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Resumen

El presente trabajo pretende contribuir al conocimiento acerca de la eliminacion de ampicilina
(AMP) de aguas residuales usando a la desnitrificacion como proceso de tratamiento bioldgico.
El trabajo se realiz6 en cuatro etapas. En una primera etapa se estabilizaron lodos
desnitrificantes en un reactor UASB de 0.8L operando en continuo. Para esto se establecieron
las siguientes condiciones: una velocidad de carga de 250 mg C-Acetato/Ld con una relacion

carbono-nitrégeno (C/N) de 2.0 y un tiempo de residencia hidraulico (TRH) de 2 dias.

En la segunda etapa del trabajo, se realiz6 la evaluacion cinética y metabdlica de la
desnitrificacion en ensayos en lote utilizando diferentes concentraciones de acetato (20, 40,
60, 80, 100 mg C/L) como fuente de electrones. Los ensayos se realizaron en botellas
seroldgicas de 160 mL a relaciones C/N: 0.86 y 1.1 para ser utilizados como referencia. Bajo
las mismas condiciones, en una tercera etapa se evalué el comportamiento cinético y
metabdlico de la desnitrificacién con diferentes concentraciones de AMP (20, 40, 60, 80, 100
mg C/L) y dos relaciones C/N: 0.68 y 0.86. Finalmente, en ensayos en lote y con los lodos
previamente expuestos a AMP, lavados con solucion salina y alimentados nuevamente con
acetato y nitrato, se evaluo la recuperacion del proceso desnitrificante. En todos los casos, la
evaluacion cinética de la desnitrificacion se realiz6 mediante las velocidades especificas de
consumo de acetato ampicilina y nitrato (gac, gave, gnos), asi como produccion de nitrogeno
molecular y bicarbonato (gnz y gHcos), mientras que la evaluacion metabdlica se realiz6 a través
de eficiencias de consumo de nitrato (Enos), acetato (Eac) y ampicilina (Eavwe) y de los

rendimientos de producciéon de nitrégeno molecular y bicarbonato (Ynz Y YHcos).

En el reactor UASB se obtuvieron Enos y Eac cercanas al 90% y Yucos Yn2 de 0.8, con una
velocidad volumétrica de N2y de HCOs de 160.33+£1.80 y 149.99+1.90 mg/Ld respectivamente,
las cuales indicaron que se alcanzé el estado estacionario desnitrificante. En los ensayos
desnitrificantes de referencia con acetato, se obtuvieron eficiencias de consumo de 100% y
rendimientos de productos cercanos a 1, sin haber presencia de intermediarios. Las
velocidades especificas de consumo y produccién determinadas bajo estas condiciones
sirvieron como referencia para la evaluacion del efecto de la AMP. En los ensayos con C-AMP
como Unica fuente de electrones y a las dos relaciones C/N evaluadas, se obtuvieron
rendimientos de N2, HCO3 y CO2zentre el 0.8, 0.6 y 0.3 respectivamente. Asimismo, se observo

la presencia de dos intermediarios carbonados y de pequefias concentraciones de N2O como
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Yeny Ruth Banda Soriano Resumen
intermediario nitrogenado, resultando en Ynzo de 0.22. Se determino un efecto inhibitorio de la
AMP sobre el proceso desnitrificante puesto las velocidades de consumo y produccion
disminuyeron entre un 60 y 80% respecto a las obtenidas en los ensayos de referencia con
acetato. Finalmente, en la cuarta etapa, los ensayos de recuperacion mostraron que con los
lodos previamente expuestos a AMP, lavados con solucion salina y alimentados nuevamente
con acetato y nitrato, se obtuvieron Enos y Eac de 100% y rendimientos de HCOs, CO2 y N2
cercanos a 1, sin encontrar la presencia de los intermediarios carbonados o nitrogenados.
También se determind la recuperacion de las velocidades especificas de consumo y
produccion entre un 25 y 50%, por lo que se puede decir que la inhibicién ejercida de la AMP

sobre el proceso desnitrificante es reversible.
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Introduccion

Hoy en dia, las actividades humanas van en incremento y como consecuencia de esto, los
contaminantes aumentan de igual manera. La contaminacion no solo afecta al suelo o aire,
sino también al agua (Siemens et al., 2008). A esto se suma la falta de plantas de tratamiento
de aguas residuales y que solo una fraccion de las aguas residuales, ya sean industriales o
municipales, es tratada. Por ejemplo, en México, el Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYyYT), reporté que en el 2014 solo el 20% de agua residual es tratada (CONACyT, 2014),
mientras que en el mismo afio el Sistema de informacién Nacional del Agua (SINA) reporto,
gue se recolectan 228.70 m3/s de aguas residuales, de las cuales solo se trata cerca del 48%
(Sistema de informacién Nacional del Agua, 2016). Asi pues, la contaminacién continGa en
aumento y los contaminantes presentes en el agua representan un peligro tanto para el medio

ambiente como para el ser humano.

Existe una gran variedad de contaminantes en el agua, los cuales dependen del origen de las
aguas, por ejemplo, municipal o industrial. En el segundo caso, dependera del tipo de industria
y proceso que se lleva a cabo. Los contaminantes pueden ser inorganicos, tales como sales y
metales; radioactivos, que pueden ser el resultado de la produccion de petréleo, gas o las
actividades mineras, y quimicos organicos, incluyendo a las sustancias sintéticas y volatiles
(Informe sobre el agua, 2014). Todos estos contaminantes, ya sea en su forma original o bien

como un intermediario de éstos, pueden generar problemas en el bienestar humano.

Los compuestos nitrogenados, como el nitrato (NO3z’), nitrito (NO2’), amonio (NH4*) y Oxido
nitroso (N20) son contaminantes que pueden ser encontrados en efluentes tanto industriales
como municipales (Gerardi 2002). La ingesta de nitrato puede causar metahemoglobinemia y
la de nitrito cancer, mientras que concentraciones altas de amonio pueden llegar a ser téxicos
para los peces (Rina 2005). Para la eliminacion de compuestos contaminantes de efluentes
tanto industriales como municipales, se han implementado sistemas de tipo fisicoquimico y
biolégico (Linderberg et al., 2006). En la Figura 1 se muestran las diferentes vias metabdlicas
realizadas por microorganismos especializados, que transforman los compuestos
nitrogenados desde amonio (NHa4*) hasta nitrogeno molecular (N2). Sin embargo, por si solo,
este proceso natural resulta insuficiente para descontaminar las aguas, debido a las

concentraciones altas de nitrogeno que se han introducido al ambiente.
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Figura 1 Ciclo del nitr6geno (Tortora et al., 2007)

Aunados a los compuestos nitrogenados, la presencia de compuestos carbonados en las
aguas residuales es cada vez mayor. Una fracciébn importante estd constituida por los
denominados compuestos organicos emergentes, entre los cuales se encuentran los
farmacos, antibioticos, hormonas, antidepresivos, analgésicos, productos de cuidado personal,

entre otros (Suarez et al., 2010).

En paises de Europa y Asia se ha detectado la presencia de farmacos y antibiéticos en las
plantas de tratamiento y aguas residuales (Behera et al., 2011; Suarez et al., 2010). Esto se
debe principalmente a la generacién de aguas residuales agroindustriales, de hospitales, que
contienen desechos bioldgicos como la orina 0 heces, o bien domésticas (Mitchell et al., 2013).
México no es una excepcion de esto, ya que, en el Valle del Mezquital, Siemens et al. (2008)
reportan la presencia de diversos productos farmacéuticos en concentraciones mayores a
1ug/L, el cual es es el limite de accion de la FDA
(Food Drugs & Administration). La presencia de dichos farmacos reportados en el Valle del
Mezquital es comparable con algunos paises de Europa y Asia, donde en estos continentes
exceden el limite mencionado. Asimismo, la procuraduria Federal del Consumidor (PROFECO)
ha sefalado que el desecho de farmacos sin tratamiento previo, podrian generar dafios en la
salud ya sea en la salud o al medio ambiente (Revista Profeco nov. 2007). Los antibiéticos son
sustancias potentes que combaten infecciones bacterianas. Para el ailo de 1996, Estados
Unidos reporto un saldo de ventas de antibidticos mayor a 8 billones de ddlares y en todo el

mundo aproximadamente de 23 billones de dolares (Elander 2003).

Biodegradacion de Ampicilina...

—
N
| —



Yeny Ruth Banda Soriano Introduccion
Se ha estimado que en Espafa el consumo total de antibioticos fuera de tratamiento medico
es de 250 a 300 ton/afio (Dorival et al., 2013). Mientras que, en México, se ha calculado que
aproximadamente 63000 ton son usadas en pollos, cerdos y/o ganado (Riesgo en el uso de
antibidticos en la industria ganadera, 2015). La presencia de antibidticos en las aguas
residuales es una problemética preocupante, ya que puede causar resistencia en los
microorganismos que estan en contacto con ellas, pueden volver las aguas mas tdxicas
(Reinthaler et al., 2002) y finalmente, disminuir la posibilidad de su reutilizacién (Suarez et al.
2010). Entre los antibiéticos mas comunmente encontrados en aguas residuales se reportan a
los B-lactamicos, como la penicilina. Este antibiético fue descubierto en el afio de 1928 por
Alexander Fleming y usada por primera vez para tratamiento médico en 1948 (Raynor 1997).
El ntcleo de penicilina el acido 6-aminopenicilanico (6APA), descubierto en los afios 50’S, ha
permitido desarrollar varios productos semisintéticos derivados de penicilina (Elander 2003),
como el caso de la ampicilina, amoxicilina, y trimetropina. La ampicilina (AMP), fue obtenida
por condensacion en los inicios de los afios 60’S. Es un antibidtico de amplio espectro con
actividad antimicrobiana sobre bacterias anaerobias, Gram positivas y algunas Gram
negativas. Inhibe la sintesis de la pared celular, lo que lleva a la destruccion de la pared y lisis
celular (Ampicilina, 2010). Generalmente se han usado tratamientos fisicoquimicos para
eliminar antibiéticos y aunque los métodos biolégicos podrian ser buenas alternativas para la
eliminacion de estos compuestos, su uso ha sido poco estudiado. Resulta necesario entonces,
buscar otras alternativas bioldgicas, como la desnitrificacién, para la eliminacién de estos

compuestos de las aguas residuales.
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Desnitrificacion

La nitrificacion y desnitrificacion son dos de las vias bioldgicas del ciclo bioldégico mas utilizadas
en el tratamiento de aguas. Donde la nitrificacion es la conversion u oxidacion biolégica del

amonio (NHs") a nitrato pasando por nitrito (NO2’) como intermediario, en un medio aerobio
(Ferguson 1998).

El nitrégeno fijado en la biosfera, es decir, el nitrdgeno organico, es finalmente regresado a la
atmosfera en forma de nitrégeno molecular por las bacterias desnitrificantes (Martinez 2007).
La desnitrificacion se describe como la respiracion anaerobia de algunos microorganismos
(anaerobios facultativos), en el cual se reducen el nitrato (NO3°), a nitrdgeno molecular (N2) con
el fin de obtener energia para la actividad y sintesis celular (crecimiento y reproduccion). Es
una via desasimilativa que requiere de una fuente de electrones para llevar a cabo la reduccion
de nitrato (Gerardi 2002).

Microbiologia de la desnitrificacion

Aungue varios grupos de organismos son capaces de realizar la desnitrificacion, incluyendo
los hongos y los protozoos, los organismos desnitrificantes son bacterias anaerobias
facultativas. (Gerardi 2002). Un gran nimero de géneros microbianos son capaces de realizar
la desnitrificacion (Tabla 1). (Gerardi 2002).

La mayoria de organismos desnitrificantes reducen los iones nitrato hasta nitrdgeno molecular
sin la acumulacion de productos intermedios. Sin embargo, algunos microorganismos carecen
de alguna enzima clave para desnitrificar completamente, y la falta de estos sistemas
enzimaticos no permite la produccion de nitrdgeno molecular, lo cual lleva a la acumulacién de
productos intermedios, se dice que estos microorganismos no pueden llamarse desnitrificantes
verdaderas (Gerardi 2002).
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Desnitrificacion

Tabla. 1 Géneros de bacterias con capacidad desnitrificante (Modificacion Cadena A. 2004 y Cuervo-LOpez et al.

2009)

Género Morfologia Caracteristicas fisiologicas
Rhodopseudomonas Diplococo Fototrofo
Alcaligenes Bacilo

Arthrobacter Coco

Chromobacter Coco Hetero6trofos Aerobios
Flavobacterium Bacilo

Pseudomonas Bacilo

Corynebacterium Bacilo

Enterobacter Bacilo

Escherichia Bacilo Heterétrofos Anaerobios facultativos
Moraxella Diplococo

Propionibacterium Bacilo

Acetobacter Bacilo

A—LO? Inillum Esp!roqueta Heterdétrofos Fermentativos
Bacillus Bacilo

Wolinella Bacilo

Agrobacterium Bacilo

Psgudqmonas Bac!lo Heterotrofos Fijadores de N2
Rhizobium Bacilo

Rhodopseudomonas Diplococo

Xanthomonas Bacilo Heterotrofo Fito patdégeno
Achromobacter Bacilo

Acinetobacter Diplococo

Enterobacter Bacilo

Kingella Diplococo Heterdétrofos Patdgenos
Neisseria Coco

Spirillum Espiroqueta

Wolinella Bacilo

Alcaligenes Bacilo

Paracoccus Coco Litotrofos Utilizadores de H2
Pseudomonas Bacilo

Thiobacillus Bacilo

Thiomicrospira Espiroqueta Litotrofos Utilizadores de Sz
Thiospaera Bacilo

Nitrosomonas Bacilo Litotrofos Utilizadores de NHa4
Halobacterium Diplococo Quimio heterotrofa
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Bioquimica de la desnitrificacion

La desnitrificacion es la reduccion desasimilatoria de nitrato a nitrogeno gas. El término fue
usado por primera vez en 1886 en Francia (Gerardi 2002). Este proceso respiratorio requiere
de cuatro enzimas para producir tres intermedios obligatorios antes de la produccion del
producto final (Shapleing J. 2013). En la Figura 2 se muestra la via de desnitrificacién. Una
ventaja de este proceso respiratorio es su capacidad para eliminar simultdneamente materia
carbonada y nitrogenada, ya que, para la reduccién de nitrato a nitrégeno molecular, se
requiere de la presencia de un donador de electrones. Pefia-Calva et al., (2003) demuestran
gue por medio de la via desnitrificante se puede inclusive eliminar hasta compuestos

carbonados arométicos como lo son el tolueno, benceno y xileno.

DESNITRIFICACION
Nitrato Nitrito Oxido nitrico Oxido nitroso
Reductasa Reductasa Reductasa Reductasa
NO, NO," NO, NO N,O N,
narGHI nirs norB 7
\E napAB nirk fos
g nasA
=
[TH Nitrito
o Reductasa
= nasC
< A ANNAMOX
NH,OH <¢eeeeess———— NH,*

AMONIFICACION FIJACION DEL NITROGENO

Fig. 2 Via de la desnitrificacién en el ciclo del nitrégeno (Modificacion Alvarez et al. 2014)

Etapa 1: Reduccién de nitrato a nitrito

El nitrato entra a la célula bacteriana, donde es reducido a nitrito por la enzima nitrato reductasa
(Nar), se han identificado cuatro clases de nitrato reductasas, donde dos de ellas son enzimas
respiratorias, una esta acoplada a la membrana y la otra esta localizada en espacio
periplasmico (Cuervo-LOopez et al.,, 2009), son similares a otro nitrato reductasas
desasimilatorias, contienen hierro, sulfuro 1abil, y molibdeno (Knowles 1982). Son proteinas

solubles, donde las nitrato reductasas asimilatorias se inhiben por amoniaco, mientras que la
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sintesis de la nitrato reductasa que se encuentra en el espacio periplasmico se inhibe por la
presencia de oxigeno, por lo tanto, solo se sintetizan en condiciones anodxicas (Berks et al.,
1995; Zumft 1997). También se ha reportado que la actividad de la enzima es inhibida por

azida, tiocianato, cianuro, cloranfenicol, dinitrofenol y nigericina (Cuervo-L6opez 2003).
Etapa 2: Reduccidn de nitrito a 6xido nitrico

La posterior reduccion del nitrito a 6xido nitrico se lleva a cabo por la enzima nitrito reductasa
(Nir) que esta ubicada en el periplasma. Estudios han mostrado la existencia de dos nitrito
reductasas con estructuras y grupos prostéticos diferentes, una de ellas es una proteina y tiene
al cobre como grupo prostético y la otra es el citocromo cd1 con un grupo hemo como cofactor.
La actividad del cobre como grupo prostético es inhibida por la accion quelante del
dietilditiocarbamato. La actividad de la enzima nitrito reductasa puede ser inhibida por su propio
producto, el 6xido nitrico (Cuervo-Lopez et al., 2009).

Etapa 3: Oxido nitrico a 6xido nitroso

Luego, el 6xido nitrico es reducido por la enzima éxido nitrico reductasa (Nor) a 6xido nitroso,
la cual esta localizada en la membrana. El 6xido nitrico (NO) es un compuesto muy toxico
para bacterias, hongos, parasitos y virus. Los microorganismos desnitrificantes coordinan la
reduccion del nitrito, con la reduccion del 6xido nitrico. La concentraciéon de NO dentro de la
célula en el estado estacionario desnitrificante, se mantiene baja, entre 1 y 30 nM. (Cuervo-
Lopez 2003). La 6xido nitrico reductasa, también conocido como citocromo bcz, la cual ha sido
purificada de varias Pseudomonas y otras bacterias, solo es sintetizada bajo condiciones
anaerobias. Su actividad puede disminuir por algunos detergentes como triton X-100, el largo
de la cadena de los acidos grasos volatiles afecta el grado de inhibicién, azida, cianuro,
cloranfenicol, nitrito y 6xido nitrico inhiben la reduccibn de NO y la nigericina causa

acumulacion de NO (Cuervo-Lépez et al., 2009).
Etapa 4: Oxido nitroso a nitrogeno molecular

Por altimo, el 6xido nitroso formado es reducido a nitrogeno molecular mediante la accion de
la enzima Oxido nitroso reductasa (Nos), es una enzima soluble localizada en el periplasma.
La 6xido nitroso reductasa esta compuesta por cuatro subunidades que contienen cobre y
estdn organizados en dos diferentes centros binucleares y la sintesis de esta enzima es

reprimida ante la presencia de oxigeno (Berks et al.,1995; Cuervo-Lépez et al., 2009). La
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actividad de la enzima puede ser inhibida por acetileno, aunque es sabido que esta reaccion
es reversible, otros inhibidores pueden ser azida, tiocianato, cianuro formando un ligando con
el cobre (Cuervo-Lépez 2003.) De igual manera, se presenta una inhibicion de la éxido nitroso

reductasa ante la presencia de S? en concentraciones de 8 uM/g a 0.3 mM/g (Knowles 1982).

Factores que afectan la desnitrificacion

Existen varios factores que pueden inducir, controlar o afectar el proceso respiratorio, en
términos generales se tratan del oxigeno, la presencia de 6xidos de nitrégeno. También habra
gue tomar en consideracion la temperatura y pH, asimismo como el tipo de fuente de carbono
y la relacion carbono-nitrégeno (C/N). A continuacion, se dara una breve descripcion acerca

de los factores que afectan la desnitrificacion

Oxigeno

La desnitrificacion es inhibida en presencia de Oz, esta es reversible si se hace un cambio a
condiciones de anaerobiosis, cuando el Oz es removido, la actividad de las reductasas se
puede recuperar en un periodo de 40 min a 3 horas (Knowles 1982). La evidencia indica que
la inhibicion es mas notable en el primer paso de la desnitrificacidn, la reduccion del nitrato, la
cual puede ser afectada en un rango de concentracion de Oz de 0.058 a 7.7 mg/L, pero esto

depende de la sensibilidad del cultivo y de la concentracion celular. (Cuervo-L6pez et al., 2009)

Oxidos de nitrogeno

El efecto causado por NOs™ es probablemente el mejor estudiado. En bajas concentraciones
de NOs se controla la velocidad de la reaccion de desnitrificacion con una cinética de primer
orden y en un sistema que no ha sido expuesto a (NOs’), promueve la actividad de las
reductasas. Sin embargo, en altas concentraciones inhibe la 6xido nitrico reductasa por lo que
se acumula nitrito (NOz2), de igual manera inhibe la 6xido nitroso reductasa y por lo tanto

aumenta la concentracion de 6xido nitroso (N20) sin llegar al producto final. (Knowles 1982).

Temperaturay pH

La tasa de desnitrificacion se relaciona positivamente con el pH, donde el proceso opera
propiamente en rango de pH de 6 a 9 alcanzando altas eficiencias y rendimientos de nitrogeno
molecular sin formacion de intermediarios. Cuando el pH es menor a 5, se obtiene 6xido nitrico
y de igual manera, la 6xido nitroso reductasa es inhibida progresivamente obteniendo N20

como producto final. (Cuervo-Lépez et al.; 2009 Knowles 1982). En pH de 6 a 7 la
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concentracion de o6xido nitrico es menor y en pH de 7 a 9 se produce nitrdgeno molecular.

(Cuervo-Loépez et al., 2009)

En el caso de la temperatura, el proceso respiratorio biolégico se lleva a cabo en rangos de
temperatura de 5 a 35°C. La temperatura tiene efecto en la velocidad de consumo y crecimiento
de los microorganismos. Los efectos de bajas y altas temperaturas se relacionan
principalmente con los cambios fisioldgicos en la estructura de la membrana celular (Cuervo-
Lopez et al., 2009).

Relacion C/N

Siendo la desnitrificacion una via desasimilatoria, la relacion C/N es un factor importante para
la orientacion del proceso biolégico. Se ha observado que esta variable esta relacionada con
la acumulacion de intermediarios involucrados en la desnitrificacion ademas de que este factor
puede orientar el proceso respiratorio hacia el proceso de amonificacion (Fig. 2, conversion de
amonio a nitrito) (Martinez 2007). El establecimiento del valor de C/N radica en tres zonas: 1)
C/N menor a la estequiométrica, genera un desnitrificacion incompleta 2) C/N estequiométrica,
genera un desnitrificacion completa teniendo N2 como producto final y 3) C/N mayor a la
estequiométrica, genera desnitrificacion y fuente de electrones residual, ademas que se ha
observado que cuando la relaciéon C/N es mucho mayor hay presencia de metanogénesis con

desnitrificacion (Cuervo-Lopez et al., 2009).
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Antecedentes

El método biolégico mas ampliamente utilizado para el tratamiento de aguas residuales es el
de los lodos activados. Estudios recientes han mostrado que es posible la eliminacion de
algunos antibiéticos como la ampicilina mediante este tratamiento, sin embargo, la presencia
de antibiéticos no se resuelve al 100%, ya que alguna fraccién de los compuestos se queda
adsorbida en el lodo. Asimismo, dada la naturaleza del proceso respiratorio, se genera una
gran cantidad de lodos que posteriormente debera ser tratada. Por lo general, a fin de obtener
eficiencias de eliminacién altas, este método se usa de manera combinada con algiin método

mecénico o fisicoquimico (Mitchell et al., 2013), lo cual incrementa su costo.

Watkinson et al. (2007), realizaron un estudio de remocién de varios farmacos, entre ellos
varias clases de penicilinas, utilizando los procesos de lodos activados y osmosis inversa. La
combinacion de ambos procesos resulta en porcentajes de eliminacion muy variables, desde
el 11 hasta el 99%, esto es, aunque se usOG una combinacion de procesos, aun detectan
cantidades importantes de farmacos al final del proceso. Aunado a esto, los autores no

reportan los productos asociados con el proceso biologico.

Zhangy de los Reyes Il (2012), realizaron un estudio en el que observan el efecto de la adicion
de penicilina en un sistema de lodos activados con actividad nitrificante. Los autores
encontraron que la exposicion de los lodos activados a 100 mg/L de penicilina durante un
periodo de 75 dias, inhibia su crecimiento y la via nitrificante en un rango del 8-64%, ademas
gue la presencia del antibiético afectaba a uno de los microorganismos del consorcio nitrito-
oxidante. En este trabajo tampoco se reporta cual fue el destino de la penicilina, es decir, si el

lodo nitrificante la utilizé6 como fuente de carbono y/o energia.

Bing y Tong (2009) realizaron un estudio de biodegradacién y adsorcion con lodos activados
utilizando 11 clases de antibidticos, entre ellos dos B-lactdmicos, fluoroquinolonas,
sulfonamidas, tetraciclinas, macrolidos y otros, en dos tipos de agua: salada y dulce. Los
autores observaron que los B-lactdmicos son mas biodegradables que las otras clases de
antibidticos, sin embargo, no se logran saber cual es el destino de los antibidticos

biodegradados.

Otro método ampliamente usado para la depuracion de las aguas residuales es la digestiéon
anaerobia. En este sentido, Mitchell et al. (2013), realizaron un experimento con antibiéticos
como sulfametazina, ampicilina, florfenicol y tilosina, usados en la medicina veterinaria, a fin
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de evaluar su degradaciéon mediante digestion anaerobia. Los autores reportan que la mayoria
de estos antibiticos no se absorbe en el cuerpo del animal y se desechan por medio de
residuos bioldgicos (estiércol). Asimismo, indican que se logra la biodegradacion de ampicilina,
de 0.35 a 350mg/L, en donde las concentraciones mayores de 100 mg/L de ampicilina

provocan una inhibicién del 5% en la produccion de biogas.

Suarez et al. (2010) realizaron un experimento en el cual, bajo condiciones nitrificantes y
desnitrificantes, logran la biodegradacion de varios antibioticos y productos de cuidado
personal que se llegan a encontrar en aguas residuales. Los autores reportan remociones de
estos compuestos desde el 6 hasta el 99% en un reactor bajo condiciones nitrificantes y del 1
hasta el 85% en un reactor bajo condiciones desnitrificantes. Sin embargo, sélo se limitan a
indicar la desaparicién de los compuestos contaminantes sin mostrar informacion sobre el
destino de éstos, si se formaron o no intermediarios y no indican los productos generados.
Esto es, no se sabe con claridad cuales son los productos formados después del proceso de
eliminacion, si hubo un efecto sobre el metabolismo de los lodos depuradores o si la

eliminacién de antibioticos estuvo asociada a algun proceso respiratorio.

Se han realizado algunos estudios para eliminar concentraciones de ciprofloxacino entre 24 y
40 mg CIP/L (Zhanguang et al., 2013) asi como quinolonas utilizando a la desnitrificacion y
nitrificacion (Dorival-Garcia et al., 2013). En el primer caso, se reporta una eficiencia de
biotransformacion baja (12.1-25.2%) y que concentraciones mayores que estas provocan
inhibicibn de la via desnitrificante. En el caso de las quinolonas, los autores reportan
porcentajes de biodegradacion entre 2 y 60% y porcentajes de adsorcién del compuesto en los
lodos desde un 50 hasta un 80%. En ninguno de estos casos se indican los productos

asociados al proceso respiratorio.

Existen algunos estudios sobre la eliminacién de antibiéticos mediante la desnitrificacion. Por
ejemplo, Costanzo et al. (2005), quienes trabajaron con varios antibiéticos como la ampicilina,
norfloxacino y ofloxacino entre otros, y un lodo proveniente de una planta de tratamiento de
aguas residuales en Australia. Los autores reportan que la adicion de amoxicilina afecta la
velocidad de desnitrificacion y que, de los lodos depuradores expuestos a los antibidticos, entre

un 50 y 75% de ellos resultaron resistentes a la amoxicilina.

Por otro lado, Zhang et al. (2015), estudiaron el efecto toxico de antibidticos sobre los lodos

desnitrificantes. Los autores muestran que la respectiva presencia de 0.534, 0.162, 0.474 y

Biodegradacion de Ampicilina...

13

—
| —



Yeny Ruth Banda Soriano Revision Bibliografica
0.920 g/L de penicilina, cloranfenicol y 2,4-dinitrifenol y polimixina B causa una inhibicion sobre
la actividad desnitrificante, siguiendo el orden de toxicidad de cloranfenicol » y 2,4-dinitrifenol »
penicilina » polimixina B, siendo esta ultima la menos toxica con un grado de inhibicién del
26.3%. La combinacion de penicilina + cloranfenicol; penicilina + 2,4-dinitrofenol; cloranfenicol
+ 2,4-dinitrofenol; y penicilina + cloranfenicol + 2,4-dinitrofenol; muestran efectos aditivos y
antagonistas como parte del proceso inhibitorio. Todos estos trabajos indican que, hasta el
momento, se cuenta con poca informacién sobre la factibilidad de utilizar exitosamente a la
desnitrificacion para la eliminacion de antibiéticos como la ampicilina, asi como el destino final

del compuesto. Seria adecuado tener mas informacién al respecto de este proceso.
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Justificacion

Aproximadamente entre el 20 y 30% de los farmacos y antibiéticos consumidos por seres
humanos y animales, son excretados del cuerpo por medio de orina y heces, razon por la cual
éstos entran en las aguas residuales. Existen varias alternativas para eliminar estos
compuestos, como son los métodos mecanicos, fisicoquimicos y biolégicos. Se han hecho
estudios sobre la eliminacion de antibioticos con tratamientos biolégicos como lodos activados,

digestion anaerobia o bajo condiciones nitrificantes. Sin embargo, poco se sabe sobre el

destino de los antibi6ticos eliminados mediante estas vias.

La desnitrificacion es una alternativa para la eliminacion de contaminantes tanto carbonados
como nitrogenados, que podria ser Gtil para la eliminacidon de antibidticos de las aguas
residuales, pero existen pocos reportes en la literatura al respecto. No se ha mostrado que la
eliminacion de antibidticos sea por medio del proceso respiratorio, tampoco se conoce cual es
el destino de los antibidticos que se degradan por esta via y poco se sabe sobre los efectos de
estos compuestos sobre el proceso respiratorio. Considerando que la ampicilina es un
antibidtico ampliamente utilizado para tratar enfermedades tanto humanas como veterinarias,
podria utilizarse como modelo para evaluar la capacidad de un lodo desnitrificante para su
eliminacién, y generar informacién que permita proponer a la desnitrificacion como posible
tratamiento bioldgico. La utilizacién de variables de respuesta como eficiencias de consumo,
rendimientos de conversion de sustratos y de generacion de productos, asi como velocidades
del proceso, permitirdn identificar los cuellos de botella cinéticos y metabdlicos del proceso
bioloégico, determinar los posibles efectos inhibitorios o téxicos sobre éste y obtener
informacion atil que permita proponer procesos bioldégicos que sean eficientes para la

depuracion de aguas residuales.

Hipotesis
El uso de un lodo desnitrificante previamente estabilizado en estado estacionario, permitira

que bajo condiciones desnitrificantes controladas, sea posible utilizar diferentes

concentraciones de ampicilina como fuente de carbono y energia para lograr su mineralizacion.
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Objetivos

Objetivos Generales
1. Evaluar y estudiar en cultivos en lotes, la capacidad de un lodo desnitrificante para
eliminar y mineralizar diferentes concentraciones de ampicilina, utilizando un lodo sin

previa exposicion a este compuesto.

Objetivos Particulares
1. Estabilizar un lodo desnitrificante en régimen estacionario en un reactor tipo UASB,
alimentado con un medio de cultivo definido, utilizando nitrato como fuente de

nitrégeno y acetato como fuente de electrones.

2. Evaluar en cultivos en lote, el comportamiento cinético y metabdlico de la

desnitrificacion en presencia de nitrato y acetato como fuente de electrones.

3. Evaluar en cultivos en lote, el comportamiento cinético y metabdlico de la

desnitrificacion en presencia de nitrato y ampicilina como fuente de electrones,
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Metodologia

Reactor desnitrificante UASB

Se mont6 un reactor anaerobio de cama de lodos con flujo ascendente (Por sus siglas en
inglés, UASB: upflow anaerobic sludge blanket) de 0.8 L de capacidad, alimentado en continuo
y se mantuvo a una temperatura constante de 30°C, con tiempo de residencia hidraulico (TRH)
de 2 dias. Este se inocul6 con un lodo anaerobio proveniente de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales de la Universidad Autonoma Metropolitana-lztapalapa con 240mL los cuales
contenian 0.083+0.008 g SSVI/L. El reactor UASB fue alimentado con una velocidad de carga
de acetato de 233 g C-Acetato de sodio/Ld y de 189 g N-Nitrato de sodio/Ld obteniendo una
C/N experimental de 1.2, durante los primeros 20 dias, las eficiencias de consumo de N-Nitrato
y de C-Acetato en la primera fase fueron del 90.65+£9.63% y 98.95+2.05% respectivamente y
los valores de rendimiento de Yncosy Yc-sm 0.82+0.1, 0.07£0.041, mientras que en la segunda
fase se cambi6 la C/N a 2.07, manteniendo la velocidad de carga de acetato de 250 g C-
Acetato de sodio/Ld, mientras que la velocidad de carga nitrito fue de 120.77 g N-Nitrato.
Después de 35 dias de operacion las eficiencias de consumo de C-Acetato y N-Nitrato del
79.184£19.0% y 91.19+20.39% respectivamente, y los valores de rendimiento de Ynz2, Yncosy
Yc-em que fueron 0.87+0.21, 0.52+0.17, 0.26+0.17 .Los lodos obtenidos bajo estas condiciones

fueron utilizados como indculo para los ensayos en lote

Medio de cultivo
La composicion del medio del cultivo para el reactor UASB fue la siguiente: 1000 mg/L de
KH2PO4 50 mg/L de Na2MoO4H20, 300 mg/L de CaClz-2H20, 200 mg/L de MgSOa4-7H20, 100
mg/L de FeCLz -6H20 y 20 mg/L de CuSOa4-5H:0. Las fuentes de nitrdgeno y carbono fueron
proporcionadas por acetato y nitrato, con una relacion C/N estequiometria de 1.2. (Cuervo-
Lopez et al., 2009)

Ensayos en lote

Medio de cultivo. La composicion del medio mineral para los ensayos en lote fue la siguiente:
270 mg/L de KH2POg4, 720 mg/L de K2HPO4, 30 mg/L de MgSO4 7H20.Se adicionaron los
siguientes elementos trazas 70 mg/L de FeCL3 - 6H20 y 7.5 mg/L de CuSO4-5H20, 1 mg/L de
Na2MoO4H20, 7 mg/L de CaCl22H20 y 5 mg/L de MnClz.. Las fuentes de nitrdgeno y carbono

fueron proporcionadas por acetato, nitrato o ampicilina, dependiendo del ensayo.
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Ensayos de referencia. Se llevaron a cabo en botellas serologicas de 160 mL con un volumen
de trabajo de 128 mL de medio mineral, inoculadas con 1g SSV/L proveniente del reactor
UASB ya estabilizado. Se adicion6 medio mineral, nitrato y diferentes concentraciones de
acetato (20, 40, 60, 80, 100, mg C/L) a dos relaciones C/N: 0.86 y 1.1 Posteriormente estas
fueron selladas con tapas de goma y con contratapas de aluminio Se establecieron condiciones
anoxicas en las botellas mediante el reemplazo de oxigeno en el espacio de cabeza con una
corriente de helio. Luego estas fueron agitadas e incubadas a 30°C por aproximadamente 6
horas. A fin de establecer los perfiles desnitrifcantes, bajo estas condiciones, se tomaron
muestras a diferentes tiempos, donde cada botella representd una unidad experimental
independiente y fueron desechadas después de su analisis. Se calcularon las variables de
respuesta del proceso desnitrificante y los resultados cinéticos vy fisiol6gicos obtenidos bajo

estas condiciones se usaron como referencia.

Ensayos con ampicilina. Bajo las condiciones descritas anteriormente, se evalud la
capacidad del lodo desnitrificante para consumir y oxidar diferentes concentraciones de
ampicilina (AMP), entre 20, 40, 60, 80, 100, (mg C/L) y diferentes relaciones C/N de 0.86 y
0.68. Bajo estas condiciones también se realizaron cinéticas a fin de determinar las variables

de respuesta del proceso desnitrificante.

Ensayos de recuperacion. Después de la exposicion de los lodos ante AMP, se evalud la
capacidad del lodo desnitrificante para consumir y oxidar diferentes concentraciones de C-
Acetato entre 20, 40, 60, 80, 100, (mg C/L) y diferentes relaciones C/N de 0.86 y 1.1. Bajo
estas condiciones también se realizaron cinéticas a fin de determinar las variables de

respuesta del proceso desnitrificante.

Ensayos abioticos. Se realizaron ensayos con el medio mineral previamente descrito, nitrato
y ampicilina en ausencia de lodo desnitrificante. Asimismo, se realizaron ensayos con medio
mineral, ampicilina y nitrato con biomasa estéril, para evaluar la posible pérdida de AMP por

reaccion quimica y adsorcion por el lodo respectivamente.

Evaluacion de los cultivos.

Todos los ensayos se realizaron por duplicado. EI comportamiento fisiologico y cinético se

evalué mediante el calculo de la eficiencia de consumo de sustratos: nitrato (Enos), acetato (Ec-

ace) Y ampicilina (€awvp), y este se realizo de la siguiente manera:
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mg C — Ace —(mg — C — Ace o;
e poe = (( g entrada) ( g sallda)) + 100 (1.1)
mg C — Ace entrada
N—-N - N-—-N i
Eno. = <(mg 03 entrada) (mg 03 sallda)) + 100 (1.2)
: mg N — NOS entrada

(m.g C— AMPentrada) - (mg —-C- AMPsalida)
mg C— AMPentrada

Eamp = ( ) * 100 (1.3)

Donde:
mg (C-Ace, N-NO3, C-AMP) entrada: mg/L de C-Ace, N-NO3 o C-AMP en el influente
mg (C-Ace, N-NOgz, C-AMP) saida: mg/L de C-Ace, N-NOs o C-AMP en el efluente

100: factor de conversion para porcentaje

Los rendimientos de produccion de nitrdgeno molecular y bicarbonato de sodio, asi como las
velocidades de consumo de sustratos: nitrato, acetato y ampicilina, y de formacion de

productos: nitrdgeno molecular y bicarbonato y se realizaron de la siguiente manera:

mg N, producidos

YN, = (2.1)

mg N — N03 consumidos

mg HCO5 producidos

mg C— AMPconsumidos
Donde:
mg (N-NOs, C-AMP) consumidos: Mg/L de N-NOs 0 C-AMP sobrantes en el efluente

mg (N2, HCO3) producidos: Mg/L de N2 0 HCOs producidos en el efluente

El célculo de las velocidades especificas de consumo de C-Acetato (gac), N-Nitrato, (qnos) y
AMP (gawvp) y de formacion de C-Bicarbonato (gncos) y nitrégeno molecular (gn2), se realizd
mediante la obtencion de la pendiente durante la fase lineal del perfil de consumo o produccion,
con una biomasa constante, esta fue calculada por medio de la ecuacion 3.1y 3.2. Los valores
de la pendiente durante la fase lineal representaron Qs. (Pefia-Calva et al., 2004). En todos

los casos el coeficiente de determinacion (r?) fue mayor que 0.85.
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ds 1 3.1
= — % — .

S
s =% (3.2)
S: concentracion de sustrato (mg/L)
t: Tiempo en horas
Qs: la velocidad volumétrica (mg/L t)
gs: La velocidad especifica (mg/mg SSV t)

X: Biomasa constante (mg SSV/L)
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Métodos analiticos

Para cada método analitico, se realizaron al menos tres curvas de calibracion. Los coeficientes
de determinacion mayores a 0.97 y los coeficientes de variacion menores que 6% indicaron la
linealidad y reproducibilidad de los datos obtenidos (Tabla 2).

Tabla 2. Coeficientes de correlacion, pendientes y ordenadas al origen de las curvas de calibracion realizadas

Compuesto medido Pendiente Ordenada al origen Coeficiente de determinacion r?
Nitrato 2581.8 £ 84.8 9391.8+1.6 0.98+0.02
Nitrito 2271.2+52.2 5719.8 + 2046.6 0.97+0.03
Acetato 98.4+4.8 223.1+61.0 0.97+0.01
Gases CO; 420.1 £ 66.5 1791.9+4.0 0.98+0.01
Gases N> 422.1 + 68.8 4260.5 + 56.3 0.98+0.01
Gases N.O 104.1+0.0 30.9+0.0 0.99+0.00
TC 160.6 = 30.4 104.2+4.0 0.99+0.01
IC 103.7 £ 20.2 269.5+4.0 0.99+0.01
Ampicilina 7009.4 + 200.9 0x0 0.98+0.01
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Cuantificacion de nitrato NO3" y nitrito NO2

La concentracion de nitrato y nitrito se cuantific6 mediante una electroforesis capilar,
empleando un analizador de iones (CIA 4000, Waters). El aparato consta de un capilar de silice
fundida de 60 cm de longitud y 70u de diametro interno, al cual se le aplica una corriente de
35 mA y un voltaje de 20KV. Como sistema de deteccion se utiliza una ldmpara de luz
ultravioleta con una longitud de onda fija de 214 nm. Se usa una solucién de Na2SO4 0.01M
adicionada de 5mL de OFM Anion-BT (waters) como electrolito para generar el campo
magnético. Para realizar el analisis de las muestras, se depositan 0.5 ml de muestra
previamente filtrada por una membrana de nylon de 13 mm de diametro y tamafio de poro de
0.45 um. Un ejemplo de curva de calibracién para la cuantificacion de nitrato y nitrito, asi como

la ecuacion obtenida se muestra en la Figura 3.

700000 y =2581.8x +9391.8

2 _
600000 R%4=0.9801
500000 y=2271.2x-5719.8
R?=0.9705
400000
[5°]
g 300000 —&—N-NO2
N-NO3
200000
100000
0
0 50 100 150 200 250

-100000
Concentracion

Figura 3. Ejemplo de curva de calibracién para la cuantificacién de nitrato y nitrito por electroforesis capilar
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Cuantificacion de carbono total (CT), organico (CO) e inorgéanico (CI)

La cuantificacibn de carbono organico e inorganico se realiz6 mediante un analizador de
carbono organico total modelo TOC- 5000 (Shimadzu). El equipo analiza por separado el
carbono total y el inorganico. El sistema cuenta con un inyector que toma la muestra y la envia
por medio de una corriente de aire de alta pureza, a un tubo de combustién que tiene una
temperatura de 680° C. En el tubo de combustion el carbono es oxidado a CO2 y transportado
a un vaso de reaccion de carbono inorganico. Posteriormente es secado y enfriado por medio
de un deshumificador, para finalmente ser pasado a una celda donde es detectado mediante
un analizador de infrarrojo. EI CO2 cuantificado genera como sefial un pico, cuya area es
calculada por un procesador de datos. El &rea obtenida es proporcional a la concentracion de
carbono en la muestra y es calculada con base a una curva de calibracién previamente
elaborada. Un ejemplo de curva de calibraciéon para la cuantificacion de carbono total e

inorganico, asi como la ecuacion obtenida se muestra en la Figura 4.

18000 y = 160.69x + 104.24
R? =0.9997
16000
14000
12000 y =103.76x + 269.59
10000 R?=0.9944
o
<< 8000 IC
6000 —o—TC
4000
2000
0
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion

Figura 4. Ejemplo de curva de calibracién para la cuantificacion de TC e IC
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Cuantificacion de acetato

El acetato se cuantific6 mediante un cromatografo de gases Varian Star 3400, con detector de
ionizacion de flama (FID). Se utilizé6 una columna de acero inoxidable de 1.2m de longitud y
1/8” de diametro interno, empacada con Porapag Q malla 80-100. El gas acarreador fue
nitrégeno con un flujo de 30 mL/min. Para la medicion de acetato, se utiliz6 1 ml de muestra
previamente filtrada con una membrana de nylon de 0.45 um de tamafio de poro, a la cual se
le adicion6 0.1 ml de HCI 3N con el fin de acidificarla y tener el &cido acético sin disociar. Se
inyecto6 al cromatografo una muestra de 3uL con una jeringa de 10 pL. Un ejemplo de curva de

calibracion para la cuantificacion de acetato, asi como la ecuacion obtenida se muestra en la

Figura 5.
25000
y = 90.488x + 223.16
20000 ° R? = 0.9787
15000
o * o
<L
10000 ° ® ACETATO
5000
0
0 50 100 150 200 250

Concentracion

Figura 5. Ejemplo de curva de calibracién para la cuantificacién de Acetato por cromatografia de gases
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Cuantificacion de gases

El nitrégeno molecular, el metano, biéxido de carbono y 6xido nitroso presentes en el gas
generado se analizaron en una sola corrida mediante un cromatografo de gases Varian Star
3300. Se utilizé un detector de conductividad térmica equipado con una columna empacada
con Porapaq Q malla 80-100. El gas acarreador fue helio con un flujo de16 mL/min. Se preparé
una curva estandar con una mezcla de nitrégeno molecular (40%), bioxido de carbono (30%),
y oxido nitroso (30%) El volumen de inyeccién fue de 0.05 mL y el volumen del gas generado
se ajusto a condiciones estandar de temperatura y presion. Un ejemplo de curva de calibracion
para la cuantificacién de gases, asi como la ecuacion obtenida se muestra en la Figura 6.

70000 y =422.19x + 4260.5

R*=0.9802
60000

50000
y =420.15x - 1791.9

(%]
g 40000 R = 0.9895
S C02
© 30000
2 N2
e
8 20000 N20
10000 y= 104.18x - 30.928
R? = 0.9946
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160
-10000 .
Area

Figura 6. Ejemplo de curva de calibracién para la cuantificacion de Diéxido de carbono, nitrégeno molecular y
Oxido nitroso por cromatografia de gases
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Cuantificacion de Ampicilina

El analisis de ampicilina se llevd a cabo por medio de un HPLC Perkin Elmer Series 200
equipado con un detector UV a una longitud de onda de 230nm y con un flujo isocratico de
1mL/min. Se utilizé una columna X-Terra C-18 y una fase mévil compuesta de 809 mL de agua,
100 mL de acetonitrilo, 80 mL de metanol, 10 mL de buffer de fosfatos y 1 mL de acido acético
1M. Se inyectd un volumen de 20 mL. Un ejemplo de curva de calibracion para la cuantificacion

de ampicilina, asi como la ecuacion obtenida se muestra en la Figura 7.
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700000 R* =0.9586
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Figura 7. Ejemplo de curva de calibracién para la cuantificacién de Ampicilina por HPLC
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Cuantificacion de so6lidos suspendidos.

Se realiz6 de acuerdo a los métodos APHA 1989. Se utilizan 10 mL de lodos. Los soélidos
suspendidos totales (SST), se cuantificaron por medio del secado de la muestra durante 1h a
110°C. Para obtener los sélidos suspendidos fijos (SSF), los solidos resultantes del secado,

se calcinan durante 1h a 550°C. Los cuales se obtienen acuerdo a las siguientes formulas.

9) - (A= B)«1000

SST (— =

L Vol.muestra

Donde:
A= peso de la muestraen g
B=peso del crisol en g

op - A=B) 21000
" Vol.muestra ®)

Donde

A= peso calcinado de la muestra en g

B=peso del crisol en g

Los solidos suspendidos volatiles (SSV) se obtuvieron por la diferencia de los sélidos

suspendidos totales (SST) y los soélidos suspendidos fijos (SSF), como se muestra en la
siguiente formula.

SSV = SST — SSF (6)

Balance de Nitrégeno y Carbono
Este se realiz6 en estado estacionario, se consideraron las especies carbonadas y

nitrogenadas de alimentacion, generacion y efluentes, calculandose de la siguiente manera:
| dC/dt| reactor = DN = NO3 5 — (N = NO35+N — BM5)) — QN, = 0 (7)
| dC/dt| geactor = D(Cs = (Cs+C — HCO35 + € — BMs)) = QCO, = 0 (8)

Donde:

D es la tasa de disolucion

E corresponde al valor de entrada
S corresponde al valor de salida

Q es la produccién volumétrica de gas expresada mg (C, N) /Ld
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Resultados

Reactor UASB desnitrificante

El reactor UASB se mantuvo operando bajo las condiciones descritas en la Fase 1 de la
seccion de Metodologia durante 20 dias. Bajo estas condiciones de operacion, se encontro
gue las velocidades de descarga de nitrato y acetato fueron muy cercanas a cero (Figura 8 y
9, fase 1), por lo que el consumo de ambos compuestos a lo largo del tiempo fue alto. De
hecho, después de 20 dias, el lodo logré obtener una eficiencia de consumo de N-Nitrato (Enos)
y de C-Acetato (Eac) del 90.65+9.63 y 98.95+2.05% respectivamente. Los sustratos
consumidos fueron transformados mayoritariamente a nitrégeno molecular y bicarbonato, con
una formacion de biomasa minima, como lo muestran los valores de rendimiento de Yhcos,
Yn2, ¥ Yc-em (Tabla 3). Estos resultados se pueden comparar con los obtenidos por Martinez
Hernandez en el 2007, quien realizo la estabilizacion de un lodo desnitrificante en un reactor

UASB alimentado con C-Acetato y N-Nitrato.

45 Fase 1C/N=1.2 Fase 2 C/N=2.07
400
350
300
3 250 - - Salida de Acetato
@) 9-0-0-0-00-00000000 2279002
téﬂ 200 —@— Entrada de Acetato
150 Produccién HCO3
100 =¥ Produccion C-BM
50
0
0 5 10 15 Tiemng)o (d) 25 30 35 40

Figura 8. Perfil de compuestos carbonados en un reactor tipo UASB

Con el fin de obtener una produccién de biomasa mayor, se agregaron en la fase 2 de
operacion, 350 ml de SSV y se aumenté la relacion C/N a 2.07. Durante esta fase y después
de 35 dias de operacion, el lodo logré obtener una eficiencia de consumo de C-Acetato y N-
Nitrato del 79.18+19.0 y 91.19+20.39% respectivamente. La presencia de carbono residual en

el efluente es debida a que la C/N de 2.07 es mayor a la estequiométrica.
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Figura 9. Perfil de compuestos nitrogenados en un reactor tipo UASB

Bajo estas condiciones, el proceso se orientd a la produccién de biomasa, por lo que los
sustratos consumidos fueron transformados a bicarbonato, nitrgeno molecular y biomasa,
como lo muestran los valores de rendimiento de Ynz, Yrucosy Ycswm en las Tablas 3y 4. De
hecho, al inicio del experimento se tenian 0.083+0.088 g SSV/L y después de seis semanas
de operacion, se cuantificé una produccion de biomasa (BM) desnitrificante estabilizada de
9.67+6.71 g SSVIL, correspondiente a una velocidad de produccién de 0.22 g SSV/LD, por lo

gue durante todo el experimento se obtuvo un incremento en la biomasa de 44-49%.

Tabla 3. Velocidad de carga, descarga, eficiencias y rendimientos de compuestos carbonados en el reactor UASB
Fasel Entrada(mg/Ld) Salida (mg/Ld) E (%) Y HCO3 Y C-BM
Carbono 232.87+0.86 21.77+22.47 90.65+9.63 0.82+0.11 0.07%0.06
Fase 2 Entrada (mg/Ld) Salida (mg/Ld) E (%) Y HCO3 Y C-BM
Carbono 359.38+36.02 72.38+55.19 79.18419.0 0.52+0.17 0.26%0.17
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Tabla 4. Velocidad de carga y descarga, eficiencias (E) y rendimientos (Y) de compuestos nitrogenados en el
reactor UASB

Fase1l Entrada (mg/Ld) Salida (mg/Ld) E (%) Y N2 Y N-BM
Nitrogeno 187.80+1.71 1.95+3.83 98.95+2.05 - 8.25E-5+6.65E-5

Fase 2  Entrada (mg/Ld) Salida (mg/Ld) E (%) Y N2 Y N-BM
Nitrégeno 181.78+17.72 13.17+£2.45 91.19+20.39 0.87+0.21 0.001+0.0006

En la Figura 10 se puede visualizar el crecimiento de la biomasa a lo largo de la operacion del
reactor. Todos estos resultados, indican que las condiciones experimentales utilizadas en
ambas fases permitieron que el lodo inoculado en el reactor consiguiera llegar a una
respiracion desnitrificante en estado estacionario y que fuera posible incrementar la produccién

de biomasa desnitrificante.

12

10

—8— 5SSV

g de Biomasa/L

0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (Semanas)

Figura 10. Perfil de crecimiento de Biomasa desnitrificante durante 6 semanas en un reactor tipo UASB

El balance de materiales que se muestra en la Tabla 5 permitié6 constatar que el nitrato y
acetato alimentados al reactor UASB fueron transformados a nitrdgeno molecular, bicarbonato
y biomasa. Asimismo, indica que el porcentaje de recuperacion de los sustratos alimentados

fue mayor que 85.20%.
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Tabla 5. Balance de materia de C y N en ambas fases del periodo de experimentacion

Carbono C-E (mg/L) C-s (mg/L) C-HCO3 (mg/L) C-BM (mg/L) Total
Fase 1 232.87 21.77 158.07 28.07 89.28%
Fase 2 359.38 72.38 140.15 108.83 89.42%

Nitrégeno N-NO3 E(mg/L) N-NO3 S (mg/L) ON2 (mg/L) N-BM (mg/L) Total

Fase 1 180.87 195 e 001 -

Fase 2 181.78 13.17 141.55 0.17 85.20%

Ensayos en lote: controles abidticos

Para verificar que no hubiese pérdidas de sustratos por reaccidon quimica, se realizaron
ensayos control abioticos en ausencia de lodo desnitrificante, suplementados con medio
mineral, C-Acetato y N- Nitrato, asi como ensayos control con medio mineral, C-Acetato y N-
Nitrato e inoculados con 1 g SSV /L previamente esterilizados en autoclave (60 min a 122 °C),
para cuantificar la posible pérdida de estos compuestos por sorcion en los lodos
desnitrificantes. Para el caso de los ensayos adicionados con ampicilina, se realizaron ensayos
abidticos con C-AMP y N- Nitrato durante 24 horas en ausencia y presencia de luz y con
biomasa desnitrificante estéril en oscuridad para verificar que no hubiese pérdidas de AMP por
reaccion quimica, por fotélisis o por sorcidén en los lodos desnitrificantes. Para determinar la
pérdida por reaccion quimica, se coloc6 el medio mineral con AMP y N, sin BM y se mantuvo
en oscuridad. Ensayos preparados de la misma forma, pero expuestos a la luz se usaron para

determinar la pérdida de AMP por fotdlisis.

En el caso de los ensayos abidticos con medio mineral mas las fuentes de Cy N, y con biomasa
estéril, se puede observar que durante 7 horas las pérdidas de los compuestos debidas a

reaccion quimica y por sorciéon, son del 5%, por lo que, no son significativas (Figura 11).
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Figura 11. Ensayos abidticos con C-Acetato y N-Nitrato en ausencia de biomasa A) y con biomasa estéril B).

Los ensayos abidticos en presencia de AMP y con biomasa estéril, indican que hubo una
pérdida de AMP y NOs asociadas a reacciones foto liticas del 12 y 5% respectivamente (Figura
12). Asimismo, de acuerdo con la Figura 15, las pérdidas de estos compuestos debidas a la
sorcion, son del 5 y 8% de AMP y NOs respectivamente. Los resultados obtenidos en el
presente trabajo, son comparables con los reportados por Pefia Calva et al. (2004), donde las
pérdidas por volatilizacion o reaccion quimica en ensayos desnitrificantes en presencia de
Benceno, Tolueno y Xileno, son cercanos al 2%, pero difieren de los encontrados por Bing y
Tong (2010), quienes reportan que en un estudio de biodegradacién de ampicilina con lodos
activados en aguas saladas y aguas dulces, un 34% de la ampicilina permanecia adsorbida en
el lodo. Todos estos resultados indican que, manteniendo las muestras en oscuridad, las
pérdidas de AMP, NOs y acetato por reaccion quimica, fotdlisis y/o sorcién, seran minimas y
gue, en los subsecuentes ensayos bidticos, es decir, en presencia de biomasa desnitrificante
activa, la desaparicidon de los sustratos sera debida principalmente a la actividad biologica de

los lodos desnitrificantes.
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Figura 12. Ensayos abiéticos con C-AMP y N-Nitrato en ausencia de biomasa A) y con biomasa estéril B).

Ensayos desnitrificantes de referencia

Una vez obtenidos los lodos desnitrificantes estabilizados, se procedié a realizar los estudios
cinéticos desnitrificantes de referencia con C-Acetato y N-Nitrato. Se realizaron bajo dos
diferentes relaciones C/N y diferentes concentraciones de Carbono: 20, 40, 60, 80 y 100 mg
C/L. Se evaluaron dos relaciones C/N, una igual a 0.86, la cual tenia un exceso del 25% de N-

Nitrato y a 1.1, que es la C/N estequiométrica.

En la Figura 13 se muestra a manera de ejemplo el perfil desnitrificante de consumo y
produccion obtenido al ensayar con 80 mg C-Acetato/L y ambas relaciones C/N. Como se
puede observar, en ambos casos el consumo de acetato y nitrato fue simultaneo y completo.
Asimismo, el acetato fue completamente oxidado a bicarbonato mientras que el nitrato fue
reducido a N2, de forma que la desnitrificacion se realiz6 de manera completa en las 2 primeras
horas de experimentacion. Un comportamiento similar se obtuvo con las diferentes

concentraciones de acetato ensayadas.
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Figura 13. Ejemplos de perfil cinético de ensayos con 80 mg C-Acetato/L y N-Nitrato a dos una C/N: A) 1.1y B)
0.86
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Las eficiencias de consumo de acetato (Ea) y de nitrato (Enos) encontradas con ambas
relaciones C/N y las diferentes concentraciones ensayadas alcanzaron el 100%, como se
muestra en la Tabla 6. Asimismo, los rendimientos de productos Yhcos y Ynz fueron igual o
mayores a 0.9. La presencia de los productos asociados al proceso biologico indica que el

proceso desnitrificante se efectué de manera completa y eficiente en todos los casos.

De acuerdo a lo esperado, en los ensayos con la relacion C/N estequiométrica de 1.1, no se
presentd carbono o nitrégeno residual y coinciden con los reportados por Martinez-Gutiérrez
(2013), quien realiz6 un ensayo con C-Acetato y N-Nitrato con una relacion C/N 1.1, obteniendo
eficiencias del 100% y rendimientos de C-HCOs de 0.7. En el caso de la relacion C/N de 0.86,
se esperaba que hubiese nitrdgeno residual, ya que tiene un 25% de exceso de N-Nitrato, pero
este se consumioé completamente. Este consumo podria estar sustentado por las substancias
exopoliméricas presentes en los lodos desnitrificantes, las cuales, ademéas de mantener la
estructura y estabilidad de lodos floculares o granulares, podrian actuar como fuente de
electrones, como ha sido sugerido por Cuervo-Lopez (2003), entre autores.

Tabla 6. Eficiencias de consumo y rendimientos de formacion de productos obtenidos con las diferentes

concentraciones de C-Acetato con una C/N=0.86y 1.1
C/N25%20.86

Concentracion E C-Acetato E N-NOsz; Y HCOs Y N2
(mg/L) (%) (%)
20 100+0 100+0 1.03+0.03 1.09+0.03
40 100+0 100+0 0.89+0.03 1.02+0.09
60 100+0 100+0 0.95+0.02 1.10+0.02
80 100+0 100+0 0.92+0.06 1.07+0.01
100 100+0 100+0 0.97+0.06 1.01+0.01
C/NE =1.1
Concentracién E C-Acetato E N-NOsz Y HCOs3 Y N2
(ma/L) (%) (%)
20 100+0 100+0 1.03+0.04 1.20+0.23
40 100+0 100+0 0.82+0.04 1.07+0.26
60 100+0 100+0 0.70+0.02 1.21+0.21
80 100+0 100+0 0.89+0.00 1.19+0.21
100 100+0 100+0 0.86+0.00 0.81+0.22

Valores de rendimiento de C-BM y N-BM son menores de 0.06 y 0.01 respectivamente.

El balance de materiales confirma que en todos los casos la desnitrificacion se llevo a cabo de

manera completa y sin pérdidas significativas de sustratos o productos (Tabla 7), por lo que,
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tanto las condiciones como los sistemas experimentales utilizados, resultaron adecuados para

llevar a cabo el proceso bioldgico.

Tabla 7. Balance de materia de C y N a diferentes concentraciones y diferentes C/N=0.86y 1.1

C/N25%20.86

Concentracién Ce Cs C-HCOs s C-BM Total Rec.
(mglL) (mgll)  (mglL) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)
20 22+0 0+0 22.74+0.80 0.25+0.00 22.99+0.81 104.53+3.69
40 44+0 0+0 39.21+1.66 0.32+0.00 39.53+1.65 89.84+3.78
60 6610 0+0 63.35+1.71 0.33+0.02 63.68+1.68 96.49+2.55
80 88+0 0+0 81.89+6.50 0.28+0.01 82.17+6.49 93.37+7.37
100 110+0 0+0 107.49+7.37 0.26+0.01 107.75+7.36 97.95+6.69
Concentracion N e N s N2 s N-BM Total Rec.
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)
23 24+0 0+0 25.27+0.74 0.04+0.00 25.31+0.74 110.39+3.22
46.5 46.5+0 0+0 47.21+3.66 0.05+0.00 47.26+3.66 101.65+7.87
69 69+0 0+0 76.53+1.41 0.06+0.00 76.59+1.40 111.00+2.04
93 93+0 0+1 99.73+1.29 0.04+0.00 99.77+1.30 107.28+1.39
116 11640 0+0 119.12+2.26 0.04+0.00 119.16+2.26 102.72+1.95
C/Ne=1.1
Concentracién Ce Cs C-HCOs3 s C-BM Total Rec.
(mg/L) (mg/L)  (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)
20 22+0 0+0 22.68+0.91 0.26+0.00 22.94+0.91 104.30+4.13
40 44+0 0+0 36.31+2.12 0.25+0.01 36.56+2.11 83.10+4.80
60 66+0 0+0 46.27+1.38 0.24+0.02 46.51+1.37 70.48+2.08
80 88+0 0+0 78.39+0.41 0.27+0.00 78.66+0.40 89.39+0.46
100 110+0 0+0 95.27+0.88 0.27+0.01 95.54+0.89 86.86+0.81
Concentracién N e N s N2 s N-BM Total Rec.
(mg/L) (mg/L)  (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)
18.1 22+0 0+0 24.42+0.87 0.04+0.00 24.46+0.87 111.21+3.96
36.3 42+0 0+0 43.98+2.78 0.04+0.00 44.02+2.78 104.82+6.62
54,5 60+0 0+0 67.60+0.56 0.04+0.00 67.64+0.56 112.74+0.94
72.7 85+0 0+0 90.10+3.45 0.05+0.00 90.15+3.45 106.06+4.06
90.9 120+0 0+0 105.92+4.03 0.04+0.00 105.96+4.03 88.30+3.36

En la Tabla 8 se muestran los valores de las velocidades especificas de consumo y produccion

de Acetato (gac), N-Nitrato, (gnos) y de formacion de C-Bicarbonato (gncos) y nitrégeno

molecular (gnz) obtenidas en los ensayos con la relacion C/N de 0.86. Se encontré que, en

todos los casos, a mayor concentracién de sustrato, mayor fue la velocidad, por lo que se

puede decir que sigue el modelo cinético de Monod y que, bajo las condiciones experimentales,

se encontraron en la region de una cinética de primer orden. Un comportamiento similar se
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obtuvo en los ensayos realizados con la C/N de 1.1. Pefia Calva et al. (2004) también reporta
un comportamiento cinético de primer orden en ensayos desnitrificantes en lote alimentados

con C-Acetato y N-Nitrato.

Las velocidades especificas de consumo y produccion obtenidas en los ensayos de referencia
se utilizaran para comparar con las velocidades especificas obtenidas al usar ampicilina como

fuente de carbono y energia.

Tabla 8. Velocidades especificas para consumo de N-Nitrato y C-Acetato y produccion de C-Bicarbonato y
nitrégeno molecular, con una C/N=0.86y 1.1
C/N2s0, =0.86

Concentracion gac (HCco3 qno3 Onz
(mg/L) mg/ g SSV h mg/ g SSV h mg/ g SSV h mg/ g SSV h
20 9.85+0.96 8.08+2.27 8.34+0.49 8.11+1.22
40 16.66+1.24 10.85+0.42 21.13+0.02 12.42+0.62
60 20.31+1.25 23.80+2.42 21.44+3.06 25.65+3.71
80 33.08+2.18 24.56+2.80 31.25+0.28 37.81+0.88
100 40.81+3.87 48.12+1.22 37.05+0.29 54.06+1.29
C/NE =1.1
Concentracion gac (HCco3 qno3 Onz
(mg/L) mg/ g SSV h mg/ g SSV h mg/ g SSV h mg/ g SSV h
20 15.04+7.76 3.83+0.33 11.01+0.08 5.93+1.44
40 17.75+0.81 10.36+0.97 20.50+1.92 10.93+3.20
60 27.46+0.05 16.93+2.10 24.07+1.48 21.29+0.88
80 32.67+1.36 21.09+3.06 34.72+3.04 36.60+1.61
100 32.45+3.64 29.13+3.99 33.31+0.29 43.24+6.32

Ensayos desnitrificantes con Ampicilina

Los ensayos cinéticos con C-Ampicilina y N-Nitrato se realizaron bajo dos diferentes relaciones
CIN, a 0.68, la cual tenia un exceso del 25% de N-Nitrato y a 0.86, que es la C/N
estequiométrica. También se utilizaron diferentes concentraciones de Carbono: 20, 40, 60,80,

100 mg C/L y se mantuvo el inéculo de 1g SSV/L. Los ensayos se realizaron durante 48 horas.

En la Figura 14 se muestran como ejemplo, los perfiles de consumo y produccién obtenidos
cuando se utilizd una concentraciéon de 100 mg C-AMP/L y las dos relaciones C/N. Se puede
observar que el lodo desnitrificante si tuvo la capacidad para consumir a la ampicilina, sin
embargo, a diferencia de los ensayos desnitrificantes donde se utilizé acetato como fuente de
electrones, fue requerido mas tiempo para lograr el consumo total de nitrato y AMP, puesto
gue se incrementd hasta en cinco veces su valor. Asimismo, es importante hacer notar que

lodo desnitrificante fue capaz de utilizar a la ampicilina como donador de electrones para
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reducir al nitrato presente en el ensayo, puesto que se observo el consumo simultaneo de
ambos compuestos y su respectiva conversion a N2 y bicarbonato. Sin embargo, se requirid
de mayor tiempo para lograrlo que cuando se utilizé acetato como donador de electrones. Otra
diferencia importante con respecto a los ensayos con acetato como fuente de electrones, es
gue, cuando se utiliz6 AMP, hubo la formacion de intermediarios tanto carbonados (dos, no
identificados), como nitrogenados (N20). Un comportamiento similar se presentd con las otras
concentraciones de ampicilina ensayadas y con las dos relaciones C/N evaluadas.
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Figura 14. Ejemplos de perfil cinético desnitrificante de los ensayos con 100 mg C-AMP/L a dos relaciones C/N:
A) 0.86 y B) 0.68

A pesar de que se requiri6 de méas tiempo para el consumo de ampicilina, las eficiencias de
consumo (E C-AMP) encontradas con las diferentes concentraciones y ambas relaciones C/N
fueron muy cercanas al 100%, lo que indica que, bajo las condiciones ensayadas, es posible
eliminar completamente hasta 100 mg/L de carbono de AMP (Tabla 9). Asimismo, los
rendimientos de Yncosy Ycozindican que la AMP fue mayoritariamente mineralizada y que solo
entre 10 y 30% del antibidtico se convirtié en intermediarios (Y1). Esto evidencia que el lodo
desnitrificante fue capaz de utilizar a la ampicilina como Unica fuente de electrones y de
mineralizarla mediante la desnitrificacién. Dado que bajo las condiciones experimentales y el
tiempo de cultivo evaluados, los intermediarios permanecieron sin ser consumidos, se puede

decir que resultaron ser recalcitrantes.
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Tabla 9. Eficiencias y rendimientos de C-AMP y N-NO3 con una C/N=0.86

CINE=0.86

Confrigt/f;c'on E CE;//:)MP E 'E';/S% YHCOs  YCO: Y N2 Y N2O

20 10040 100+0 0.47+0.00 0.47+0.01 0.80+0.08 0.22+0.08

40 100:0  100+0 0.60+0.04 0.37+0.02 0.83+0.06 0.18+0.01

60 100#0  100+0 0.39+0.03 0.35+0.08 0.77+0.05 0.13+0.02

80 100#0 10040 0.27+0.04 0.54+0.08 0.87+0.08 0.17+0.06

100 10040  100+0 0.32+0.02 0.45:0.08 0.85:0.02 0.24+0.07
C/N25%20.68

Confrflgt/gc'on E cé;y';MP E 'E'(;/(')\;% YHCOs  YCO: Y N2 Y N2O

20 10040 100+0 0.51#0.00 0.49+0.01 0.69+0.01 0.22+0.02

40 10040  100+0 0.57+0.02 0.35+0.09 0.75+0.02 0.22+0.03

60 100:0  100+0  0.39+0.02 0.39+0.02 0.80+0.02 0.11+0.05

80 10040  100+0 0.33+0.04 0.55+0.09 0.78+0.01 0.14+0.05

100 10040 10040 0.29+0.01 0.46+0.02 0.82+0.03 0.19+0.06

Valores de rendimiento de C-BM y N-BM son menores de 0.05 y 0.01 respectivamente.

En la literatura existen reportes que indican que ha sido posible la eliminacion de hasta 0.534
g/L de Penicilina en condiciones desnitrificantes, pero, a diferencia del presente trabajo, no ha
sido posible determinar su destino (Zhang et al., 2015). También se ha reportado que ha sido
posible eliminar hasta 92 y 22 mg/L de fenol y 2-clorofenol respectivamente, utilizando un
proceso desnitrificante, logrando eficiencias de eliminacion del 100% y una mineralizacion

completa de los compuestos carbonados (Martinez-Gutiérrez et al. 2011).

En la Figura 15, se ilustra como ejemplo, los intermediarios carbonados formados en el ensayo
con 100 mg/L de concentracion de ampicilina y C/N de 0.86. Se observa que en las primeras
5 horas del cultivo aparece uno de ellos y se consume mayoritariamente antes de las 10 horas,
aunque permanece una pequefia fraccién a lo largo del cultivo. El segundo intermediario
registrado, aparece también al inicio del cultivo, se acumula a partir de las 8 horas del cultivo
y se mantiene presente sin consumirse hasta el final del ensayo. De manera similar, Mitchell
et al. (2013) indican que en un proceso metanogénico adicionado con concentraciones de AMP
entre 35y 350 mg/L, encuentran la presencia de un intermediario derivado de la AMP que fue
consumido en aproximadamente 25 dias. Sin embargo, al igual que en el presente trabajo, los

autores tampoco identificaron al intermediario generado.
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Figura 15. Perfil de formacién de intermediarios carbonados en el ensayo adicionado con 100 mg C-AMP/L y C/N
de 0.86

Olad y Nosrati (2015), utilizando un proceso de oxidacion avanzada (AOP) y 6xido de zinc,
proponen una ruta de degradacion de ampicilina, en la cual, se observa la degradacion del
anillo beta lactdmico, ademés de la formacion de &cido benzoico mas la formacion de un

complejo tipo aromatico (Figura 15).
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Figura 15. Via propuesta para la degradacion de ampicilina mediante un proceso de oxidacion avanzada.

En el presente trabajo, el nitrato también fue consumido completamente y la mayor fraccion de
este, fue reducido a N2 como lo indican los valores de Yn2. Sin embargo, en todos los ensayos,
independientemente de la concentracion de AMP vy la relacion C/N utilizada, se detecto la
formacion de N20, alcanzando valores de Ynzo de hasta 0.24. Estos resultados sugieren que

no es una limitacion en la disponibilidad de aceptor de electrones lo que provoca la
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acumulacion de N20, sino por la presencia del antibiotico, una posible afectacion en la actividad
de la enzima nitroso 6xido reductasa (Nos), que es la encargada de reducir el N2O hasta el N2
como producto final de la desnitrificacion (Knowles 1982; Cuervo-Lépez 2003). Hou et al.
(2014) indican que al realizar la desnitrificacion utilizando sedimentos costeros y en presencia
de concentraciones mayores que 50 ng/L de sulfametazina, obtienen N2O como producto de
la desnitrificacion, lo que sugiere que los antibidticos afectan la actividad de la enzima Nos.
Los resultados obtenidos en el presente trabajo, indican que la ampicilina puede ser usada
como Unica fuente de electrones para reducir al nitrato, pero que hasta un 24% de este
permanecera reducido en forma de N20 y practicamente el 75% del nitrato si sera convertido
hasta nitrégeno molecular. Dado que el N2O es un producto con un efecto invernadero
importante (Wrage et al., 2001; Alvarez et al., 2014), es necesario buscar la forma de evitar su

acumulacion.

Un balance de materiales indica las fracciones de los compuestos carbonados y nitrogenados
formados en los diferentes ensayos y ambas relaciones C/N evaluadas (Tabla 10 y 11),
corroborando que las pérdidas de sustratos durante el proceso no son significativas. Muestra
también que al utilizar la relacién de 0.68 se obtienen menos intermediarios carbonados y una
formacion de N20 entre el 12 y 28%, mientras que con la relacién estequiométrica (C/N= 0.86),
so6lo se forma entre un 9y 17% de N20. Esto se puede atribuir al exceso de nitrdgeno disponible
en el medio al establecer la C/N de 0.68 o la concentracion de ampicilina. Entonces, a fin de
disminuir la produccion de N20O es recomendable utilizar la relacion C/N estequiométrica a

concentraciones bajas de ampicilina.
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Tabla 10. Balance de materiales de C y N a las diferentes concentraciones, con una C/N=0.86

C/Ne=0.86
Concentracion Ce Cs C-HCOs s C-BMs C-CO2 S C-Inter Total Rec.
(mg/L) (mg/L) (mg/L)  (mglL) (mg/L) (mglL) (mg/L) (mg/L) (%)
20 233+0 020 12'121'0'7 0.02+0.00 10'321'0'3 1.98+001 24.53+1.20  100%5.27
40 406+0 00 21'7210'4 0.030.00 13'1(1)11'4 8.55+1.80  43.444+2.84  10046.99
60 65120  0:0 2TOBS gogrogo 223V 2200840 6 40i15 100205
80 82010  0:0 222008 gogropp SHOLELT S25326 g6 47:33 1002430
100 101250  0x0 272 ooaxoo0 02O 3958535 107004609 10045.82
Concentracion NOs e NOs s N2 s N2O s N-BM's Total Rec.
(mg/L) (mg/L)  (mglL) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)
23.25 262740 00 21'0210'8 3.65:024  0.00%0.00 24.73+1.81 10046.36
4651 50500 00 42'1;—'1'2 528+021  0.0040.01 47.45+3.10 100£2.02
69.76 797640 00 61'8?-’2'8 10'9§i0'3 0.00+0.02 72.74+6.51 110+4.27
93.02 98.23:0  0:0  78.94+.03 17'12i°'5 0.00£0.03 96.04+2.19 10043.24
116.27 11840 020 98'421'3'2 10'4‘71*0'6 0.00£0.04 108.92+9.52 93.67+6.22

Tabla 11. Balance de materia de C y N a diferentes concentraciones, con una C/N=0.68
C/N25%=0.68

Concer?”ac'o Ce (nc1:S/L C-HCOss C-BMs C-CO2 S C-Inter Total Rec.
moy Mo M5 Tmgy me)  mo)  mgy)  mony 9
98.41+1.6
20 25240  0+0  12.73+1.23 0.01+0.00 12.06+1.14 0+0 24.80+0.04 0
40 42.4+0  0+0  20.66+1.00 0.07+0.00 13.77+1.16 9.15+1.87 43.65¢125  100+2.94
60 63.2¢00  0+0  21.31+1.47 0.18+0.00 22.54+1.00 26.80+3.16 70.83+7.63 100+12.07
80 88.3t0  0+0  24.61+1.44 0.20+000 35.41+2.41 29.13+372 89.35+1.05  100+1.18
100 102& 0+0  26.72+1.08 0.03+0.00 37.56+1.37 4155¢3.72 105.86£0.26 100£0.24
C/N25%=0.68
Concer:‘”ac'o NOs e NOs s N2 's N2O s N-BM s Total Rec.
moyy (MO (o) (mgl)  (mg)  (mgh) (gl %)
29.41 31.74%0 0+0  22.14+#132 883070 0.00+0.00  30.97+1.50 100+5.30
14.13+0.3
58.82 63.34+0 00  47.57+3.86 ; 0.00£0.01  61.70+2.35 100+4.89
88.23 89.50+0 020  72.49+258 109902 500,002  83.0426.46 94.11+5.88
6
117.64 120.35+0 040  95.76+3.86 16'5?0'4 0.00£0.03  112.27+8.08 95.43+4.63
147.05 160.32+0 0+0 121'3511'3'7 28'0210'3 0.00+0.04 149'3‘2"1'11'0 100+1.55

Valores de Carbono y Nitr6geno estan dados en mg/L
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En la literatura se ha reportado la eliminacion de antibiéticos como Trimetropina, Roxitromicina,
Sulfametazol y Eritromicina a concentraciones de 19.3, 18, 21.1 y 20 ng/L respectivamente,
bajo condiciones nitrificantes y desnitrificantes (Suarez et. al., 2010), sin embargo, solo se
sefala la desaparicion del antibiético, sin mencionar su destino ni el de la fuente nitrogenada.
Por otro lado, Liu et al. (2013) realizaron un ensayo adicionado con 50 mg/L ciprofloxacino bajo
condiciones anodxicas y a exposiciones prolongadas del antibiético, observando un proceso
desnitrificante incompleto debido a una acumulaciéon de N2O y de NOz, a lo cual, los autores
sugieren una inhibion en la enzima éxido nitrito reductasa. Hasta el momento, no existen datos
en la literatura que indiquen que es posible llevar a cabo la eliminacion de ampicilina mediante
desnitrificacion, en contraste, en este trabajo se muestran las evidencias claras de que es
posible utilizar hasta 100 mg de ampicilina/L como Unico donador de electrones para reducir al
nitrato y que es suficiente utilizar una relacion C/N de 0.86, que corresponde al valor
estequiométrico, dando como resultado mayoritario, la mineralizacién del antibiético asi como

la formacién de Na.

Las velocidades especificas de consumo y produccion en los ensayos desnitrificantes en
presencia de AMP y con las dos relaciones C/N se muestran en la Tabla 12. Se puede observar
que, en todos los casos, al aumentar la concentracion de ampicilina, la gavp se incrementa,
indicando que, bajo las condiciones experimentales establecidas, se presenta una cinética de
primer orden. Un comportamiento similar se observa en las gnos y gn2. De hecho, un
incremento en todas las velocidades entre 2 y 7.6 veces se observé al aumentar la
concentracion de ampicilina de 20 y hasta 100 mg C/L. Asimismo, se encontré que los valores
de velocidades especificas obtenidas con las dos diferentes relaciones C/N resultaron muy

semejantes entre si, por lo que el cambio en la relacion C/N no tuvo un efecto significativo.
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Tabla 12. Velocidades especificas para consumo de N-Nitrato y C-AMP y produccion de C-Bicarbonato
y nitrégeno molecular obtenidas con dos relaciones C/N.

C/Ne =0.86
Jamp gHcos gno3 gn2
Concentracion
mg/ g SSV h mg/ g SSV h mg/ g SSV h mg/ g SSV h
20 2.391£0.12 0.5240.21 2.33+0.31 1.49+0.19
40 4,16+0.90 2.00£0.40 4,12+0.83 3.31+0.41
60 4,02+0.18 1.66+0.06 3.9840.28 3.37+1.06
80 6.45+0.37 1.63+£0.44 5.2340.35 4,29+0.47
100 8.69+1.02 2.27+0.27 10.67+1.25 9.54+1.87
C/st% =0.68
Jamp gHcos gno3 gn2
Concentracion
mg/ g SSV h mg/ g SSV h mg/ g SSV h mg/ g SSV h
20 2.15+0.13 0.83+0.08 2.01+0.27 2.31+0.15
40 4,14+0.16 1.96+0.29 5.95+0.53 5.11+0.32
60 4,71+0.74 1.63+0.08 5.194+0.59 5.42+0.86
80 3.91+0.09 1.14 £+0.17 5.53+0.07 3.83+0.23
100 11.64+0.64 2.27+0.27 13.08+0.35 10.92+0.21

En la literatura se ha reportado que la presencia de una combinacién de antibiéticos puede
ocasionar efectos aditivos y antagénicos sobre la velocidad de la actividad desnitrificante
(Zhang et al., 2015), sin embargo, la ampicilina no fue evaluada dentro de estos antibidticos.
Asimismo, Liu et al. (2013) realizaron un ensayo de remocion de ciprofloxacino bajo
condiciones andxicas encontrando un efecto inhibitorio sobre la produccién de N2. Por otro
lado, Costanzo et al. (2005), trabajaron con varios antibiéticos, entre ellos ampicilina a una
concentracion de 1000 pg/L, reportaron que la adicion de amoxicilina afecta la velocidad de
desnitrificacion, siendo menor que en comparacion contra un ensayo control en ausencia del
antibidtico y que, debido a la exposicién al antibiético, los lodos depuradores resultaron

resistentes a la amoxicilina.

En las figuras 16 y 17 se muestran las velocidades especificas obtenidas con C-AMP y N-
Nitrato con ambas C/N en comparacién con los ensayos de referencia. Las velocidades
especificas de consumo y produccién obtenidas al utilizar a la ampicilina como Unica fuente de
electrones resultaron ser en promedio, entre un 71 y 88% menor que las obtenidas en los
ensayos donde el acetato es utilizado como donador de electrones, por lo que, aunque es
posible llevar a cabo la desnitrificacion con AMP, el proceso respiratorio se realiza de manera
mas lenta. Como ejemplo particular, al comparar las velocidades especificas obtenidas al
utilizar la relacion C/N estequiométrica para acetato y ampicilina y cuando se adicionaron 100

mg C/L, las velocidades especificas obtenidas en los ensayos adicionados con acetato fueron
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desde 2.6 hasta 4 veces mayores que las obtenidas con ampicilina. La menor velocidad de
consumo y produccion obtenida en los ensayos con ampicilina podria estar relacionada con el
posible efecto que el antibidtico pueda causar a las membranas celulares bacterianas, y, por
tanto, podria estar afectando también a las enzimas que se encuentran localizadas en la
membrana celular y en el espacio periplasmico (Nar, Nir, Nos), o bien, al alterarse las
membranas celulares, se podrian estar afectando los sistemas de transporte de sustratos al
interior de la célula. Este efecto también podria deberse a la complejidad de la estructura de

la ampicilina, ya que se requieren que se lleven a cabo mas reacciones para su mineralizacion.
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Figura 16. Comparacion de velocidades especificas estequiométrica con C-AMP, los colores claros son

velocidades de referencia y los colores oscuros velocidades obtenidas con ampicilina. Se sefialan los promedios
de perdida de actividad en porcentaje y desviaciones estandar
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Figura 17. Comparacion de velocidades especificas con un 25% de exceso de nitrégeno con C-AMP, los colores
claros son velocidades de referencia y los colores oscuros velocidades obtenidas con ampicilina Se sefialan los
promedios de perdida de actividad en porcentaje y desviaciones estandar

Ensayos de Recuperacion de la desnitrificacion

Afin de evaluar si la exposicion al antibiotico ocasioné algun efecto sobre el lodo desnitrificante,
al finalizar los ensayos en presencia con ampcilina los lodos desnitrificantes se lavaron y se
procedi6 a realizar nuevamente un ensayo con C-Acetato y N-Nitrato como fuente de carbono
y energia para determinar la actividad cinética y fisiol6gica de los lodos desnitrificantes. Estos
ensayos se realizaron bajo las condiciones descritas en materiales y métodos, a las relaciones
C/N de 0.86y 1.1y a las diferentes concentraciones de acetato: 20, 40, 60,80, 100 mg C/L

En la Figura 18, se muestra un ejemplo del perfil desnitrificante obtenido con 80 mg C-acetatol!
y C/N = 0.86, en el que se observa que en 6 horas de cultivo el lodo desnitrificante fue capaz
de consumir totalmente tanto al acetato como al nitrato y convertirlos respectivamente a HCOs3
y Nz, sin formacion de intermediarios carbonado o nitrogenados. Un comportamiento similar se

obtuvo en los ensayos con las diferentes concentraciones de acetato y a las 2 relaciones C/N.
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Figura 18. Ejemplo de perfil cinético desnitrificante obtenido con 80 mg C-Acetato/L y relaciéon C/N: 0.86

Los valores obtenidos de eficiencia y rendimientos para este nuevo ensayo en ambas C/N se

muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Eficiencias de consumo y rendimientos de formacién de productos obtenidos en los ensayos de

recuperacion con las relaciones C/N=0.86y 1.1

C/N25%=0.86

Concentracion E C-Acetato E N-NOs Y HCOs Y CO2 Y N2 Y C-BM Y N-BM
(mg/L) (%) (%)
20 100+0 100+0 0.58+0.03 0.51+0.07 1.0+0.00 0.03+0.01 0.00+0.00
40 100+0 100+0 0.55+0.06 0.58+0.07 1.0+0.01 0.04+0.01 0.00+0.00
60 100+0 100+0 0.57+0.02 0.60+0.03 0.99+0.02 0.04+0.01 0.00+0.00
80 100+0 100+0 0.54+0.03 0.51+0.04 0.92+0.09 0.06+0.02 0.00+0.00
100 100+0 100+0 0.37+0.03 0.39+0.04 0.80+0.03 0.13+0.04 0.00+0.00
C/Ne=1.1
Concentracion E C-Acetato E N-NOs Y HCOs Y CO2 Y N2 Y C-BM Y N-BM
(mg/L) (%) (%)
20 100+0 100+0 0.60+0.00 0.48+0.01 1.0+0.00 0.02+0.00 0.00+0.00
40 100+0 100+0 0.49+0.00 0.66+0.01 1.0+0.00 0.03+0.00 0.00+0.00
60 100+0 10040 0.57+0.02 0.46+0.03 0.87+0.02 0.03+0.01 0.00+0.00
80 100+0 100+0 0.65+0.04 0.53+0.05 0.98+0.04 0.05+0.02 0.00+0.00
100 100+0 100+0 0.50+0.04 0.44+0.05 0.88+0.04 0.10+0.02 0.00+0.00

Estos resultados muestran que el lodo desnitrificante puede recuperar su actividad metabolica

aun después de haber sido expuestos hasta 100 mg C-AMP/L. Sin embargo, estos lodos

previamente expuestos a ampicilina, requirieron de 3 veces mas tiempo para completar el
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proceso desnitrificante en comparacion con los lodos sin exposicion al antibiotico, lo que indica
que, aunque en términos metabdlicos el lodo fue capaz de recuperarse a la exposicion del
antibidtico, siguié presentando una afectacion cinética. De hecho, las velocidades obtenidas
en los ensayos de recuperacion fueron menores que las obtenidas en los ensayos de
referencia cuando se utilizaron lodos que no habian estado en contacto con el antibiotico

(Tabla 14).

Tabla 14. Velocidades especificas para consumo de N-Nitrato y C-AMP y producciéon de C-Bicarbonato y

nitrégeno molecular obtenidas con dos relaciones C/N.

C/INg=1.1
JAce gHcos gno3 gn2
Concentracion
mg/ g SSV h mg/ g SSV h mg/ g SSV h mg/ g SSV h
20 2.34+0.12 1.94+0.49 2.21+0.04 2.18+0.48
40 3.18+0.24 1.12+0.16 1.63+£0.22 4.09+0.30
60 5.19+0.53 2.40£0.30 3.81+0.77 4,15+0.39
80 7.70+£0.06 3.99+0.09 5.94+0.02 5.99+0.97
100 19.22+0.22 6.93£0.80 18.84+1.46 12.28+1.52
C/N25% =0.86
JAce gHcos gno3 gn2
Concentracion
mg/ g SSV h mg/ g SSV h mg/ g SSV h mg/ g SSV h
20 2.5610.54 2.36£0.17 2.18+0.56 2.60+0.63
40 2.86+0.18 0.91+0.24 2.194+0.19 3.78+0.05
60 5.45+0.56 2.74+0.10 5.24+0.06 6.19+0.40
80 8.48+0.45 3.64+0.28 8.2040.70 8.58+1.23
100 16.37+£0.43 5.104+0.57 23.96+1.41 8.92+0.65

En la Figura 19 y 20 se muestran las velocidades especificas de consumo y produccion
obtenidas en los ensayos de referencia (acetato+nitrato) y las obtenidas con los lodos
previamente expuestos a AMP y en presencia nuevamente de acetato y nitrato. Se puede
observar que las velocidades especificas obtenidas con los lodos expuestos al antibiético son
menores que las de los ensayos de referencia. Sin embargo, es importante hacer notar que
estas velocidades resultaron ser mayores que las obtenidas en los ensayos en presencia de
AMP. EIl porcentaje de recuperacion con respecto a los ensayos de referencia fueron en
promedio, desde un 17 hasta un 41%, lo cual indica que el efecto negativo sobre la cinética
del proceso desnitrificante causado por la presencia de la ampicilina es reversible cuando los

lodos vuelven a estar en ausencia del antibidtico.
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Figura 20. Comparacion de velocidades especificas estequiométricas con C-Acetato, los colores claros son
velocidades de referencia y los oscuros velocidades obtenidas con C-Acetato y N-NOs, después de adicionar
AMP. Se sefialan los promedios de recuperacion de actividad en porcentaje y desviaciones estandar
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Figura 21. Comparacion de velocidades especificas con un 25% de exceso de nitrdgeno con C-Acetato, los
colores claros son velocidades de referencia y los oscuros velocidades obtenidas con C-Acetato y N-NOs,
después de adicionar AMP. Se sefialan los promedios de recuperacion de actividad en porcentaje y desviaciones
estandar
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Todos estos resultados indican claramente que el lodo desnitrificante fue capaz de recuperarse
completamente en términos metabdlicos y parcialmente en términos cinéticos, de la exposicion
de hasta 100 mg C-AMP/L y sugieren la factibilidad de llevar a cabo el proceso desnitrificante

para el tratamiento de aguas residuales contaminadas con este antibiético.
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Conclusiones

En el reactor UASB operado en continuo, utilizando una relacion C/N = 2.07 y un TRH de dos
dias, se logro llegar al estado estacionario desnitrificante con eficiencias de consumo de

acetato y nitrato entre 80 y 90% y rendimientos de Yy, Yuco,Y Yc-pm, que fueron 0.87+0.21,

0.52+0.17, 0.26£0.1 respectivamente. Bajo estas condiciones de operacion, se logré generar
en estado estacionario, lodo desnitrificante en calidad y cantidad adecuada para realizar la

experimentacion en lote.

Los ensayos de referencia mostraron que en ambas condiciones de experimentacion (C/N 0.86
y 1.1), el proceso desnitrificante se llevd a cabo completamente y sin produccién de
intermediarios, puesto que se obtuvieron rendimientos mayores de 0.9 y eficiencias de 100%
de consumo de sustratos, teniendo como resultado un proceso desnitrificante eficiente y

desasimilativo.

Los lodos desnitrificantes mostraron la capacidad de utilizar hasta 100 mg C-AMP/L como
Unica fuente de electrones para llevar a cabo la reduccién del nitrato, dando como resultado la
oxidacion mayoritaria del antibiético a HCOsy la formacién mayoritaria de N2 como productos
de la desnitrificacion. Asimismo, se determind la formacion de dos intermediarios carbonados
y la produccién de N20. Sin embargo, las velocidades especificas de consumo y produccién
fueron menores que las encontradas cuando la desnitrificacion se lleva a cabo con acetato

como fuente de electrones.

Los ensayos de recuperacién utilizando los lodos previamente expuestos hasta 100 mg C-
AMP/L, mostraron que el lodo desnitrificante fue capaz de recuperarse completamente en
términos metabdlicos y parcialmente en términos cinéticos, a la exposicién del antibiotico y
sugieren la factibilidad de llevar a cabo el proceso desnitrificante para el tratamiento de aguas

residuales contaminadas con este antibidtico
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