Moctezuma de la Cd. de México. Las concentraciones de sélidos suspendidos
volatiles del in6culo fueron de 34.04 g/L (glucosa / Hz2 'y CO 2) y 21.07 g/L (acido
acético / ARP).

La biomasa anaerobia aclimatada (BAA), con la cual se inocularon las botellas
en los ensayos AME y biodegradabilidad, fue adaptada con agua residual
porcicola en un reactor hibrido en su etapa anaerobia en un periodo 120
semanas, obteniendo una remocién de materia organica medida como DQO del
99.1%. Este indculo tuvo una concentracién SSV de 57.04 g/L.

3.4 PREPARACION DE ANTIBIOTICOS

Los antibiéticos utilizados fueron tetraciclina, oxitetraciclina y tilosina en bajas
dosis (ver Figura 6). Las soluciones se prepararon a una concentracion de 5 g/L
a partir de antibioticos comerciales disueltos en alcohol etilico (96 % v/v) y en
cada experimento fueron utilizadas para la preparacion de nuevas soluciones a
10 mg/L aforadas con agua ultrapura tipo | (Milli-Q®) y asi llegar a las dosis
necesarias (ver Tabla 6). En el caso de la mezcla de antibioticos para alcanzar
la concentracion deseada se colocaron concentraciones iguales de
oxitetraciclina, tetraciclina y tilosina.
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Tetraciclinas
4. Tetraciclina
b. Oxitetraciclina

Y

h 4

Mezcla
Antibioticos de a. Combinacicn de .| Dosis (ug/L)
uso veterinario tetraciclinas y un | 15 30y 45

macralido

Y

Macrolido
a. Tilosing

Y

Figura 6. Descripcion de los antibidticos utilizados en las pruebas para conocer
el efecto inhibitorio en la produccion de metano.

Tabla 6. Preparacion de dosis de OTC, TCN y TYL a parir de una solucion de

10 mg/L.
Parametro Concentracioén (ug/L)
0 (Ctrl) 15 30 45
Volumen de antibidtico (uL) 0 30 60 90

3.5 ACTIVIDAD METANOGENICA ESPECIFICA

La prueba de actividad metanogénica especifica (AME) ha sido utilizada para
determinar la actividad de un consorcio anaerobio en varios procesos anaerobios
y Su potencial para convertir sustratos complejos en metano. De esta forma a
partir de cantidades conocidas de biomasa bajo condiciones establecidas y un
sustrato definido se puede evaluar la maxima produccién de metano por unidad
de biomasa en un periodo de tiempo (Hussain y Dubey, 2017; Torres Lozada y
Pérez, 2010).

3.5.1 Descripcion de la prueba AME

Para la realizacion de esta prueba la relacidén entre sustrato/biomasa fue de 0.4
mg C/mg SSV. Cada experimento fue realizado en botellas serolégicas &mbar de
60 mL selladas con tapdn de hule y aluminio, las cuales contenian 16 ml de medio
mineral a pH 7 (ver Tabla 7). Previamente cada botella fue esterilizada a 15 psiy
120 °C durante 15 minutos y purgada con una mezcla de mezcla de N2 - CO2
(80% - 20%, v/v) (ver Figura 6).
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Tabla 7. Composicion del medio mineral utilizado en las pruebas AME.

Reactivos Composicion Cantidad*
Solucién mineral 1 K:HPO, 50 mL
., . KH2PO4, (NH.4) ClI, NaCl, MgCl. -6H.0,
Solucion mineral 2 CaCly-2H,0 50 mL
Acido nitrilotriacético, MgSO4-7H:0,
Solucién de MnSQO4-2H,0, NaCl, FeSO4-7H,0, CoSOq, 10 mL
oligoelementos CaClz-2H20, ZnS04, CuS0O4-5H20, AIK
(804)2, HgBO3, NazMoO4-2H20
Biotina, acido félico, piridoxina HCL, tiamina
., . . HCL, riboflavina, acido nicotinico, D.L.
Solucion de vitaminas o . L 10 mL
pantotenato de calcio, vitamina B12, acido p-
aminobenzdico, 4cido lipoico
Resarzurina (0.1% p/v-agua destilada) 1.0 mL
Extracto de levadura - 10g
Peptona de caseina - 1.0g
Bicarbonato de sodio - 3.0g¢g
Solucion de
FeSO,:7H,0 J 1.0mlL
Solucién de NiCl, - 10 mL
Cisteina - 05¢g

El montaje de los experimentos se llevo a cabo en una camara de ambiente
anaerobio marca Coy (llenada con N2 Unicamente). En el experimento general
cada botella fue abierta para afiadir el indculo, el sustrato especifico, la solucién
reductora (sulfuro de sodio, NazS; 0.4 mL) y las dosis de antibi6ticos, dejando un
espacio libre de cabeza de aproximadamente 40 mL. Finalmente, las botellas se
colocan en una incubadora a una temperatura de 37 £ 2 ° C para luego medir la
cantidad de metano producido. Cada experimento se realizé por duplicado con
un control positivo y otro negativo (ver Figura 7).

Los sustratos especificos fueron acido acético, glucosa y una mezcla de Hz -COz,
los dos inicialmente mencionados se prepararon a una concentracion de 1 g C/L
y el ultimo fue afiadido mediante un equipo Manifold en una proporcién 80 %
(CO2) y 20% (H2).

Ademas, como parte de las condiciones necesarias para el experimento, inéculo
fue dejado al vacio durante las 24 horas previas a la realizacion de los
experimentos.

3.6 BIODEGRADABILIDAD

La prueba de biodegradabilidad (BD) constituye una variante de la descrita
anteriormente y ha sido utilizada para evaluar la susceptibilidad de un efluente a
ser tratado via anaerobia. Ademas, se pueden conocer las velocidades de
reaccion, tiempos de latencia, los posibles efectos inhibitorios y las maximas
eficiencias de remocion esperadas durante el tratamiento del efluente (Moreno
Andrade y Buitrén Méndez, 2002).
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En estos experimentos se utilizé 16 mL de agua residual porcicola (como sustrato
y medio) y 4 mL de biomasa anaerobia en cada botella (ver Figura 7). Cabe
mencionar que, tanto las condiciones anaerobias como la incubacion se llevaron
a cabo en las mismas condiciones que la AME y también se cuantificé la cantidad
de metano producido. Cada experimento se realizé por duplicado con un control
positivo y otro negativo.

Biomasa anaerobia

Biodegradabilidad

v

Agua residual AME
porcicola

v

L 5 . Experimento general :
Volumen de inéculo: 4 mL

medio + biomasa + sustrato + antibidtico

« Control de la actividad endégena: medio + biomasa
« Control positivo: medio + biomasa + susirato
« Control negativo: medio + biomasa + antibiético

=z
[Sustrato especifica|
Figura 7. Descripcion de la biomasa utilizada en los ensayos de BD y AME.

f

Cabe mencionar que, dentro dos experimentos fueron desarrollados
previamente, pero bajo las mismas condiciones que se han mencionado con
anterioridad. Por tanto, fueron considerados en el andlisis de datos.

3.7 SORCION

Los ensayos de sorcion fueron realizados utilizando dos materiales biomasa
anaerobia aclimatada inactiva y carbon activado (ver Figura 8).

Para corroborar que no existiera actividad metanogénica, la biomasa fue
sometida a una prueba de actividad metanogénica especifica con tres diferentes
tratamientos:

v' Tratamiento A: esterilizacion a 15 psi y 120 °C durante 30 minutos.

v' Tratamiento B: inhibicién de la biomasa anaerobia con aplicacién de azida
sédica (1% NaNsz m/v) durante 48 horas.

v' Tratamiento C: inhibicion con NaNs (Tratamiento A) y esterilizacion
(Tratamiento B).

El tratamiento que no mostrd produccion de metano (inhibicion efectiva) fue la
combinacion entre esterilizacion con adicion de azida sodica (ver Anexo 1). Por
tanto, se puede decir que la biomasa esta inactivada. Por otro lado, el carbon
activado granular fue sometido a un proceso de limpieza (para evitar sélidos
finos) con agua destila, tipo Il.
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Los equipos utilizados fueron un agitador modelo New Brunswick™ Excella® E5
y un cromatoégrafo de ultra alta resolucién (UPLC).

Los analisis de las isotermas se realizaron con una muestra representativa de
cada ensayo.

Inhibicion efectiva:
NaNs(1%} + Esterilizacion

Coleccion de muestra: 0.5 mL

Tratamientos para
inactivacion de de la
biomasa anaerobia

Cuantificacion de
antibioticos en UPLC

I

Figura 8. Descripcion de las pruebas de sorcion.
3.7.1 Descripcion de las pruebas de sorcién

Los experimentos se llevaron a cabo en botellas seroldégicas ambar de 60 mL
selladas, en las cuales se coloco agua tipo | a pH ajustado con H2SO4y Na HCOs.

A continuacion, se describen los parametros utilizados para las pruebas de
sorcion (ver Tabla 8).

Tabla 8. Descripcion de los parametros experimentales para las pruebas de

sorcion.
Carbdn activado granular
Parametros  Unidades Biomasa anaerobia (Porosidad de 0.2 cm®/g y
(57.04 g SSVIL) tamafio de poro entre 2 'y 50
nm)
Cantidad g 0.05
Temperatura °C 20y 37
pH 6y7
Tiempo Horas 1,2,4,10y24
Agitacion RPM 160
Volumen de L 0.05
reaccion
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3.7.2 Cinéticas de sorcion

El proceso de sorcidbn depende intimamente en los otros parametros
experimentales, como el pH, fuerza iénica, temperatura, concentracion de soluto,
dosis de sorbente, y la textura de los sorbentes (area especifica). Por lo tanto, el
tiempo de contacto donde el proceso de sorcion se acerca a un verdadero
equilibrio debe ser determinado de acuerdo con estos parametros. Los modelos
utilizados se han aplicado ampliamente para iones metélicos, tintes, herbicidas,
aceites, sustancias organicas y antibidticos en soluciones acuosas (Qiu et al.,
2009; Shi et al., 2011; Xu et al., 2009).

3.7.1.1 Pseudo-primer orden

Lagergren presentd la expresion del pseudo primer orden, donde la velocidad de
sorcion esta basada en la capacidad de sorcién(Qiu et al., 2009), y se puede
representar de la siguiente forma:

dq
— = Iy (qe — qr)

dt
1
k,: constante de velocidad de sorcién (E)

qe: cantidad sorbida en el equilibrio (P;Tg)

q:: cantidad sorbida en el tiempo (P;Tg)
t: tiempo (h)
3.7.1.2 Pseudo-segundo orden

Esta ecuacién supone que el sorbato se sorbe en dos sitios activos de la biomasa
(Pinzén-Bedoya y Vera Villamizar, 2009). A continuacion, se detalla la ecuacién
que sigue:

_ kpqit

U= 1 Y kgt

k,: constante de velocidad de sorcion ( )
pg e h

qe: cantidad sorbida en el equilibrio (%g)

q:: cantidad sorbida en el tiempo (%)
t: tiempo (h)
3.7.1.3 Elovich

La ecuacion de Elovich ha sido utilizada principalmente para describir la cinética
de quimisorcién, donde se supone que los sitios activos del sorbente son
heterogéneos (Pinzén-Bedoya y Vera Villamizar, 2009; Qiu et al., 2009).
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d

a:velocidad inicial de sorcion (gu—gh)
b: constante de desorcion del sistema (%)

q:: cantidad sorbida en el tiempo ('%g)

t: tiempo (h)

3.7.1.4 Difusién Intraparticular
Este modelo hallado por Weber-Morris se basa en que el mecanismo de difusion
intraparticular en el interior de los poros de la particula de sorbente esta basada
en que el sorbente posee una estructura porosa homogénea. Se ha utilizado para
diferentes contaminantes incluyendo antibioticos (Andrade, 2018; Pinzon-Bedoya
y Vera Villamizar, 2009; Shi et al., 2011).

qc = ki\/?

ug )
g » h05
Enla Tabla 8., se detallan las ecuaciones linealizadas de los ultimos dos modelos
descritos anteriormente.

K;: constante de difusion intraparticular (

Tabla 9. Modelos linealizados de las cinéticas de sorcion

Modelo Ecuacion Referencia
_ (Moussout et al., 2018)
Pseudo-primer-orden In(q, — q;) = Inq, — Kt
t 1 1 (Chang y Ren, 2015)
Pseudo-segundo-orden —=——+—t
qc  k2qe e
, (Rath et al., 2019)
Elovich qe=aln(t) + b
. (Pinzén-Bedoya y Vera
Int. particular qr = kvt Villamizar, 2009)

3.7.3 Isotermas de sorcién

3.7.2.1 Langmuir
El modelo de sorcion de Langmuir supone que la sorcibn maxima corresponde a
una monocapa saturada de moléculas de soluto en la superficie sorbente, sin
interaccién entre las moléculas de sorbidas (Andrade, 2018; Hameed et al., 2008;
K. Li et al., 2013). La ecuacion que sigue se muestra a continuacion:
_ qmkqCe
Q=717 k,C,
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1g
geh

)

q.: cantidad de sorbato sorbido en el equilibrio (

L
k,: constante de afinadad entre el sorbente y el sorbato (@)
qm: capacidad maxima de sorcion en la monocapa del sorbente (%)

C,: concentracion del sorbao en el equilibrio (%)

3.7.2.2 Freundlich
El ajuste al modelo de Freundlich establece que los sitios activos del sorbente se
encuentran distribuidos de manera heterogénea sobre la superficie y la
intensidad de sorcion dependera de cuantos de estos sitios hayan sido ocupados
(Andrade, 2018; Shi et al., 2011).

e = KFCel/n
q.: cantidad de sorbato sorbido en el equilibrio (%)

L
Kr: constante de Freundlich, capacidad de sorcién (%) (E)l/”

n: magnitud de la fuerza conductora de sorcion o la
heterogeniedad de la superfice del sorbente (adimencional)

C,: concentracion del sorbato en el quilibrio (%)

Tabla 10. Modelos linealizados de Isotermas de sorcion

Modelo Ecuacion Referencia
Lanamuir 11 4 1 (Hameed et al., 2008;
g T I K19mCo Shi et al., 2011)

. 1
Freundlich Inge = InKp +—InC, (Hameed et al., 2008)
n

3.8 METODOS DE ANALITICOS

3.8.1 Determinacion de cinéticas de reaccion
La actividad metanogénica especifica y la biodegradabilidad se determiné de
acuerdo con los siguientes pasos:

e Obtencion del nimero de moles de metano (CHa) por obtencion de la curva
de calibracion.

e Determinacion del factor de correccion (FC) en funcion del volumen (V) de
cada reactivo, de acuerdo con las siguientes ecuaciones:

Ecuacion 1. Fase I, I,QUI. da= VMedio 0 ARP+ VNas + VBiamasa anaerobia + V?ustrata
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Ecuacion 2: Fase gaseosa=Vg.p,-Fase liquida
. Fase gaseosa
Ecuacion 3: F(=———
Vln 1yeccion

e Construccién de la gréfica metano, expresado como gC-CHa, en funcion
del tiempo en horas (ver Gréfica 1).

e Determinacién de la pendiente que es la velocidad maxima (Vmax) de
produccion de metano (ver Grafica 2).

Un ejemplo de lo detallado anteriormente se muestra a continuacion:

Ejemplo 1.

0.08

0.06
< Experimento
T
Q
O 0.04
2
o
S
o 0.02 Control
=

0.00 /e

0 50 100 150 200 250
tiempo (h)

Gréafica 1. Generacion de metano.

0.06
Pendiente = Vmax
0.05 A i : P 4
—~ ¥
T | y =10.0009343x - 0.0018263
@) 0.04 Rz = 0.9525908 * -
@)
o 003 -
o
g 0.02 - PR ¢
]
2
= 0.01 - ’
OOO ‘ = T T T T T
0 10 20 30 40 50 60
tiempo (h)
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Gréfica 2. Curva correspondiente a la velocidad maxima de producciéon de
metano (Vmax).

e Determinaciéon de AME o BD:
gC'CH4

Ay ]*24:)( [gC-C'H4
SSV [g]

Ecuacioén 4: m
AME o BD=

3.8.2 Cuantificacion de biogéas

Para la cuantificacion y deteccion del metano se utilizé un cromatografo de gases
equipado con un detector de conductividad térmica (Fisher Gas Partitioner model
1200) tanto para el ensayo de AME como para el de BD. Durante el periodo de
tiempo que dur6 cada cinética, se tomaron 500 uL de muestra de cada botella
con una jeringa una pressure-lock.

La columna utilizada fue de Porapak Q (5A), y el gas acarreador fue helio grado
cromatografico.

Las condiciones 6ptimas para el cromatégrafo de gases fueron: a) Tiempo de
corrida de 1.5 min; b) Flujo del gas acarreador 25 mL/min; temperatura del horno
de 120°C, temperatura del inyector de 130°C y temperatura del detector de
150°C.

La curva de calibracion de metano fue de 0.0 hasta 0.03 mmoles (ver Anexo 2).

Fotografia 1. Equipo Fisher Gas Partitioner e inyeccion de muestra.

Los valores obtenidos en moles a partir de cromatografo se transformaron a litros

mediante la ecuacion 5.

. . RT
Ecuacion 5: V = =

V:litros de CH,
n:moles de CH,
atmL

R: constante de los gases ideales (0.08205746 m)

T:temperatura a la que se realizaron los experimetnos ( 310.15 K)
P:presion atmosférica Ciudad de México (0.771 atm)

3.8.3 Determinacion de carbono orgéanico total
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El carbono organico total (COT) se obtiene de la resta del Carbono Total (CT) y
Carbono Inorgénico (Cl). El CT se calcula mediante un detector de infrarrojo no
dispersivo (NDIR), que cuantifica el dioxido de carbono resultante de una
combustion de carbono (orgénico e inorganico) por oxidacion catalitica a 720° C
(19.5 — 23.5% vol. de oxigeno) y, el Cl contempla elementalmente el dioxido de
carbono disuelto (carbonatos y bicarbonatos), obtenido de la acidificacion de la
muestra con acido fosforico, analizado por el NDIR. El equipo utilizado fue un
Analizador de Carbono para liquidos (Shimadzu, modelo TOC-L CSH).

Las muestras fueron tomadas al finalizar las cinéticas de AME y BD, las cuales
se filtraron con un filtro de membrana con una apertura de 0.45 um.

Las curvas de calibracion para cada pardmetro se realizaron a partir de
soluciones de 1000 (mg/L) (ver Tabla 11 y Anexo 3).

Tabla 11. Descripcién de las curvas de calibracion para CT y CI.
Parametro Reactivos Rango R?
Carbono Total (CT) Biftalato de potasio 0-1000 [mg/L] 0.9978

Bicarbonato de sodio y
carbonato de sodio 0-1000 [mg/L] 0.9995

Carbono Inorganico (CI)

Para la obtencion de la fraccion organica se utiliza la Ecuacion 6:
Ecuacion 6: COT = CT — CI

El porcentaje de remocion de COT se calcul6 con base en la Ecuaciéon 7.

cor g

inicial (59)~COT 1301 (32) 100

Ecuaciéon 7: % Remocion de COT =

T inicial @9

3.8.4 Cuantificacion de antibiéticos

La determinacion de antibioticos se realiz6 por cromatografia liquida de ultra
rendimiento (ultra performance liquid chromatography, UPLC) UPLC-MS/MS.

El método que se utiliz6 combina la cromatografia liquida con espectrometria de
masas. Esta técnica analitica combina la capacidad de separacion fisica de la
cromatografia de liquidos con la capacidad de deteccién selectiva y confirmacién
de la identidad molecular del espectrometro de masas. Por esta razén cuanta
con alta sensibilidad y es capaz de detectar varios compuestos sin que sea una
limitante limitada la volatilidad o la estabilidad térmica de los analitos.

Equipo utilizado: UPLC Acquity con detector Xevo TQD con modo de ionizacion
por electrospray (ESI+).

Cromatografia.
e Columna: Acquity BEH C18, 1.7 mcm, 2.1 x 50 mm.
e Fase movil A: acido férmico 0.2 % en agua
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e Fase movil B: 4cido férmico 0.2 % en acetonitrilo.

e Tiempo de corrida 5.0 min

e Volumen de inyeccion: 10 pL

e Flujo: 0.3 mL/min.

e Gradiente: 0-0.5 min: 100 % A, CI; 0.5-1.0 min: 75 % A, C6; 1.0-2.0 min:
55 % A, C8; 2.0-2.5 min 30 % A, C3; 2.5-3.0 min: 100 % A, C6; 3.0-5.0
min: 100 % A, CI.

Espectrometria.

e Deteccion: MRM.

¢ Tilosina. Transicion de cuantificacion: 916.4384 > 100.9588; Cono 70 V,
EC 56 V. Limite de deteccion (LD): 1.60 pg/L; Limite de cuantificacion (LC):
4.85 ug/L.

e Tetraciclina. Transicioén de cuantificacion: 445.4000 > 410.2000; Cono 22
V,EC 20 V. LD: 5.17 pg/L; LC: 10.64 ug/L.

e Okxitetraciclina. Transicion de cuantificacion: 461.2000 > 426.0800 Cono
22 V; EC 19 V. LD: 15.83 ug/L; LC: 47.97 ug/L.

3.8.5 Determinacion de parametros cinéticos e isotermas de sorcién

Los parametros de las cinéticas e isotermas de sorcion fueron determinados de
acuerdo con las ecuaciones detalladas en las Tablas 7 y 8, respectivamente. Y
los ajustes se realizaron con la utilizacion del paquete Solver.

Para conocer la concentracion de los antibidticos en al finalizar las 24 horas se

utilizé la Ecuacion 8.
Ecuacién 8: g (M) _ Winicial-Cping) ¥
' g
C,: concentracién inicial del antibidtico (%

m

Cr: concentracion final del antibiotico (&}

L
V:concentracion final del antibiético (L)
m:masa del sorbent utilizada en los ensayos (g)

La remocién de cada sorbete se calculé mediante la Ecuacién 9.
Cinicial(%)_c rinard) x

100

Ecuacion 9: % Remocion de antibidtico =
Cinicial(%)
3.8.6 Determinacion de la concentracion inhibitoria tedrica.

La concentracion inhibitorio-tedrica se calculé con base a la Ecuacién 9. Forma
simplificada de la ecuacion de Fountoulakis et al. (2008).

1
Ecuacion 9: Clsg = (1 — 0.57) ¢ Cl,
n: constante
CI: concentracién inhibitoria

3.8.7 Andlisis estadisticos
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Los analisis estadisticos realizados se hicieron en programa estadistico RStudio
(ver Anexo 4).

Coeficiente de correlacion: Un coeficiente de correlacion, mide el grado de
relacion o asociacion existente generalmente entre dos variables aleatorias. El
coeficiente de correlacion de Spearman es un coeficiente no paramétrico
alternativo al coeficiente de correlacion de Pearson. Esta es una técnica no
paramétrica es libre de distribucion probabilistica. Los supuestos son menos
estrictos, permite ciertos desvios del patron normal. La manifestaciéon de una
relacion causa-efecto es posible solo a través de la comprension de la relacion
natural que existe entre las variables y no debe manifestarse sélo por la
existencia de una fuerte correlacion (Restrepo y Gonzalez, 2007).

Andlisis de Componentes Principales Es un analisis estadistico y constituye una
de las técnicas multivariantes mas conocidas y eficaz para reducir la dimensién
d una matriz de datos de alta dimensién. Las componentes principales capturan
secuencialmente la méxima variabilidad entre las columnas de X, lo que garantiza
que haya una minima pérdida de informacion. Ademas, permite transformar las
variables originales, en general correlacionadas, en nuevas variables no
correlacionadas, facilitando la interpretacion de los datos.
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CAPITULO 4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 EFECTO DE LOS ANTIBIOTICOS EN UN CONSORCIO
ANAEROBIO

4.1.1 Biomasa sin aclimataciéon

Las pruebas de actividad metanogénica especifica y de biodegradabilidad (que es
una variante de la primera) constituyen una herramienta util para evaluar el
comportamiento del lodo en presencia de compuestos inhibidores, como los
antibiéticos de estudio, y para observar los cambios en la actividad de la biomasa
anaerobia (Hussain y Dubey, 2017).

Al evaluar la produccién de metano para sustratos diferentes y con tres antibioticos
de uso veterinario se observo que utilizando glucosa con la biomasa anaerobia sin
adaptacién a agua residual porcicola, no hay un efecto significativo cuando se aplicé
tetraciclina (TCN) y la mezcla (MIX). A diferencia de cuando se aplico oxitetraciclina
(OTC) y tilosina (TYL), ya que la generacién de metano inicio lentamente a partir de
las 100 horas y se alcanzé la maxima produccion de metano aproximadamente a
las 200 horas (ver Figura 9). Sin embargo, se observé que con dosis de 30 ug OTC/L
y 45 ug TYL/L, la generacién de metano es aun mayor que el ensayo control (Ctrl).
Es importante resaltar que en esta cinética la produccion enddégena de metano (sin
sustrato) después de 305 horas de llevado a cabo el experimento fue incluso mayor
a la que se registré al utilizar glucosa como sustrato (ver Anexo 4). Por lo tanto, el
sustrato glucosa no fue utilizado completamente limitanto la actividad de los
microorganismos, y es posible que este haya sido el motivo del mayor efecto
inhibitorio de la TCN y del MIX, 100 % y 97.2 % respectivamente. Posiblemente la
inhibicién en la generacién de metano puede deberse a que las tetraciclinas afectan
la riqgueza y diversidad de las comunidades de bacterias ya que estos antibidticos
son de amplio espectro tanto para Gram positivas como para Gram negativas,
incluyendo a las que intervienen en la digestion anaerobia, incluso bacterias del
género Clostridium (necesarias para la hidrélisis de la materia organica), ya que este
grupo de antibioticos inhiben el crecimiento de péptidos y tienen efecto en la sintesis
de proteinas, lo que finalmente conduce a la muerte de las bacterias (Ke et al., 2014;
Yin et al., 2016). Ademas, se observd que la toxicidad individual se mantiene en la
mezcla. Sin embargo, no se observo el mismo efecto con la oxitetraciclina lo que
muestra que el efecto inhibitorio se puede relacionar con el impacto de la tetraciclina
en la hidrdlisis de la materia organica, ya que en estudios realizados se ha
observado que la tetraciclina no genera efectos negativos en la abundancia de
arqueas metanogeénicas por lo cual, el efecto inhibitorio no estaria relacionado con
la metanogénesis (Bai et al., 2019) .
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Figura 9. Evolucion de la produccién de metano en presencia de antibioticos de
uso veterinario OTC, TCN, TYL y MIX usando como sustrato glucosa:

Utilizando como sustrato H2 y CO2 se empieza a generar metano a partir de las
primeras horas ya que la maxima produccién de metano se alcanzé a las 30 horas
para los dos antibiéticos aplicados. Esto se debe a que este sustrato es considerado
al igual que el acido acético un precursor del metano (Colleran et al., 1992) y no se
observa diferencias significativas al aplicar cada antibiético(ver Figura 10). En este
caso se utilizaron unicamente OTC y TYL ya que, el ensayo con glucosa mostraba
una inhicion total con TCN y MIX.
oTC TYL
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Figura 10. Evolucion de la produccion de metano en presencia de antibioticos de
uso veterinario OTC y TYL usando como sustrato Hz y COz.

Cuando es utilizado el &cido acético como sustrato se observa que entre mayor sea
el tiempo de adaptacién a las tetraciclinas (OTC y TCN) el efecto inhibitorio es
menor. Pues, en presencia de estos antibidticos la generacion de metano fue poco
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significativa hasta las 50 horas, pero después de este tiempo se observa un
incremento exponencial hasta las 150 horas. La TYL requiri6 un periodo de
adaptacion de 25 horas con dosis de 30 y 45 pg/L. Posterior a este periodo la
produccion maxima de metano fue similar a la del ensayo control, indicando que no
hay inhibicion en presencia del macradlido.

Cuando los antibioticos estan en mezcla (MIX) la generacién de metano empieza
al igual que el ensayo sin antibidticos y va decayendo a partir de las 25 horas.
Indicando que las tetraciclinas son las responsables de la inhibicion la actividad
metanogénica acetoclastica (ver Figura 11).
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Figura 11. Evolucién de la produccién de metano en presencia de antibiéticos de
uso veterinario OTC, TCN, TYL y MIX usando como sustrato acido acético.

En el ensayo de biodegradabilidad con agua residual porcicola (ARP) se observa
que cuando se aplica OTC, TCN el MIX a una dosis de 45 ug/L la generacion de
metano es poco significativa hasta las 50 horas de llevado a cabo el experimento.
Y la TYL no mostré cambios significativos para esta biomasa. Estos datos son
similares a los observados cuando el sustrato utilizado es acido acético.
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Figura 12. Evolucion de la produccion de metano en presencia de antibiéticos de
uso veterinario OTC, TCN, TYL y MIX usando como sustrato agua residual
porcicola.

En la Tabla 12 se muestran los valores de actividad metanogénica donde se observa
que en los ensayos control usando Hz y COz, &cido acético y agua residual porcicola
muestra similitud con un promedio de 0.1870 + 0.0236 g C-CH4/g SSV-d. Estos
valores estan dentro de los reportados que estan en el rango de 0.04875y 0.151875
g C-CH4/g SSV-d (Gonzalez-Tineo et al., 2020; Hussain y Dubey, 2017). El valor
obtenido en el ensayo control es similar (0.0102g C-CHa4/g SSV+d) a los reportados
en la literatura (0.0131 g C- CH4/g SSV+d) (Tay et al., 2001). Ademas, la evaluacién
con varios sustratos muestra que tanto glucosa como ARP son los que menor
velocidad méaxima de produccion de metano alcanzan, lo cual también repercute
cuando se adiciona antibioticos ya que utilizando como sustrato glucosa la velocidad
méaxima de produccion de metano disminuye a 0.0000 g C- CH4/g SSV+d con 15, 30
y 45 ug/L de TCN y MIX, es decir, el consorcio anaerobio deja de tener la capacidad
de convertir el sustrato en metano. Este efecto también se puede observar con el
acido acético pues, las velocidades maximas de produccién de metano decaen a
medida que la dosis de antibiético aumenta siendo 0.0454 y 0.0628 g C- CHa/g
SSVed las menores velocidades alcanzadas por la adicion de 45 ug/L de OTC y
MIX. En la biodegradabilidad se observan efectos similares ya que las velocidades
maximas de produccién de metano también se ven afectadas por las tetraciclinas
cuando se aplica la dosis de 45 pg/L, indicando asi que la susceptibilidad del
efluente cuando es tratado por via anaerobia es alta cuando las tetraciclinas son
adicionadas tanto individualmente como en mezcla con un macrolido.
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Tabla 12. Valores de actividad metanogénica especifica y biodegradabilidad
utilizando distintos sustratos.

Concentracién (ug/L)

< A 0 15 30 45
AME (g C- CH4«/g SSV-d)
y s? y s? y s? y s?
oTC 0.0127 + 0.0008 0.0139 + 0.0013 0.0132 + 0.0008
TCN 0.0000 + NA 0.0000 + NA 0.0000 + NA
Glucosa 1., 0.0102 £ 0.0001 5155 4 00005 0.0124 + 0.0001 0.0108 + 0.0006
MIX 0.0000 + NA 0.0000 + NA 0.0008 + NA
oTC 0.1909 + 0.0075 0.1912 + 0.0036 0.1882 + 0.0002
Hz-COz 1y 0.2000 + 0.0084 ;5016 4 00138 0.1704 + 0.0115 0.1773 + 0.0085
oTC 0.0732 + 0.0023 0.0634 + 0.0083 0.0454 + 0.0071
Acido  TCN o000 o 0 0osag 0-0994 * 0.0011 0.0952 + 0.0049 0.0860 + 0.0020
acético TYL + 0 0.1209 + 0.0019 0.1168 + 0.0057 0.1112 + 0.0072
MIX 0.0837 + 0.0005 0.0628 + 0.0003 0.0628 + 0.0006
BD (g C- CH«/g SSVed)
y s? y s? y s? y s?
Agua  “Grc 0.0580 + 0.0011 0.0561 + 0.0083 0.0761 + 0.0005
residual - o 0.0996 + 0.0045 0.0944 + 0.0062 0.0751 + 0.0013
porcicola y 0.1539 £ 0.00497 1455 + 0.0062 0.0913 + 0.0002 0.0947 + 0.0004
MIX 0.1237 + 0.0028 0.1131 + 0.0071 0.0905 + 0.0011

S. sustrato
A: antibiético
NA: no aplica porque la réplica es menor a la cantidad observada

A partir de los ensayos control se obtuvo el porcentaje de inhibicién de la actividad
metanogénica especifica y la biodegradabilidad (ver Figura 13). La inhibicién de la
actividad metanogénica causada por la presencia de antibidticos puede estar
relacionada con la afinidad de estos por los sélidos en suspension, particularmente
de las tetraciclinas, la permanencia de estos antibiéticos en la fase sdlida dificulta
su biodegradacion ya que provoca que la fraccion disponible en la fase liquida sea
baja durante el tratamiento anaerobio (Alvarez et al., 2010).

Se ha observado que la presencia de TCN y OTC tanto individualmente como en
mezcla causa efectos negativos en la generacion de metano, lo cual podria deberse
a que las tetraciclinas tienden a acumularse en sistemas agua-sedimento y, son
muy persistentes en los residuos de los animales de granja (Boxall et al., 2004; Q.
Chen et al., 2017). También se ha observado que las tetraciclinas causan efectos
negativos en sistemas anaerobios (Gao et al., 2018), cuando se encuentran en
dosis de 8500 ugTCNU/L, ya que llegan incluso a parar la actividad metabdlica en un
reactor anaerobio y disminuyen en un 91.7 % la produccion de biogas (Z. Cetecioglu
etal.,, 2013).0tros estudios muestran que las tetraciclinas pueden inhibir la
produccion de metano tanto en reactores anaerobios en continuo como en lote, sin
embargo, (Arikan et al., 2006) reportan que con una dosis de 204.4 mg TCN/L se
inhibe hasta un 62 % la produccién de metano. En dosis mas bajas 250 ug TCN/L
la tetraciclina tuvo un efecto negativo en la generacion de CH4 y CO2z en un reactor
continuo (Lu et al., 2016). En el caso de la oxitetraciclina, la inhibicion de generacion
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de metano puede llegar a ser de 45.2 % a una concentracion de 10 mg/L y en mezcla
con otra tetraciclina (10 mg/L de clortetraciclina) bajo condiciones anaerobias y
mesofilicas, en residuos porcinos con un indculo de cerveceria (Alvarez et al.,
2010). Otro estudio mostré6 que con concentraciones menores a 40 pg/L hubo
inhibicion de la produccién de metano en un 10 % usando un inéculo de lecheria
bajo condiciones anaerobias y mesofilicas (Andriamanohiarisoamanana et al.,
2020). Sin embargo, estas concentraciones inhibitorias son superiores a las
utilizadas en el presente estudio lo que muestra que los antibiéticos de uso
veterinario pueden inhibir la produccion de metano incluso a concentraciones < 50

Ma/L.

Los efectos inhibitorios en la biomasa no aclimatada se pueden atribuir a que
algunos antibiéticos pueden limitar la produccion de los AGVs y como se ha
observado este proceso puede influir en las rutas de degradacion (Bai et al., 2019;
Lins et al., 2015)
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Figura 13. Porcentajes de inhibicién de las actividades metanogénica resultantes
de la aplicacion de antibiéticos de uso veterinario en biomasa anaerobia sin
aclimatacion a ARP con diferentes sustratos.

La Figura 14 muestra la relacion entre la produccion maxima de metano y el
consumo de carbono orgéanico total (COT), donde se observa que el consumo de
COT fue superior al 90% en todos los ensayos control para todos los sustratos
utilizados, pero hubo diferencias significativas para cada antibiético.

En el caso de TCN y MIX pese a que no hay generacién de metano el consumo de
carbono esta en el rango de 30 a 40 %, lo cual puede ser un indicador de parte de
la biomasa se puede mantener activa e incluso puede generar resistencia a este
antibiotico y posteriormente no mostrar ningun efecto inhibidor (Z. P. Zhang et al.,
2007).

Ademas, la TCN ha mostrado que inhibe la remocion de macrocontaminantes, como
la materia organica medida como DQO, en condiciones anaerobias y mesofilicas,
segun estudios realizados (Z. Cetecioglu et al.,, 2013; Lu etal., 2016) en agua
residual sintética.
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Por otro lado, con OTC y TYL la remocion de COT cuando el sustrato es glucosa
esta bajo el 50 % pero los valores maximos de metano obtenidos fueron iguales o
superiores a los del ensayo control, mostrando que estos antibioticos pueden tener
un efecto favorecedor en la produccion maxima de metano.
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La produccion maxima de metano se observa en la Tabla 13. Cuando los sustratos
fueron &cido acético y ARP la presencia de tetraciclinas reduce entre 20.5 a 35.9 %
la maxima produccién de metano en comparacion con el control, siendo el efecto
mas notorio cuando se aplica la mezcla de antibioticos que logra inhibir hasta el 61
% la maxima produccion de metano en una dosis de 45 ug/L. Este comportamiento
es diferente cuando se utiliza tilosina, ya que no se observé cambios significativos
en la produccion maxima de metano.

El efecto inhibitorio se acentia méas cuando el sustrato utilizado es glucosa pues se
llega a inhibiciones hasta del 100 %. Por otro lado, con H2 y CO2 no se observé
cambios significativos en los antibidticos analizados. Este contraste se debe a que
la glucosa es un sustrato que conlleva otras etapas para su degradacion y el
segundo sustrato es un precursor del metano.

Tabla 13. Porcentaje de inhibicién en la produccién maxima de metano en
biomasa anaerobia sin aclimatacion a ARP.

Dosis s [%]
Antibiético < . >
(ne/L) Glucosa Acido acético ARP H.y CO;
oTC - 20.5 16.6 -
TCN 98.9 20.5 3.3 SD
15 TYL 0.5 - - 0.2
MIX 100.0 321 3.6 SD
OoTC - 29.1 19.9 -
TCN 98.9 29.1 13.7 SD
30 TYL - 1.9 - -
MIX 100.0 53.1 18.9 ND
OoTC - 39.6 31.2 1.2
TCN 100.0 35.9 26.5 SD
4 TYL - - 5.1 5.1
MIX 87.9 61.0 45.5 SD

Los porcentajes que no se muestran en la tabla se debe a que no hubo inhibicién en la produccion maxima
de metano.
SD: sin datos debido a que el experimento no se realizd con esos antibidticos.

Las actividades metanogénicas especificas y las biodegradabilidades halladas
muestran que la TCN y la OTC en biomasa anaerobia granular sin adaptacion a
agua residual porcicola afectan tanto la velocidad como la produccién maxima de
metano, es decir, las tetraciclinas muestran un efecto inhibitorio. Por tanto, las
tetraciclinas también son responsables del efecto inhibitorio cuando los antibidticos
estan en mezcla ya que el macrélido no mostré efectos inhibitorios individualmente
en la mayoria de los sustratos utilizados.

Los experimentos realizados en agua residual porcicola muestran que las
tetraciclinas son el grupo que mas afecta la produccion de metano y en menor
proporcion la tilosina.
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El macrolido no mostro inhibicion significativa en la produccion de metano, este
comportamiento también ha sido observado en un reactor anaerobio por lotes en
serie (ASBR, por sus siglas en inglés) donde el in6culo fue biomasa que no ha tenido
contacto con ARP pero el reactor fue alimentado con ARP y posteriormente se le
aplicé una dosis de 1.6 mg TYL/L (Angenent et al., 2008).

4.1.2 Biomasa aclimatada

Los experimentos con biomasa anaerobia aclimatada a agua residual porcicola se
realizaron con acido acético y agua residual porcicola ya que los resultados
obtenidos anteriormente entre estos dos sustratos fueron semejantes, es decir, el
efecto inhibitorio que pudieran tener los antibidticos en un agua residual porcicola
real se puede observar también con acido acético.

La actividad metanogénica especifica con acido acético como sustrato comienza en
las primeras horas y alcanza la maxima produccion de metano a partir de las 50
horas para OTC, TCN y MIX. El antibi6tico que influyé en la generacién de metano
fue tilosina con dosis de 30 y 45 ug/L y la mezcla de antibiéticos (MIX) cuando la
dosis fue de 45 pg/L (ver Figura 15). Existen evidencias de que este macrolido inhibe
la degradacion de los acidos grasos volatiles como el butirico y propiénico. Al igual
que las tetraciclinas la tilosina tiene un amplio espectro de actividad contra los
organismos Gram positivos, pero una gama limitada de organismos Gram
negativos, lo que afecta Unicamente a las baterias responsables de la produccion
de los acidos grasos volatiles(Yin et al., 2019; X. Zhang et al., 2019).
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Figura 15. Evolucién de la produccién de metano en presencia de antibiéticos de
uso veterinario OTC, TCN, TYL y MIX usando como sustrato acido acético en
biomasa aclimatada.
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Por otro lado, el experimento de biodegradabilidad con biomasa aclimatada se
observa que la méaxima produccion de metano a partir de las 150 horas, pero
muestra el mismo comportamiento que al utilizar acido acético ya que el macrolido
sigue siendo el antibiodtico que tiene un efecto inhibitorio en la generacion de
metano. Sin embargo, también se observa este efecto, aunque en menor grado
cuando los antibiéticos estdn en mezcla (ver Figura 16).
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Figura 16. Evolucion de la produccion de metano en presencia de antibiéticos de
uso veterinario OTC, TCN, TYL y MIX usando como agua residual porcicola en
biomasa aclimatada.

Por otro lado, los valores obtenidos de AME con acido acético como sustrato y de
biodegradabilidad se muestran en la Tabla 14. Se observé el valor de la AME sin
antibiéticos es de 0.1021 + 0.0043 gC- CHa4/g SSV+d menor al encontrado en el
ensayo con biomasa no aclimatada 0.2072 + 0.0056 gC- CH4/g SSV+d. En el caso
del valor de BD (0.0225 £ 0.0015 gC- CHa/g SSV-d) este es superior al encontrado
con biomasa sin aclimatacion (0.1539 + 0.0067 gC- CH4/g SSV<d), en la literatura
se han reportado valores menores (0.0637 gC- CH4/g SSV-d) utilizando biomasa
aclimatada a ARP (Garcia-Sanchez, 2015). Sin embargo, se observé inhibicion de
la produccioén de metano en ambos casos.

43



Capitulo 4

Tabla 14. Valores de actividad metanogénica especifica y biodegradabilidad
utilizando distintos sustratos.

Concentracién (ug/L)

0 15 30 45
= 2 AME (gC- CH./g SSVed)
y s? y s? y s? y s?
oTC 0.1487 = 0.0150 0.1300 * 0.0082 0.1282 * 0.0062
Acido TCN (1,00 . ooo4g 01329 + 0.0068 0.1248 + 00083 0.1351 + 0.0082
acético TYL 0.1323 + 0.0058 0.0935 + NA 0.0832 * 0.0062
MIX 0.1958 + 0.0047 01371 + NA 0.1353 * 0.0073
BD (gC- CHalg SSVed)
Agua y s? y s? y s? y s?
residual OTC 0.0207 + 0.0011 0.0201 + 0.0010 0.0217 * 0.0001
porcicol TCN 0.0202 + 0.0022 0.0174 + 0.0005 0.0220 * 0.0008
a  TyL 00225 00015 (5169 + 00016 0.0170 + 0.0013 0.0172 + 0.0007
MIX 0.0163 + 0.0027 0.0168 + 0.0003 0.0184 * 0.0001

S. sustrato
A: antibiotico
NA: no aplica porque a réplica es menor a la cantidad observada

Se puede observar que la mayor inhibicion la actividad metanogénica se dio con la
tilosina, cuando la biomasa estad aclimatada (ver Figura 17). En el caso de la
actividad metanogénica acetoclastica la inhibiciéon puede deberse a que la tilosina
es un macrolido que actia como inhibidor de sintesis de proteinas de
microrganismos Gram positivos, y se ha reportado que las arqueas metanogénicas
acetoclasticas (Methanosaeta, Methanosarcina, y Methanothrix) presentan una
estructura celular similar a estas bacterias, lo que puede llevar a un comportamiento
similar frente a la tilosina (Khelaifia y Drancourt, 2012); Para la biodegradabilidad,
la inhibicion en la produccion de metano posiblemente se deba a que estos
antibioticos inhiben a los microrganismos acidogénicos responsables de la
produccién y aprovechamiento de los acidos grasos volatiles (Bai et al., 2019; Z.
Zhang et al., 2018).

Los valores de inhibiciébn encontrados coinciden con los reportados por Garcia L
(2015) que a dosis de 10 y 50 pg/L inhibe la AME 49 % y 63 %, respectivamente.
La disminucién de la generaciéon de metano por la presencia de este macrélido se
ha observado en ensayos en lote pero las dosis varian entre 1.67 mg/L a 167 mg/L
en un reactor ASRB (Shimada et al., 2008).

44



Capitulo 4

0.160
Inhibicién
0140 (== [~ 7 "7 7 [T T Tt
T>.30.120 o I g §
S (] = = o Q = =5 o
0 0.100 ~ ¥ Sll® 3 &5 8 §)|=
2 0.080 = = =
.- © =X
Acido 5 0.060 S®
aceético %) d
=, 0.040
W 0.020
< 0.000
15 30 45 | 15 30 45 | 15 30 45 | 15 30 45
oTC
Dosis de antibidtico (ug/L)
0.03
_l____Inhibicion_ | .
6002 L B 4 =
o )8 & 8| d 4 2
o I I E 2 = g S & | I I
= . == N} o o
202 8 s o BE 82 g @ % e E 2
(¢5] y =
I (0 = o«
Agua 0 001 N o8l o = s &~ &
residual O o
porcicola 2 o1
a)
m
0.00
Ctrl 15 30 45| 15 30 45| 15 30 45| 15 30 45
OTC

Dosis de antibidtico (ug/L)
Figura 17. Porcentajes de inhibicion de las actividades metanogénica resultantes
de la aplicacion de antibioticos de uso veterinario en biomasa anaerobia con
aclimatacion a ARP con diferentes sustratos.

En la biomasa aclimatada a agua residual porcicola la TYL es el Unico antibiético
gue muestra un efecto negativo en la produccion de metano ya que cuando la
remocion de COT se reduce en un 19.5%, también la produccion de metano
disminuye de 315.8 a 258.8 mL (ver Figura 18), por lo tanto, se observa que solo el
macrolido es capaz de disminuir el consumo de carbono organico.
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Se ha observado que la aclimataciéon disminuye el efecto inhibitorio de las
tetraciclinas sustancialmente como se observa en la Tabla 15. Esto se puede deber
a que exista una menor inhibicién de la maxima produccién de metano cuando la
biomasa a estado expuesta presuntamente a antibidticos con anterioridad (Z. Zhang
et al., 2018) .En contraste el efecto del macrdlido en la generacion de metano es
negativo pues, disminuye la produccién de metano..
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Tabla 15. Porcentaje de inhibicién en la produccién maxima de metano en
biomasa anaerobia con aclimatacion a ARP.

Dosis (ug/L) Antibidtico (%]

AA ARP

OTC - -

15 TCN 7.1 0.5
TYL 3.7 4.3
MIX 7.7 13.9

oTC 4.3 3.1

TCN 4.8 4.9
30 TYL 18.1 10.6
MIX 9.2 13.5

oTC 6.9 7.5

45 TCN 8.2 -
TYL 7.3 15.2

MIX 10.6 7.9

Los porcentajes que no se muestran en la tabla se debe a que no hubo inhibicién en la produccién maxima de metano.

La Tabla 16., muestra las correlaciones entre el consumo de COT y la produccion
maxima de metano siendo las mas significativas (> 0.8), las obtenidas con TCN y
OTC cuando el sustrato es acido acético y agua residual porcicola, y el MIX cuando
los sustratos son glucosa y acido acético. Esto muestra que el contacto inicial con
las tetraciclinas inhibe el proceso de produccién de metano lo cual puede evidenciar
gue grupos de bacterias y arqueas estan involucradas en la degradacion de materia
organicay, que estas dependen del sustrato utilizado (Ke et al., 2014). Sin embargo,
la presencia continua de estos antibidticos en el agua residual porcicola podria
causar que el consorcio anaerobio no se vea limitado, en este caso por las
tetraciclinas como se observa cuando la biomasa es aclimatada a agua residual
porcicola. Por otro lado, cuando la biomasa esta aclimatada las correlaciones
significativas ocurrieron Unicamente con el macrdlido indicando que pese, a la
aclimatacién el macrélido afecta el consumo de materia organica y la produccion
maxima de metano.
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Tabla 16. Correlaciones existen entre el consumo de carbono y la produccion de
maxima de metano.

Influencia Biomasa sin aclimatacién Biomasa aclimatada
G ARP AA ARP AA
Dosis NS 0.7 0.7 NS 0.6
TCN 0.9 1.0 1.0 NS NS
Antibistico OTC NS 1.0 1.0 NS NS
TYL NS NS NS 1.0 0.9
MIX 0.6 NS 0.8 NS 0.7

NS: se refiere a los analisis de Spearman que no muestran una correlacion significativa (> 0.8) o aceptable (0.6 - 0.7).
G: Glucosa; ARP: Agua residual porcicola; AA: Acido acético

4.1.3 Anadlisis cinético de la inhibiciéon de los antibi6ticos

La dosis de inhibicién Clso se muestran en la Tabla 17. Para TYL en biomasa no
aclimatada es de 44.0 pg/L, valor superior a la OTC y cercano al de la TCN Esto
significaria que para la inhibicién de la actividad metanogénica al 50 % es necesario
menos de 100 pg/L de OTC, TCN o TYL. Sin embargo, cuando los antibitticos estan
en mezcla este fenomeno difiere dependiendo del sustrato utilizado pues, se puede
observar inhibicion a una dosis de 19.2 pg/L con acido acético y para agua residual
porcicola a una dosis 83.9 ug/L.

Para la biomasa aclimatada a agua residual porcicola no fue posible encontrar dosis
gue inhibieran el 50 % de la actividad metanogénica tanto en la AME como en la
BD, con excepcion de la TYL. Esto se debe a que los efectos inhibitorios de las
tetraciclinas disminuyeron significativamente cuando se utilizé biomasa aclimatada
a agua residual porcicola.

La exposicidon a largo plazo de antibidticos presentes en agua residual porcicola
puede ser un factor determinante en la aclimatacion de la biomasa anaerobia a
través del desarrollo de resistencia a este antibiético o a un cambio de la comunidad
microbiana hacia los microorganismos menos sensibles (Shimada et al., 2008).

Tabla 17. Dosis para inhibicién del 50 % de la actividad metanogénica y
biodegradabilidad de cada antibiotico.

Ensayo Cleo (Ha/L)
OTC TCN TYL MIX
AME 2 3.8 37.0 44.0 19.2
AME P - - 54.1 -
BD 2 2.9 45.7 - 83.9
BD® - - - -

a: biomasa sin aclimatacion
b: biomasa aclimatada

Las dosis tedricas para la inhibicion del 50 % de la actividad metanogénica se
determinaron de acuerdo a la Ecuacion 9 y, fueron similares a los obtenidos
experimentalmente en biomasa sin aclimatacion, mostrando que estos valores son
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validos solo para tetraciclinas y la mezcla de antibidticos. (ver Tabla 18) Por lo que,
solo permite predecir las dosis inhibitorias (50%) de la TCN y MIX en ciertas
condiciones (ver Anexo 5).

Tabla 18. Dosis para inhibicion teorica del 50 % de la actividad metanogénica y
biodegradabilidad de cada antibiotico.

Cl 5o tedrica (pg/L)

OoTC 26.4
TCN 44.7
TYL 76.1
MIX 25.7

Cl: Concentracion Inhibitoria:
4.1.4 Analisis de componentes principales

El analisis de componentes principales, ACP, se realiz6 considerando las
contribuciones mas representativas de las principales variables de respuesta y se
utilizé en paquete informatico R studio y las bibliotecas ggplot y FactoMineR.

Para la cinética de actividad metanogénica acetoclastica, las principales
contribuciones para la Dim. 1 (eje x) fueron para la produccion maxima de metano
(31.2%) y remocion de COT (28.4%), para la Dim.2 (eje y) fueron la dosis aplicada
(45.1%) y remocion de COT (21.6%). Se puede observar que graficamente se tuvo
un agrupamiento a la dosis (cuadrante inferior derecho; Figura 19a) y a la actividad
metanogénica especifica, AME, (cuadrante superior derecho; Figura 19a) cuando la
biomasa no esta aclimatada a agua residual porcicola y el sustrato utilizado en acido
acético. Sin embargo, cuando la biomasa se encuentra aclimatada el ACP se asocia
a la produccién maxima de metano y remocién de COT (cuadrante inferior izquierdo;
Figura 19 b).

En el caso de la biodegradabilidad, donde el sustrato es agua residual porcicola el
ACP difiere del anterior ya que las contribuciones principales en la Dim. 1 fueron
para la produccion maxima de metano (37.4 %), dosis (26.5 %) y BD (28.0 %), para
la Dim. 2 fue la remocion de COT (51.1 %). Es importante la aclimatacién de la
biomasa ya que las contribuciones por cada variable son diferentes cuando no
existe aclimatacion pues, los ensayos se agrupan principalmente por la BD y la
produccion maxima de metano (cuadrante inferior izquierdo; Figura. 19 b). Lo
contrario sucede cuando la biomasa esta aclimatada ya que los ensayos se agrupan
en funcién de la remocion de COT y de la dosis aplicada (cuadrante superior
derecho; Figura 19 b).

Las variables utilizadas en el experimento (AME, BD, remocién de COT vy
produccion maxima de metano) para evaluar el efecto de los antibidticos de uso
veterinario con un sustrato facil de degradar como el acido acético por via
acetoclastica y otro como el agua residual porcicola, sustrato mas complejo para
degradar mostraron distintos comportamientos ya que la agrupacion de estos
ensayos se distribuy6 de acuerdo a la aclimatacion de la biomasa al agua residual
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porcicola. Mostrando que con biomasa aclimatada y no aclimatada los vectores de
importancia difieren y, por lo tanto, la aclimatacion de la biomasa es necesaria para
evaluar el impacto que generan estos antibioticos de forma individual y en mezcla.
Ademas, en este caso la aclimatacion a agua residual porcicola logro reducir el
efecto inhibitorio de las tetraciclinas.

PCA - Biplot PCA - Biplot

3-

Dim2 (33.4%)

ER i | i

2 o
Dim1 (52 5%)

a b

Figura 19. Analisis de componentes principales (ACP) de las cinéticas de
actividad metanogénica acetoclastica (a) y biodegradabilidad (b) de biomasa
anaerobia. El évalo rosa engloba a los resultados de los ensayos con biomasa no
aclimatada y el 6valo azul engloba los de biomasa aclimatada. Para este analisis
se emplearon la dosis, la actividad metanogénica, la produccion maxima de
metano y la remocién de COT.

4.2 SORCION DE ANTIBIOTICOS

Los experimentos realizados en el presente trabajo con dos sorbentes que pueden
ser soportes en un reactor anaerobio hibrido, como los son la biomasa anaerobia
(inactiva) y carbon activado granular.

4.2.1 Biomasa inactiva

Debido a que las tetraciclinas son solubles en agua (Log Kow:-1.3 TCN, -1.2 OTC) y
la tilosina parcialmente soluble (Log Kow: 1.6) se considerd que la biomasa inactiva
tendra la capacidad de unicamente adsorber los antibidticos, ya que esta biomasa
se comporta como un sorbente fisicoquimico, por lo qué captura los contaminantes
de la solucion acuosa. Es por ello que, es necesario estudiar el mecanismo que rige
la remocion de estos antibidticos en la biomasa anaerobia, siendo los mas
importantes biomasa es la bioacumulacion y la bioadsorcion, ya que nos indicarian
una posible interaccion entre los contaminantes presentes en las aguas residuales
y la biomasa (Certucha- Barragan et al., 2010; K. Li et al., 2013).
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Las cinéticas e isotermas de adsorcion se realizaron con tres dosis 15, 60 y 100
Mg/L en 24 horas, para evaluar la influencia de la temperatura y el pH. Se estudiaron
cuatro modelos de cinéticas de sorcion: pseudo-primer-orden (PPO), pseudo-
segundo-orden (PSO), Elovich y difusion intraparticular (Int), con la finalidad de
determinar el tiempo en el que se sorben los antibioticos de uso veterinario en una
biomasa anaerobia inactivada quimica y fisicamente. Por otro lado, es preciso
mencionar que a pesar de llevarse a cabo los experimentos con todos los
antibiéticos tanto individualmente como en mezcla, los limites de cuantificacion (LC)
fueron superiores a las dosis evaluadas en el caso de OTC (15 pg/L) y MIX.

En el caso de la OTC se observé que al final de las 24 horas para la dosis de 60
Mg/L no hubo adsorcion tanto a temperatura ambiente (20°C) como a 37 °C. Para la
dosis de 100 pg/L no hubo sorcion a temperatura ambiente (20°C), pero si a 37°C
(ver Figura 20). Los modelos cinéticos que se ajustaron fueron los de Elovich>
pseudo-segundo-orden> pseudo-primer-orden cuando el pH es 6 y, pseudo-primer-
orden>pseudo segundo orden/ Elovich cuando el pH es 8 (ver Tabla 19). Con estos
resultados se puede decir que el pH fue un factor importante para la velocidad de
sorcion ya que dependiendo es este factor la adsorcion puede estar en funcién de
la heterogeneidad de los sitios activos (pH 6) o en funcion de la capacidad del
sorbente (pH 8).

60.0 60.0

T:37 °C; pH:6 T:37 °C; pH: 8
50.0 50.0
~ 40.0 40.0
9 ~—~
2 30.0 2 30.0
= 2
O 20.0 = 20.0
10.0 © 10.0 |
0.0 0.0 L
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 1012141618 202224
Tiempo (Hrs) Tiempo (Hrs)
—#— [l Exp  ==#=-0t PFD ot PE0 = & =0t Elovich 2t Int.

Figura 20. Capacidad de sorcién de OTC en biomasa anaerobia inactiva.
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Tabla 19 Modelos cinéticos para OTC en biomasa anaerobia inactiva.

Dosis T Pseudo primer Pseudo : Intraparticula
(ug/l) (°C) o orden Segundo orden Sloel r
K1 29.87 k2 46687442.18 a 000 K; 9.32
100 37 6 Qe 48.85 Qe 36.99 b 3833 R? -
R? 0.69 R? 0.70 R? 0.70
K1 29.87 k. 466878442.18 a 0.00 Ki 8.75
100 37 8 Qe 48.85 Je 37.35 b 3735 R? -
R? 0.78 R? 0.69 R? 0.69

ki: (h %); ka: (g Mg *h ™); Ki: (g ug ™h °9); ge:(ug g™); a:(ugg™); b: (Mg g™)

La TCN por su parte mostré un comportamiento erratico, es decir, hubo adsorcion y
desorcion de este antibidtico durante las 24 horas en las que se llevo a cabo el
experimento. Y al igual que con la OTC, Unicamente se logré ajustar los datos
obtenidos a los modelos cinéticos planteados a la temperatura de 37°C y con pH de
6 para 60 y 100 pg/L (ver Figura 21 y Tabla 20). Los mejores ajustes se lograron
con el modelo de pseudo primer orden lo que significaria que la velocidad de sorcién
de TCN es proporcional al tiempo transcurrido desde que el antibitico estuvo en
contacto con la biomasa anaerobia inactiva.

60.0 100.0 T TP
60 ug/LT: 37°C: pH: 6 900 100 pglL T:37°C; pH: 6 4
50.0 80.0 _e=
~ 5700 k= -2
n < P Yor S S P
o™ 260.0 T =
=30.0 OJ50.0 e
> 40.0 o
220.0 300 | 7
/
o 200 |
100 ¢ 10.0 ,"
00 ¢ 00 ¢
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 0246 81012141618202224
Tiempo [Hrs] Tiempo [Hrs]
—e— O Exp --e--0t PPO QtPS0 - e = Qt Elvich at Int.

Figura 21. Capacidad de sorcion de TCN en biomasa anaerobia inactiva.
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Tabla 20. Modelos cinéticos para TCN en biomasa anaerobia inactiva.

Dosis T H Pseudo primer Pseudo Elovich Intraparticula
(ug/l) (°C) b orden Segundo orden r
K1 29.87 k. 466878442.18 a 0.00 K; 10.13
60 37 6 Ue 40.28 Qe 36.99 b 3699 R? -
R2 080 3 0.68 R 0.68
K1 29.87 ko 466878442.18 a 0.00 Ki 18.86
100 37 6 Ue 67.27 Je 66.24 b 6624 R? -
R2 09648 R 0.9612 R? 0.9612

ki: (h ); ka: (g Mg *h ™); Ki: (g Mg ™h °9); ge:(ug g™); a:(ugg™); b: (Mg g™)

Con los resultados anteriores se pudo observar que las tetraciclinas en dosis
inferiores a 100 pg/L no se adsorbe en biomasa anaerobia inactiva y se adsorbe de
acuerdo el modelo cinético de pseudo-primer orden. En la literatura se reporta algo
similar, pero a dosis altas (100 mg/L) con biomasa activa y en agua residual
porcicola con OTC (Alvarez et al., 2010). Esto difiere de lo reportado por Li et al
(2013) donde el modelo que mas se ajusta a la sorcion de TCN es de pseudo-
segundo orden, es decir, se supone que la capacidad de adsorcion es proporcional
al nimero de sitios activos ocupados en el sorbente, esta diferencia se podria
asociar a que la concentracion de TCN es alta (500 mg/L). Ademas, tanto en este
estudio como en los mencionados la temperatura muestra ser un factor
determinante para la adsorcion de tetraciclinas ya que a mayor temperatura la
sorcion se puede llevar a cabo con mayor facilidad en biomasa.

Para el macrélido (TYL) se pudo ajustar los datos cuando la concentracion fue de
100 ug/L a 20 °Cy pH de 6 (ver Figura 22). En los otros experimentos realizados no
se logré obtener el equilibrio ya que se observaron procesos de adsorcion y
desorcion desde las primeras horas de llevado a cabo el experimento. Al ajustarse
los valores a pseudo primer orden se indica que existe una relacion directamente
proporcional entre el tiempo de contacto y la cantidad de soluto adsorbido (Martins
et al.,, 2015; Rath et al., 2019) (ver Tabla 21). Sin embargo, la temperatura mas
favorable para la sorcion de este macrélido a bajas concentraciones (ug/L) a
diferencia con las tetraciclinas
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Figura 22. Capacidad de sorcién de TYL en biomasa anaerobia inactiva.

Tabla 21. Modelos cinéticos para TYL en biomasa.

: T Pseudo primer Pseudo segundo . Int.
—— [°C] o orden orden Sloiel Particular
k1 29.87 ko 466878442.18 a 0 Ki 314
100 20 6 Qe 9.79 e 0 b 1081 R? -
R? 0.76 R? - 5 0.67

ka: (h ); ka: (g Mg *h ™); Ki: (g Mg ™h °%); ge:(ug g7); a:(ugg™); b: (ug g™)

En la Tabla 22., se puede observar los porcentajes de remocién de los antibiéticos
después de 24 horas de llevado a cabo cada experimento. La OTC no fue removida
eficientemente en la biomasa anaerobia. Por su parte la TCN fue removida hasta en
un 66.3 % cuando la dosis es 100 pg/L y el pH es 6, sin que la temperatura sea un
factor determinante, lo contrario sucede cuando el pH es 8 ya que la remocion del
contaminante fue alta cuando con la dosis aplicada méas baja (15 pg/L) y tampoco
la temperatura fue determinante con esta dosis. La TYL por su parte muestra un
comportamiento diferente pues, se remueve hasta en un 91.9 % cuando la dosis es
inferior o igual a 60 pg/L, mostrando asi en este caso el factor que mas influye es la
temperatura, ya que se logra la mayor remocién a temperatura ambiente.
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Tabla 22. Valores de remocion de antibioticos en biomasa inactiva.
Remocion (%)

Antibiético Concentracion inicial pH 6 pH 8

20°C 37°C 20°C 37°C

15 ND ND ND ND
OoTC 60 0.0 24.1 0.0 52.02
100 0.0 37.5 0.0 20.42
15 34.52 0.0 70.92 70.92

TCN 60 38.8 39.8 29.3 0.0
100 66.3 63.1 48.6 52.6

15 0.0 56.6 0.0 19.0

TYL 60 91.92 12.8 91.92 28.2

100 13.8 0.2 14.7 0.0

ND: No determinado LD: 15.83 pg/L.
Porcentaje aproximado, calculado con base a enlos LD de TYLYy TCN

Los experimentos no permitieron determinar las isotermas de sorcion para cada
antibiotico ya que los porcentajes de adsorcidn tuvieron comportamientos erraticos
y no se pudieron ajustar a las ecuaciones que representan el modelo de Langmuir
y Freundlich, esto al igual que las cinéticas de sorcion muestran que la presencia
de antibidticos de uso veterinario en la biomasa anaerobia inactivada en
concentraciones por debajo de 100 ug/L tienen un alto grado de reversibilidad y, los
mecanismos de intercambio idnico y complejacién entre los antibibticos y la biomasa
fueron imperceptibles. Sin embargo, la TCN bajo ciertas condiciones temperatura y
pH (ver Figura 23) mostr6 un ajuste adecuado al modelo de Freundlich (Kr:15.4 ug/g
(L/ ug)°2%); 1/n:0.23) lo cual significaria que todos los sitios activos del adsorbente
se encuentran distribuidos de manera heterogénea sobre la superficie y la
intensidad de adsorcion esta determinada por los sitios que hayan sido llenado por
el antibidtico (Shi et al., 2011).

T.37°C; pH: 6

s y = 0.2319x + 2.7353
Ol R?=0.958
O
= 2
zZ
- 15
1
0.5
0
0 1 2 3 4 5
LN (Ce)
Figura 23. Isoterma hallada para TCN en biomasa inactiva (Modelo de

Freundlich).
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En la Tabla 23 se muestra los resultados de remocion de antibiéticos en mezcla
(dos tetraciclinas y un macrdlido), en tres diferentes dosis. Se observa una baja
remocion de los tres antibioticos, donde Unicamente la tilosina se adsorbe a
temperatura ambiente (20°C) y se obtiene una minima remocién de tetraciclina a 37
°C. Esto indica que en mezcla siguen el mismo comportamiento que mostraron
individualmente. Por tanto, se puede asumir que la biomasa anaerobia no es un
adsorbente adecuado cuando estos antibidticos estan presentes en dosis bajas
inferiores a 100 pg/L. Algunos trabajos han implementado el uso de adsorbentes
para incrementar la remocion (Hameed et al., 2008; Mahmoud et al., 2003), siendo
los reactores hibridos una alternativa viable, que utiliza un proceso biolégico
complementado con el uso de carbdén activado para remover eficientemente los
macrocontaminantes y los antibiéticos presentes en agua residual porcicola la cual
contiene mas de un antibidtico (Kolz et al., 2005; Sun et al., 2012).

Tabla 23. Remocion de antibidticos en mezcla en biomasa anaerobia inactiva.

T Dosis oH %
(°C) (ug /L) Tilosina Tetraciclina Oxitetraciclina
15 6 93.62 ND ND
8 3.0 ND ND
6 75.82 0.0 ND
20 60 8 75.82 0.0 ND
6 0.0 0.0 ND
100
8 0.0 0.0 ND
15 6 0.0 ND ND
8 0.0 ND ND
37 60 6 0.0 17.0 ND
8 0.0 0.0 ND
100 6 0.0 0.0 ND
8 0.0 21.2 ND

ND: No determinado LD: 15.83 pg/L.
a: Porcentaje aproximado, calculado con base a en los LD de TYLy TCN

4.2.2 Carbdn activado granular

Existen evidencias de que, al acoplar un proceso bioldégico con un sistema de
remocion con carbon activado, es posible remover trazas de algunos
contaminantes. Por lo tanto, se realizaron ensayos de sorcién de antibidticos con
carbon activado granular (CAG) a dos temperaturas 20° Cy 37°C,apH 6y 8. Los
modelos de ajuste utilizados fueron pseudo-primer orden, pseudo-segundo orden,
difusion intraparticular y Elovich.

La Tabla 24., muestra los parametros obtenidos al realizar los ajustes con los
modelos cinéticos antes mencionados. De los datos colectados, la dosis mas alta
(100 pg/L) mostré ajustes significativos (R?>0.5) a los modelos cinéticos, siendo el
modelo de difusion intraparticular el que muestra el mejor ajuste para la temperatura
de 20 °C lo cual indica que la adsorcion de OTC puede estar basada en el transporte
de soluto a través de una estructura interna homogénea efecto que se ha visto en
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otros solidos como suelo y cascaras de arroz (Andrade, 2018; Liu et al., 2020). Sin
embargo, a medida que sube la temperatura el proceso de adsorcién se ajusta los
modelos de pseudo primer y segundo orden indicando el proceso puede estar
relacionado con la capacidad del sorbente o procesos de quimisorcion (Ho, 2006).

Tabla 24. Modelos cinéticos para OTC en carbon activado granular.

Dosis T Pseudo primer Pseudo Segundo . Int.
(ug/L) (°C) 917 orden orden e Particular
K1 29.87 k2 466878442.18 a 30.31 Ki 21.09
6 Qe 59.34 Je 59.34 b 1.00 R? 0.71
2 2 2
100 20 R 0.59 R 0.59 R 0.45 .
K1 29.87 k2 466878442.18 a 30.42 Ki 20.96
8 e 62.19 Qe 62.19 b 1 R? 077
R? 0.62 R? 0.62 R?> 0.56
K1 29.87 ko 466878442.18 a 27.24 Ki 19.48
100 37 6 Qe 60.91 Je 60.91 b 1.00 R? 0.02
R? 0.89 R? 0.89 R? -
ka (h ); ka: (9 Mg *h 7); Ki: (9 Mg *h °9); e :(bg g7); a:(ugg™); b: (Mg )
1000 100 pg/L; 20°C;pH6 100 pg/L; 20°C; pH8
90.0 g
80.0
% 60.0 2
= 50.0 =
& 40.0 =
30.0 ©
20.0 |[#f
100 ¢}
0.0 &® .
0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 0 2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24
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100.0 100 ug/L; 37°C; pH8 .
80.0 e
2 pEa
& 400
200 (f#
0.0 -8
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—ea— O FExp  --e--Gt PPO QtPS0  — e —GtElwvich  --e--0t Int,

Figura 24. Capacidad de sorcion de OTC en carbon activado granular.
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La TCN fue adsorbida en el carbon activado granular, a una temperatura de 37 °C
ya que a 20 °C (Temperatura ambiente) se observaron procesos de adsorcion y
desorcion que no permitieron observar un ajuste cinético (ver Tabla 25y Figura 25).
Por otro lado, el pH no tuvo influencia significativa en la adsorcion de TCN. El
proceso de adsorcion esta asociado a la temperatura del sistema, predominando la
quimisorcion y la capacidad del sorbente ya que se encuentra mas relacionado con
los modelos de sorcion de pseudo-primer orden y pseudo-segundo orden, lo cual
coincide con algunos trabajos que reportan comportamientos similares para las
tetraciclinas y macrolidos, pese a aplicar sorbentes diferentes (Shi et al., 2011; Z. P.
Zhang et al., 2007).

Tabla 25. Modelos cinéticos para TCN en carbén activado

Dosis T Pseudo primer Pseudo Segundo . Int.
(Mg/L) (°C) s orden orden =gl Particular
k1 29.87 K2 466878442.18 a 0.00 Ki 10.71
6 Qe 35.97 Qe 35.97 b 3597 R? -
R? 0.80 R? 0.80 R2 0.80
60 37 .
K1 29.87 k> 466878442.18 a 0.00 Ki 8.79
8 g 33.06 Qe 33.06 b 3306 R? -
R? 0.72 R? 0.72 R?2 0.64
k1 18.82 K2 466878442.18 a 0.00 Ki 21.64
6 Qe 71.57 Qe 71.57 b 7157 R? -
R? 0.99 R? 0.94 R?2 0.99
100 37 -
K1 29.87 ko 466878442.18 a 296 Ki 22.22
8 Qe 68.02 Je 68.02 b 6929 R? -
R? 0.78 R? 0.78 RZ 0.90

ki: (h %); ka: (g Mg *h ™); Kiz (g pg ™h °9%); ge:(ug g™); a:(ugg™); b: (g g™)
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Figura 25. Capacidad de sorcién de TCN en carbon activado granular

La TYL se adsorbi6 completamente en carbon activado desde la primera hora del
experimento, a temperatura ambiente (20°C), mostrando ser la temperatura mas
favorable para la remocién completa de este macrélido. Sin embargo, al aumentar
la temperatura a 37° C la adsorcion sigue otros modelos cinéticos (Elovich y Difusién
intra particular), sin que el pH tenga una influencia d significativa. Es importante
resaltar que en este caso la adsorcion no depende del sorbente, pero puede
asociarse a la heterogeneidad de los sitios activos en el carbon activado (Pinzon-
Bedoya y Vera Villamizar, 2009) ( ver Tabla 26 y Figura 26).
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Tabla 26. Modelos cinéticos para TYL en carbon activado

51%5/;3 (O-I(-:) pH Pseuodr(()jgrzlmer PseudoordSéengundo Elovich Int. Particular
k1 29.87 k2 466878442.2 a 3.43 Ki 2.45
15 37 6 Je 7.05 Je 0 b 100 R? 0.70
R? - R? - R? 0.79
K1 29.87 k2 466878442.2 a 2.29 Ki 1.77
6 Je 4.19 Je 0 b 1.00 R? 0.70
60 37 R? - R? - R? 0.72 '
k1 29.87 ko 466878442.2 a 4.08 Ki 2.99
8 Je 8.27 Je 0 b 1.00 R? 0.74
R? - R? - R?Z 0.70
k1 29.87 ko - a 491 Ki 5.23
100 37 6 Je 16.31 Qe - b 787 R? -
R? - R? - R? 0.66

ki: (h ); ka: (g ug *h ™); Kiz (g Mg *h *%); ge:(ug g™); a:(ugg™); b: (ug g™)
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Figura 26. Capacidad de sorcién de TYL en carbon activado granular

En la Tabla 27., se muestra que a pesar de que a mayor temperatura se puede
describir los modelos cinéticos que podrian seguir los antibidticos en el CAG, los
porcentajes de remocion de la OTC y la TYL son mayores a 20° C, indicando que
la adsorcion es espontdnea a esta temperatura y las velocidades de reaccién
disminuyen con el aumento de la temperatura. La TCN por su parte es el antibidtico
gue se remueve en CAG sobre el 67.9 % mostrando que este antibidtico se puede
adsorber sin que la temperatura o el pH sean un limitante importante.
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Tabla 27. Remocion de antibidticos en carbon activado granular.

%

Antibidtico Concentracién inicial pH 6 pH 8

20°C 37°C 20°C 37°C

15 ND ND ND ND

oTC 60 73.62 0.0 73.62 0.0
100 84.22 32.4 84.22 27.2
15 65.52 0.0 65.52 29.12

TCN 60 91.42 48.4 91.42 39.2
100 94.82 67.9 94.82 75.5
15 89.32 67.72 89.32 43.5%

TYL 60 97.32 15.6 97.32 31.7
100 98.42 15.9 98.4° 10.8

ND: no detectado debido a que los valores estuvieron por debajo del limite de cuantificacién; a: porcentajes calculados con

base en el LC.

Al igual que con los experimentos en biomasa inactiva no se llegaron a determinar
todas las isotermas de sorcion para cada antibiético ya que los porcentajes de
adsorcion tuvieron comportamientos erraticos y no se pudieron ajustar a las
ecuaciones que representan el modelo de Langmuir y Freundlich. El Unico
antibiotico que permitié el ajuste fue la tetraciclina, la cual se ajustd al modelo de
Freundlich (Kr:15.2 pg/g (L/ pug)°®*®); 1/n:0.19), donde el proceso de adsorcion es
llevado a cabo en forma de multicapa aprovechando una distribucion heterogénea
en la superficie del sorbente (Moral- Rodriguez et al., 2015), y la capacidad de
sorcién no se vera limitada por la ocupacion de los sitios activos en la primera capa
de moléculas, lo que posibilita una mayor remocién de TCN (ver Figura 27).

Figura 27.

T:37 °C; pH: 6

= 2.5 y=019x+2.7221
o, R?=0.9778
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0
0 1 2 3 4 5
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Isoterma hallada para TCN en carbon activado granular (Modelo de
Freundlich)
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En mezcla los antibidticos de uso veterinario se removieron mejor (74.2 % al 98.4%)
en temperatura ambiente, corroborando asi que esta es la temperatura adecuada
para lograr la remocién eficiente de estos microcontaminantes en CAG (ver Tabla
28).

Tabla 28. Remocion de antibidticos en mezcla en carbon activado granular.

T Dosis 5 %
(°C) (Mg /L) > Tilosina Tetraciclina Oxitetraciclina
6 89.32 ND ND
15 8 89.32 ND ND
20 6 97.32 74.22 ND
60 8 97.32 74.28 ND
6 98.42 94.82 ND
100 8 98.42 94.82 ND
6 89.32 ND ND
15 8 89.32 ND ND
37 6 42.4 44.0 ND
60 8 28.9 34.9 ND
6 27.3 36.7 ND
100 8 59.4 30.6 ND

ND: No determinado LD: 15.83 pg/L.
2 Porcentaje aproximado, calculado con base aenlos LD de TYLyYy TCN

Los parametros con los que se evalud, tanto las cinéticas de sorciébn como las
isotermas de sorcién, han sido utilizados por otros autores, pero en el presente
estudio las dosis de antibidticos son mas bajas, debido a esto no se lograron
cuantificar adecuadamente estos, ya que sus limites de cuantificacion y deteccién
fueron superior a la dosis aplicada. Sin embargo, se pudo observar que la biomasa
inactiva no es un buen adsorbente para antibiéticos pues, los experimentos
mostraron procesos de adsorcion y desorcion desde las primeras horas. Finalmente,
es importante resaltar que con los antibidticos en mezcla (MIX) la biomasa
anaerobia no es un adsorbente adecuado, sin embargo, si se acopla con un sistema
a partir de CAG es posible remover eficientemente tetraciclinas y un macrolido (ver
Tabla 21), lo cual es recomendable para tratar aguas residuales porcicolas donde
se tiene méas de un antibiotico.

Cabe resaltar que, el rango de pH utilizado en este trabajo fue de 6 y 8
representando el rango que podria tener un reactor anaerobio. El pH no pareci6
afectar la adsorcion de los antibi6ticos debido a que tanto las tetraciclinas como el
macrolido tienen un pKa cercano a 7 lo que puede indicar que en este rango de pH
los antibidticos utilizados predominan cargas neutrales (Andrade, 2018).
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e La tetraciclina en biomasa granular anaerobia sin aclimatacion a agua
residual porcicola puede inhibir entre el 16.6% hasta en un 100 % la méxima
produccion de metano con diferentes sustratos, siendo la glucosa el sustrato
mas dificil de degradar dado que posiblemente estos antibidticos afectan
pasos procesos metabdlicos previos a la metanogénesis.

e En la prueba de actividad metanogénica especifica con acido acético como
sustrato, se obtuvo porcentajes de inhibicion de la actividad metanogénica
similares a los obtenidos en la prueba de biodegradabilidad en un rango del
35.3 al 78.1 %, para biomasa sin aclimatacion y, del 3.3 al 41.8 % para
biomasa aclimatada con OTC, TCN y TYL. Indicando que el acido acético
tiene un comportamiento similar al agua residual porcicola en el proceso de
digestién anaerobia.

e En biomasa anaerobia sin aclimatacion, las tetraciclinas mantienen el efecto
inhibitorio tanto individualmente como en mezcla. Este efecto se hace mas
notorio conforme aumenta la dosis de antibidtico.

¢ Dosis de tetraciclinas inferiores o iguales a 45 ug/L muestran tener un efecto
inhibitorio tanto en la velocidad como en la maxima produccion de gas
metano indicando que estos antibibticos tienen efectos negativos sobre la
biomasa anaerobia sin aclimatacion a agua residual porcicola.

e La aclimatacion de la biomasa anaerobia mostro ser un factor determinante
para conocer la inhibicion de antibidticos de uso veterinario ya que
antibioticos tan persistentes como las tetraciclinas pierden su efecto
inhibitorio cuando la biomasa es aclimatada, lo cual puede deberse al
aumento de solidos suspendidos volatiles y a la afinidad de este tipo de
antibiéticos por los solidos.

e Latilosina en biomasa aclimatada tuvo un efecto inhibitorio de la AME y BD
en un rango de 7.5 a 41.8 %, pero inferior al 20 % en la produccion maxima
de metano con dosis iguales o inferiores a 45 ug/L indicando que este
macrélido afecta el proceso de digestion anaerobia y, ademas, limita el
consumo de materia organica.

e Los ensayos en lote mostraron que, a pesar de la aclimatacion a aguas
procedentes de la actividad porcicola, los antibidticos en dosis bajas (ug/L)
pueden causar efectos inhibitorios en la produccién de metano. Incluso la
mezcla de antibioticos en biomasa aclimatada limita la produccion maxima
de metano de entre 7.9y 13.5 %.

e La sorcion de antibiéticos en biomasa anaerobia aclimatada inactivada
quimica y fisicamente muestra que la temperatura favorece la adsorcion de
la oxitetraciclina a 37 °C mostrando que este es un adsorbente permite la
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remocion entre un 37.5 % al 52 %. Lo cual se debe a la afinidad que tienen
las tetraciclinas por los sdlidos, por tanto, existe una acumulacion en la
biomasa.

La adsorcion de la tilosina se lleva a cabo a temperatura ambiente logrando
una remocion entre el 13.8 % al 91.9% siendo la dosis de 60 pg/L la que
mejor se adsorbe con lo cual se puede decir que la biomasa inactivada deja
de ser un adsorbente adecuado en dosis superiores a la mencionada.

El carbdén activado granular es un adsorbente adecuado para antibiéticos de
uso veterinario logrando remover a temperatura ambiente (20°C) tanto
tetraciclinas como un macrdlido totalmente. Sin embargo, el aumento de la
temperatura a 37 °C disminuye la adsorcidén de estos antibiéticos. El pH no
tuvo una influencia significativa en la adsorcion de antibiticos tanto en
biomasa inactivada con carbén activado ya que los porcentajes de remocion
para cada antibiético no cambiaron en la medida que el pH vario de 6 a 8.

La implementacién de un reactor hibrido que acople un proceso biolégico
anaerobio con el uso de carbon activado granular como proceso
complementario permite tratar agua residual porcicola con altos porcentajes
de remocion de antibiéticos de uso veterinario en mezcla y en dosis bajas (<
100 pg/L). Sin embargo, se debe considerar que el carbén activado granular
llega a saturarse por compuestos organicos lo que conlleva al recambio
continuo de este adsorbente.

RECOMENDACIONES

Para validar los resultados obtenidos en ese estudio se precisa que tanto los
efectos inhibitorios como la capacidad de sorcién sea corroborado en un
reactor en continuo.

Para conocer todos los modelos cinéticos que siguen los antibiéticos en su
totalidad es necesario crear un método de andlisis con limites de
cuantificacion inferiores a 1 ug/L y reajustar los tiempos de experimentacion
para el caso de la sorcion.
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ANEXO 3
#Desviacion estandar
e sd (BIO_Resumen$SA_BIO)
¢ sd (BIO_Resumen$Methane.Production)
e sd (BIO_Resumen$TOC.removal)

#Correlacion por Pearson o Spearman
e cor (TOC_BIO_LSA$Methane.Production, TOC BIO LSA$TOC.removal,
method = 'pearson’)
e cor (TOC_BIO_LSA$Methane.Production, TOC_BIO_LSA$TOC.removal,
method = 'spearman’)

#Analisis de componentes principales
library("factoextra™)
library("FactoMineR")
res.pca <- PCA (PCA_AA_A[,-5], graph = FALSE)
res.pca <- prcomp(PCA_AA_A][, -5], scale = TRUE)
# Varianza
fviz_screeplot(res.pca, addlabels = TRUE, ylim = ¢(0, 50))
e var <- get_pca_ var(res.pca)
e var
# Contribucién por varianza
e head(var$coord)
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ANEXO 4
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Grafica 4.1. Actividad metanogénica especifica para biomasa anaerobia granular.
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Inhibicién en AME (BSA)

ANEXO 5
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Gréfica 5.1. Concentraciones de los antibioticos para que la actividad

metanogénica especifica disminuya al 50 % en biomasa sin aclimatacion.
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Grafica 5.2. Concentraciones de los antibiéticos para que la biodegradabilidad
disminuya al 50 % en biomasa sin aclimatacion.
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Grafica 5.3. Concentraciones de los antibiéticos para que la actividad
metanogénica especifica para que disminuya al 50 % en biomasa aclimatada
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