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Resumen(Abstract) lﬂH@

RESUMEN

Los contaminantes emergentes son un grupo de compuestos organicos que provienen de las

diferentes actividades antrdpicas. Dentro de este grupo se encuentran una gran cantidad de
compuestos como productos de cuidado personal, retardantes de flama, farmacos, entre otros.
17B-estradiol (E2) y ampicilina (AMP) son compuestos farmacéuticos que forman parte del
grupo de los contaminantes emergentes cuando se encuentran presentes cuerpos de agua,
provocando feminizacion de especies acudticas, resistencia bacteriana, entre otros a
concentraciones de ng L' a mg L. Los procesos de tratamiento de agua convencionales y
algunas tecnologias de reciente aplicacion como la oxidacién avanzada, no han logrado
eliminar totalmente estos compuestos o bien, son fuente de produccion de compuestos
mayormente téxicos que los compuestos originales. La desnitrificacién es un proceso
biolégico que ha demostrado mineralizar por completo compuestos farmacéuticos como la
ampicilina y algunos recalcitrantes como fenol, tolueno, xileno, entre otros. Por ello, el
objetivo de este trabajo consistio en evaluar la capacidad del proceso desnitrificante para la
biodegradacion de 17p-estradiol y ampicilina contenidos en agua, asi como la toxicidad del
efluente. Un lodo de origen metanogénico fue llevado hasta régimen estacionario
desnitrificante (EED) en un reactor UASB. Posteriormente, se realizaron ensayos
desnitrificantes en lote en botellas seroldgicas de 60 mL. Estos ensayos fueron evaluados a
diferentes concentraciones de estradiol, ampicilina y acetato, dependiendo del analisis a
desarrollar. En todos los ensayos se afiadio la suficiente concentracion de nitrato con la
finalidad de mantener una relacion C/N de 1.1. En todos los experimentos, cada botella fue
inoculada con 0.5 gr SSV Ly se afiadié medio mineral bajo la composicion reportada por
Islas et al. (2017). Todas las botellas fueron incubadas a 34 °C y 200 rpm. Los compuestos
fueron cuantificados mediante HPLC, CG y TOC. Se calcularon eficiencias (E) de consumo
de sustratos, rendimientos () de productos, asi como las velocidades especificas (q) de cada
una de las especies. Se evalud la genotoxicidad de los efluentes de la 1, 192 y 408 h de
reaccion de los ensayos con 20 mg de C-AMP Ly el ensayo con 20 mg C-E2 L, mediante
el bioensayo de microntcleos (MN), bajo la metodologia reportada por Garcia et al. (2012).
Los resultados obtenidos en todos los ensayos en lote mostraron Ec-cHzcoo-, Ec-amp, Ee2 Y
En-nos- superiores a 98 %, asi como Yc-hcos- Y Ynz cercanos a 1. No se cuantifico la

produccion y acumulacion de metabolitos e intermediarios del proceso en todos los ensayos.
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Se obtuvieron gc-cHzcoo-, gc-E2, dc-amp Y On-Nos3- Superiores a lo reportado en la literatura,

pero menores a los ensayos de referencia cuando se utiliz6 E2 y AMP como fuentes de
electrones. Se obtuvo una frecuencia de MN de 0.5 % en el efluente de la 1h de reaccion del
ensayo con 20 mg C-AMP L, 0.25 % a las 192 h y a las 408 h se contabilizaron 0.125 % de
MN. En el caso de la evaluacion de la genotoxicidad de los efluentes de los ensayos con 20
mg C-E2 L%, se obtuvo una frecuencia de MN de 0.45 % en el efluente de la 1h de reaccion,
0.125 % a las 90 h y a las 240 h, ya no se contabilizaron MN. EI metabolismo del lodo
desnitrificante fue completo con eficiencias de biodegradacién de todos los sustratos
superiores a 95 %Yy Yc-ncos- Y Yn2 cercanos a 1. Se observé un efecto negativo en el proceso
cinético del lodo desnitrificante con E2 y AMP, comparado con lo obtenidos en los ensayos
de referencia. No se observé la produccion y acumulacién de sustratos e intermediarios
carbonados y nitrogenados. La frecuencia de MN indicéd que la toxicidad del efluente

disminuyé en los ensayos con E2 y AMP, respectivamente.
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ABSTRACT
Emerging pollutants are a group of organic compounds that come from different anthropic

activities. Within this group are a large number of compounds, such as personal care
products, flame retardants, and drugs, among others. 17B-estradiol (E2) and ampicillin
(AMP) are pharmaceutical compounds that are part of the group of emerging contaminants
when they are present in bodies of water, causing feminization of aquatic species, bacterial
resistance, among others, at concentrations of ng L™ to mg L. Conventional water treatment
processes and some recently applied technologies, such as advanced oxidation, have not been
able to eliminate these compounds totally, or they are the source of the production of more
toxic compounds than the original compounds. Denitrification is a biological process that has
been shown to completely mineralize pharmaceutical compounds such as ampicillin and
some recalcitrant compounds such as phenol, toluene, and xylene. Therefore, this work aimed
to evaluate the denitrifying process's capacity for the biodegradation of 17p-estradiol and
ampicillin contained in water, as well as the effluent toxicity. A sludge of methanogenic
origin was brought to denitrifying steady state (DEE) in a UASB reactor. Subsequently, batch
denitrifying tests were carried out in 60 mL serological bottles. Depending on the analysis to
be developed, these assays were evaluated at different concentrations of estradiol, ampicillin,
and acetate. In all cases, a sufficient nitrate concentration was added to maintain a C/N ratio
of 1.1. In all the experiments, each bottle was inoculated with 0.5 gr VSS L™, and the mineral
medium was added under the composition reported by Islas et al. (2017). All the bottles were
incubated at 34 °C and 200 rpm. Compounds were quantified by HPLC, GC, and TOC-
Analyzer. Efficiencies (E) of consumption of substrates, yields (Y) of products, as well as
the specific speeds (q) of each of the species were calculated. The genotoxicity of the
effluents from the 1, 192, and 408 h reaction from the assays with 20 mg of C-AMP L™ and
the assay with 20 mg C-E2 L* was evaluated employing the micronucleus bioassay (MN)
under the methodology reported by Garcia et al. (2012). The results obtained in all batch
assays showed Ec-cHscoo-, Ec-amp, Ee2, and En-nos- higher than 98 %, as well as Yc-ncos- and
Yn2 close to 1. All trials had no production and accumulation of metabolites and process
intermediates. gc-cHacoo-, gc-E2, Jc-amp, and gn-nos- Were obtained higher than those reported
in the literature but lower than the reference assays when E2 and AMP were used as electron

sources. A frequency of MN of 0.5% was obtained in the effluent of the 1h reaction of the
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assay with 20 mg C-AMP L, 0.25% at 192h, and at 408h, 0.125% of MN were counted. In
the case of the evaluation of the genotoxicity of the effluents of the tests with 20 mg C-E2 L~
1 afrequency of MN of 0.45 % was obtained in the effluent of the 1 h of reaction, 0.125 %

at 90 h and 240 h, MN were no longer counted. The metabolism of the denitrifying sludge
was complete with biodegradation efficiencies of all the substrates higher than 95 % and Yc-
Hcos- and Ynz close to 1. A negative effect was observed on the kinetic process of the
denitrifying sludge with E2 and AMP, compared with the results obtained in the reference
assays. The production and accumulation of carbon and nitrogen substrates and intermediates
were not observed. The frequency of MN indicated that the toxicity of the effluent decreased

in the trials with E2 and AMP, respectively.
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I-INTRODUCCION

1.1.El agua

El agua es uno de los recursos naturales mas importantes en el planeta Tierra. Esta cubre
el 70 % de la superficie del mismo. Sin embargo, del total, s6lo 2.5 % esta considerada como
agua dulce y menos del 1 % se encuentra disponible para uso y consumo de animales, asi
como del ser humano (Hasan et al., 2019). En México, segun Banda (2018) se dispone de
solo el 0.1 % del total de agua dulce a nivel mundial y de precipitaciones, el pais recibe 1489
millones de metros cubicos al afio, de los cuales 22 % van directo a rios y lagos, mientras

que el 6 % se mantiene como reservorio en mantos acuiferos.

El rol del agua en el planeta es de vital importancia, ya que animales y en general, todos
los seres vivos requieren de su suministro para beber, asearse o bien para mantener el
equilibrio en cada ecosistema de la biosfera (Hasan et al., 2019; Varsha et al., 2022). No
obstante, dado el creciente desarrollo econdmico e industrial (debido al aumento de la
poblacion mundial y con ello el de la demanda de los recursos naturales); la calidad y cantidad
de agua disponible ha ido disminuyendo no solo para el ser humano, sino para toda especie
de vida que habita en el planeta (Egea et al., 2019). En este sentido, las consecuencias por el
uso excesivo de este recurso se han comenzado a presentar en las Gltimas décadas. (Vargas,
2019). Ejemplo de ello es la crisis de agua que se vive actualmente, la cual ha afectado a una
gran cantidad de naciones, incluido México, resultado de la continua sobreexplotacion de
cuerpos de agua potable como es el caso de las cuencas del centro y norte del pais, asi como

las cuencas del rio Lerma y la de México.

Aunado a la constante extraccion de agua subterranea, se estima que mas de 2 millones
de toneladas de aguas residuales se desechan a diario y se incorporan a cuerpos de agua
natural sin previo tratamiento, es decir, un promedio de 1,500 km? son desechados al afio, las
cuales contienen una gran cantidad de contaminantes de origen industrial y doméstico
(Sophia y Lima, 2018). Generalmente, estas aguas resultantes de todas las actividades
antropicas no son previamente tratadas y aprovechadas para su reutilizacién en la poblacién,

por lo que el suministro principal proviene del subsuelo (Martinez et al., 2019).
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Las aguas residuales se caracterizan por contener diferentes tipos de agentes fisicos,

quimicos y biolégicos. Algunos de estos pueden ser de gran tamafio como son plésticos
(botellas, sillas, juguetes, bolsas, llantas, entre otros), ramas y algin otro tipo de basura
generada por la poblacion, pero debido a su tamafio pueden ser removidos facilmente del
agua. Sin embargo, los agentes que no son visibles a simple vista como es el caso de metales
pesados, aceites, grasas, colorantes, materia organica, acidos, salinidad, concentracion de
ciertos iones y cationes, entre otros, requieren un proceso de mayor especialidad para su
remocion del agua y durante varias décadas, han sido centro de atencion debido a los
problemas que generan tanto al ser humano como a otros seres vivos. Aunado a ello y con el
avance de la tecnologia en las metodologias aplicadas para la cuantificaciéon y deteccion de
compuestos a concentraciones traza, se han encontrado elementos organicos quimicamente
estables en el medio ambiente, a los cuales se les ha dado el nombre de Contaminantes
Emergentes (CEs). La presencia de los CEs en el agua es un tema de gran importancia por
los diferentes problemas que estan generando a la biota de los ecosistemas, en especial a los
acuaticos, pero, ademas, se les ha encontrado en efluentes de plantas de tratamiento de aguas

residuales convencionales.
1.2. Contaminantes emergentes (CEs)

Actualmente, los seres humanos utilizan una gran cantidad de sustancias quimicas en la vida
cotidiana, de las que se tiene registro de cerca de 30,000 a 70,000 y a diario, se integran 4,000
a esta gran lista. Sin embargo, de todos estos compuestos, no se cuenta con conocimiento de
sus efectos cuando son incorporados al medio ambiente después de su uso (Lukac et al.,
2022). De lo anterior, se han descubierto trazas de organicos (ng L™* a mg L) en cuerpos de

agua natural, a los cuales se les ha denominado como contaminantes emergentes (CES).

Los CEs son un grupo de compuestos organicos de diferente naturaleza quimica y de
origen antropogénico, su introduccion es continua a cuerpos de agua natural como rios, lagos,
lagunas, entre otros (Egea et al., 2019). Se consideran altamente estables y recalcitrantes. Son
de tipo sintético y también existen algunos naturales, provenientes de actividades industriales
y de la vida diaria (Saidulu et al., 2021). La mayoria no cuentan con una regulacion o bien
algunos ya son candidatos a normativas internacionales (Lencioni et al., 2020). Dentro de

este grupo se ha enlistado a los productos de aseo y cuidado personal, pesticidas, surfactantes,
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aditivos, retardantes de flama, nanoparticulas, hidrocarburos aromaticos policiclicos,
plastificantes, productos farmacéuticos, por mencionar solo algunos (Islas et al., 2017;
Taheran et al., 2018; Varsha et al., 2022). Se ha reportado a estos compuestos en diferentes
compartimentos ambientales, por ejemplo, los productos farmacéuticos y de cuidado
personal se han cuantificado en efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales,
sedimentos, asi como en biota acuatica. Pesticidas se han encontrado en suelos y en agua, asi
como en flora y en fauna, la cual puede movilizar estos compuestos de un punto a otro
(Matich et al., 2019).

I G E

Productos de
cuidado personal

Resistencia a
antibidticos

Feminizacion,
muerte

Figura 1.1. Produccién de contaminantes emergentes en el medio ambiente (Elaboracién propia).
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Asimismo, se ha reportado que la exposicion de CEs a fauna acuatica y terrestre puede

provocar problemas como desordenes genéticos, alteraciones en el sistema inmune, cambios
en su comportamiento, feminizacion y bioacumulacion, entre otros. Esto se considera como
una de las causas de la migracion de ciertas especies y de la alteracion de la cadena
reproductiva de los animales, lo que los puede llevar a su inminente extincion (Varsha et al.,
2022).

1.2.1 Productos farmacéuticos presentes en aguas naturales

Los farmacos a pesar de ser Utiles en el tratamiento de algunas enfermedades en el ser
humano y en algunos animales, cuando se encuentran en el medio ambiente, provocan una
gran cantidad de problemas, debido a que son persistentes y recalcitrantes, puesto que
originalmente se disefiaron para ser quimicamente estables y resistir el metabolismo rapido
en el cuerpo para asegurar un efecto farmacoldgico adecuado (Castro et al., 2021; Madden et
al., 2009). Por ello, no son asimilados por completo en el cuerpo receptor, por lo que un
porcentaje de la concentracion original es desechada e incorporada al medio ambiente por

medio de efluentes de agua residual.

Los productos farmacéuticos mas encontrados en aguas naturales y residuales a nivel

mundial, son los siguientes (Islas et al., 2017; Petrie et al., 2015):

A) Estrogenos naturales: Compuestos hormonales utilizados en el tratamiento de
enfermedades como la menopausia y en forma de anticonceptivos. 17beta-estradiol
0 17B-estradiol (E2), estrona (E1) y estriol (E1), sintéticos como 17a-etinilestradiol
(EE2).

B) Antinflamatorios no esteroideos (ng L™): diclofenaco (0.5-154), ibuprofeno (1-
2370), ketoprofeno (1-4), naproxeno (1-59),

C) Analgésicos (ng L1): morfina (1.6-36), metadona (0.6-12),

D) Antiepilépticos (ng L™): carbamazepina (0.5-251),

E) Antibidticos (ng L™): amoxicilina (2.5-245), eritromicina (0.5-159), metronidazol
(1.5-12), oxitetraciclina (170, ampicilina (13).

Los productos farmacéuticos se caracterizan por ser persistentes, bioacumulables y

toxicos en el medio ambiente. Se consideran persistentes debido a que no son biodegradados
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por completo mediante métodos convencionales, pero también son continuamente integrados

al medio ambiente. Algunos de los productos farmacéuticos y sus metabolitos con mayor
indice de persistencia de acuerdo a su tiempo de disipacion (DT50) son paracetamol,
ibuprofeno, 2-hidroxibuprofeno (3.1 a 7 dias), CBZ-diol, oxazepan, iopromida, ivermectina
(14 a 54 dias), acido clofibrico, diazepam y caramazepina (119 a 328 dias) (Ebele et al.,
2017).

Diferentes estudios han reportado la bioacumulacion de diversos farmacos en
animales acuaticos y en algunas algas, tal es el caso del pez dorado (Carassius auratus),
donde se han descubierto concentraciones de gemfibrozil en factores de bioacumulacion de
113, después de 14 dias. Carbamazepina en algas como Pseudokirchneriella subcapitata y el
crustdceo Thamnocephalus platyurus con factores de bioacumulacion de 2.2 y 12.6,
respectivamente. Asimismo, se han detectado 43 farmacos de diferentes clases en tejido de
mejillones con factores de bioacumulacion de 0.66 para metformina hasta 32022 para
sertralina (Ebele et al., 2017).

Generalmente, los farmacos son considerados como disruptores endécrinos (DES)
cuando se encuentran en el medio ambiente y son introducidos a organismos acuaticos. Esto
estd asociado a problemas con funciones fisioldgicas clave de los organismos, incluidas el
metabolismo y los procesos reproductivos. Un disruptor enddcrino es toda aquella sustancia
exogena que provoca alteraciones graves en el sistema enddcrino de los seres vivos
vertebrados, el cual tiene la funcion de regular la secrecién hormonal que controla la mayor
parte de las reacciones en el cuerpo ( Zhang y Zhou, 2005). La Organizacién Mundial de la
Salud (OMS) ha definido a los DEs como sustancias exdgenas que alteran las funciones del
sistema enddcrino y en consecuencia causa efectos en la salud del organismo (Ebele et al.,
2017). Dentro de la lista de los principales compuestos DEs se ha integrado a los productos
esteroideos como los estrogenos, los progestagenos, los fitoestrogenos, entre otros; de
cuidado personal como desinfectantes, fragancias, agentes conservadores, por mencionar
algunos; y los farmacos no esteroideos, tales como analgésicos, antiinflamatorios, drogas

dermatoldgicas, antibidticos, entre otros (Ebele et al., 2017).
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1.2.2 Compuestos hormonales: 17f-estradiol

Los compuestos farmaceuticos hormonales son utilizados en el tratamiento de algunas
enfermedades en el ser humano como la menopausia, tienen la capacidad de regular gran
parte de las reacciones que se llevan a cabo en el ser humano y tienen influencia en procesos
cognitivos en el mismo (Fernandez et al., 2017; Xu et al., 2021). Ademas, se utilizan en
actividades acuicolas y medicina veterinaria. De esta Ultima, se ha estimado una descarga
promedio de 83 Ton por afio tan solo en Estados Unidos y en la Union Europea (Li et al.,
2020). Sin embargo, al no ser asimilados completamente en el cuerpo receptor, son
desechados al medio ambiente por medio de aguas residuales domésticas. Cuando se
encuentran en el agua tienen la capacidad de generar un efecto androgénico y estrogénico en

los seres vivos acuaticos.

HO

Figura 1.2. Estructura quimica de 173-estradiol.

17a-estradiol, 17beta-estradiol o 17p-estradiol (E2), equilenina, equilina, estriol (E3),
estrona (E1), mestranol, noretindrona y etinilestradiol (EE2) son solo algunos ejemplos de
compuestos organicos hormonales generados de manera natural por los ovarios o bien en
forma sintética (Bernal y Paolieri, 2022). Se consideran como los principales estrégenos que
han sido encontrados en el medio ambiente e introducidos por medio de aguas residuales
(Khan et al., 2022).

17p-estradiol (E2) es una hormona neuronal con alta actividad estrogénica (Duan et al.,
2022). Se produce de manera natural en el cuerpo humano y se considera de suma
importancia, debido a que interviene en procesos neuronales como la espinogénesis,
sinaptogénesis y la neurogénesis adulta en la regidon del hipocampo en la corteza cerebral
(Bernal y Paolieri, 2022). Se caracteriza por contener en su estructura un anillo aromatico, el
cual tiene una alta afinidad a receptores estrogénicos en los seres humanos, dos anillos ciclo

hexanos y un anillo pentano (Figura 1.2) (Yu et al., 2013). En las mujeres, se utiliza como
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tratamiento exdgeno contra la depresidn causada en la menopausia, debido a la relacion que

existe entre este problema con la falta de sintesis de estrogenos en los ovarios (Xu et al.,
2021). Sin embargo, debido a que su produccion es de manera natural, se desecha e incorpora
continuamente al medio ambiente por medio de aguas residuales provenientes de actividades
domésticas y en algunos casos industriales del ramo farmacéutico, por lo que se han reportado
rangos de concentraciones de E2 en agua natural de 0.7 hasta 62 ng L e incluso algunos
estrogenos sintéticos como 17a-etinilestradiol (EE2) de 0.4 hasta 6.86 ng L™ (Djebbi et al.,
2022). Estas concentraciones son lo suficientemente altas para provocar problemas en peces
como es la feminizacion de machos, induccion intersexual, reduccion de la fertilidad,
reduccion en el conteo de espermas en machos, estrés oxidativo, provoca alteraciones en la
diferenciacion sexual, la produccion de Vitellogenina en peces macho juveniles y la
reduccion del tiempo de supervivencia de los animales (Fernandez et al., 2017; Li et al., 2020;
Orozco et al., 2019). Es por ello que E2 se le ha considerado como uno de los principales y

mas agresivos disruptores endocrinos en el medio ambiente (Fernandez et al., 2017).
1.2.3 Antibioticos en agua: Ampicilina

Los antibidticos han sido ampliamente utilizados en el tratamiento de enfermedades
infecciosas causadas por bacterias en ramas de la medicina para humanos y animales (Yu et
al., 2019). Asimismo, se han usado como método de prevencidn de infecciones en pacientes
quirdrgicos, personas con sistema inmune débil, como promotor de crecimiento y prevencién
de enfermedades en ganado (Manage y Liyanage, 2019). Se estima que la poblacion mundial
consume un total de 100,000 hasta 200,000 MT al afio (Elizalde et al., 2016; Islas et al., 2017)
y tan solo del 2000 al 2015, el consumo global incremento en un 65 %, donde los antibidticos
B-lactdmicos fueron y actualmente son el grupo de farmacos de mayor demanda en todos los
paises (Islas et al., 2017; De Sotto et al., 2022). Dentro de los B-lactdmicos se han incluido a
la penicilina G, amoxicilina y ampicilina, donde su modo de accion es mediante la inhibicion
de la Gltima etapa de la sintesis de la pared celular bacteriana (Islas et al., 2017; Ramirez et
al., 2020).
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Figura 1.3. Estructura molecular de ampicilina.

Al igual que ocurre con 17B-estradiol y en general con todos los farmacos, los
antibiodticos no son metabolizados por completo, por lo que mas del 50% de la dosis
suministrada es desechada por medio de la orina y heces fecales, enviada a cuerpos de agua
natural mediante aguas residuales hospitalarias, domésticas e industriales, principalmente
(De Sotto et al., 2022). La presencia de antibiéticos a concentraciones de ng Lt a ug L™ en
el medio ambiente ha generado varios problemas que deben ser resueltos rapidamente por
seguridad de la salud mundial (Biancullo et al., 2019). Ejemplo de ello es el uso de
amoxicilina, debido a que en la naturaleza genera alergias a medicamentos, problemas
toxicoldgicos y aumenta el nimero de bacterias resistentes a antibiéticos (Matsubara et al.,
2020).

La ampicilina (AMP) (Figura 1.3.) es uno de los B-lactamicos de mayor prescripcion en
todo el mundo, CAS 69-53-4. de peso molecular de 349.4 g mol?, log Kow del.45 y pKa de
2.5 (Anjali y Shanthakumar, 2019), ha contribuido en el aumento de bacterias resistentes a
antibidticos, debido a que continuamente es desechada al medio ambiente (Islas et al., 2017).
Incluso, se ha demostrado que, durante la transferencia vertical de material cromosémico, es
decir, cuando una célula bacteriana comienza con su division los cromosomas de la bacteria
madre son compartidos con la célula hijay por lo tanto, los genes de resistencia a antibioticos
producidos por la constante exposicion de las bacterias a antibidticos son compartidos entre
células y la poblacion de este tipo de superbacterias aumenta (Manage y Liyanage, 2019). Se
han clasificado a 5 tipos de resistencia a antibioticos, tal es el caso de la resistencia natural,
resistencia adquirida, resistencia cruzada y resistencia a maltiples medicamentos. Esta ultima
se da por medio de 5 mecanismos, destruccién enzimatica, modificacién de objetivos de
antibioticos, efluvios, reduccion de la permeabilidad y creando distintas rutas metabolicas
del antibidtico (Manage y Liyanage, 2019). Por todo ello, es de suma importancia reducir,

eliminar y evitar que la presencia de antibidticos continte en el medio ambiente.
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1.3 Compuestos nitrogenados

Las alteraciones en los ciclos biogeoquimicos a causa del aumento en la emision de
compuestos contaminantes por el desarrollo industrial, ha ido en aumento. Ciclos como el
del carbono, del azufre, del fésforo y del nitrégeno, son los principalmente afectados. Este
ultimo ha sido modificado a causa de la quema de combustibles, la produccion y el uso de
fertilizantes nitrogenados, asi como el cultivo de mezclas de legumbres (Cervantes, 2009).

Por ello, se han observado multiples problemas como:
A) Problemas ambientales

Emision a la atmosfera de 6xidos de nitrégeno como N2O, ha contribuido al aumento del
efecto invernadero, debido a que el 6xido nitroso se ha incluido en la lista de los gases de
efecto invernadero y, de hecho, se ha reportado su capacidad para almacenar calor de hasta
230 veces mayor a CO, (Meza, 2008). EI N2O es un producto que se genera comunmente en
plantas de tratamiento de aguas residuales convencionales por la conversion de N-NH4, dado
que los procesos nitrificantes y desnitrificantes se llevan a cabo de forma incompleta debido
a las bajas concentraciones de oxigeno disuelto y una consecuencia de esto son las constantes
emisiones de N2O a la atmosfera (Beier et al., 2021; Conthe et al., 2019). También, se ha
reportado que los suelos agricolas contribuyeron globalmente en un 55 % al total de
emisiones en el afio 2005 y se ha estimado que este porcentaje incrementard a 59 % al afio
2030.

Segun Cervantes (2009), el dioxido de nitrégeno (NO2) y el monoxido de nitrégeno
(NO) son parte de la lista de compuestos con capacidad de aumentar la acidez de cuerpos de

agua natural, lo cual trae consigo diferentes consecuencias como:

1. Perturbaciones metabdlicas y respiratorias en moluscos, insectos, peces y algunos
otros animales.

2. Incremento en la bioacumulacion y toxicidad de aluminio y otros metales traza en
insectos, crustaceos, peces y anfibios.

3. Depresion de la fotosintesis y reduccion de la productividad en plancton y especies

de algas.
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4. Disminucion de la diversidad de especies de fitoplancton y comunidades perifiton,

con la baja de especies sensitivas.

5. Disrupcion de la regulacion ionica, especialmente en la baja de sodio en el cuerpo y
la dificultad para obtener el suficiente calcio en moluscos, insectos, crustaceos, peces
y anfibios.

6. Reduce la tasa de crecimiento en claddceros, peces y anfibios.

Aunado a todo lo anterior, se sabe que las actividades agricolas son una de las principales
fuentes de nitrogeno en rios y lagos, ocasionado por el continuo uso de fertilizantes y
pesticidas a base de compuestos nitrogenados tales como NO2, NOz y NHs*. Altas
concentraciones de nitrogeno organico e inorganico en el agua han provocado que
actualmente, estos se encuentren en estado de eutrofizacion (Shitu et al., 2021), generando
un aumento del crecimiento de algas y disminuyendo la concentraciéon de oxigeno disuelto
afectando a la biota acuatica, provocando la disminucidn de especies y su subsistencia
(Hassanpour et al., 2019).

B) Salud del ser humano

Se ha reportado que NO3™ provoca metahemoglobinemia y cancer gastrico, resultado de la
formacion de sustancias quimica genotoxicas por metabolismo enddgeno en bacterias
gastrointestinales. NO2™ por su parte, al entrar en contacto con la saliva forma nitrosaminas,

consideradas como cancerigenas (Meza, 2008).
1.4. Tecnologias para el tratamiento de aguas residuales

A lo largo de los afos, plantas de tratamiento de aguas residuales (PTARS)
convencionales se han centrado en la eliminacion de materia organica y algunos nutrientes
provenientes de aguas residuales de cualquier tipo. En la mayoria de estas, se han aplicado
procesos biologicos como los lodos activados, humedales artificiales, reactores secuenciados
en lote, entre otros (Parida et al., 2021). Sin embargo, estos no han sido lo suficientemente
eficientes para la eliminacion de algunos otros compuestos organicos e inorganicos como los
contaminantes emergentes, por lo que se consideran una de las principales fuentes de emision
de estos compuestos y dado el creciente conocimiento de los efectos de estos compuestos, es

de vital importancia su eliminacion del medio ambiente. Los procesos de reciente estudio son
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los fisicos, quimicos, la combinacion de ambos y en algunos casos los tratamientos

biologicos.
1.4.1 Tratamientos fisico-quimicos
A) Coagulacién

El mecanismo de coagulacion consiste en la remocion de materia organica, particulas
suspendidas, nitrogeno y fosforo mediante el uso de agentes quimicos como cloruro
poliférrico (PFC) y FeCls (Ezeuko et al., 2021).

B) Absorcidn en carbon activado

La porosidad del carbén activado ha sido en gran medida una alternativa para la eliminacion
de CEs del agua, con eficiencias superiores al 90 %. Se ha reportado la remocion de
farmacéuticos como ciprofloxacino, primidona, levofloxacino, eritromicina, ibuprofeno,

diclofenaco, trimetoprima, cafeina, carbamazepina, entre otros (Khan et al., 2022).

Ademas de las tecnologias con carbon activado, se han comenzado a estudiar materiales
resultado de la calcinacion de materia organica como es el caso de Biochar, el cual es
producido a partir de pir6lisis de material celuldsico. Algunos reportes han mencionado que
la porosidad del material posee sitios activos para la interaccion hidrofébica con los CEs
(Tang et al., 2022).

C) Procesos de oxidacion avanzada (POA)

Los POA se llevan a cabo de dos maneras, con la generacion de radicales hidroxilos (eOH),
el cual es un potente compuesto oxidante, o bien con la formacién de compuestos oxidantes
de moléculas organicas. Dentro de los procesos de oxidacion avanzada, se consideran a la
ozonacion, procesos Fenton (Fe?*/H.0,), foto Fenton (UV/H202/Fe?*), UV/H.0, y Fenton
con luz solar (Anjali y Shanthakumar, 2019).

1.4.2 Tratamientos bioldgicos
A) Sistemas MBR

Los procesos con reactores bioldgicos de membrana, MBR, consisten en un recipiente

con agitacion en el que los lodos y los sustratos son impactados constantemente con la
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finalidad de facilitar la biodegradacion. Son similares a los tratamientos con lodos activados,

solo que en estos presentan mejores beneficios, dado que son compactos y simples, de facil
operacion, presentan bajos tiempos de retencion, requieren de menor espacio, se pueden
generar menores concentraciones de lodos y las cargas pueden ser grandes, comparado con

los procesos con lodos activados (Shitu et al., 2021).
B) Humedales artificiales

Los humedales, son sistemas artificiales de alta complejidad, de bajo costo y estan
compuestos por plantas de una especie, grandes comunidades de microorganismos vy
sustratos. Se consideran como una alternativa en el tratamiento de aguas residuales
contaminadas con productos farmacéuticos (Santos et al., 2019). En ellos se llevan a cabo
procesos fisicos, quimicos y algunos bioldgicos, donde en el caso de los fisicos predominan
la fotodegradacion y la adsorcion-desorcion, pero pueden llevarse a cabo algunos otros como
volatilizacién, absorcion en plantas y acumulacion (llyas et al., 2021). En el caso de los
bioldgicos, los procesos dominantes son la biodegradacién (aerobia o anaerobia) y la
fitorremediacion (Santos et al., 2019). Sin embargo, estos atin no eliminan por completo CEs

0 bien solo los acumulan sin transformarlos para trasladarlos de una matriz ambiental a otra.
C) Metanogénesis

La metanogénesis consiste en la transformacion de compuestos organicos en CHs y COs,
bajo condiciones aerobias. Este es uno de los procesos mas comunes que se llevan a cabo en
reactores bioldgicos de plantas de tratamiento de aguas residuales (Beristain et al., 2015). Sin
embargo, metano es el gas que mayor contribuye al fenémeno de efecto invernadero que

causa el cambio climético en todo el mundo (Chen et al., 2019).
D) Nitrificacién

La nitrificacion es un proceso bioldgico perteneciente al ciclo biogeoquimico del nitrégeno
que consiste en la oxidacién de NHs hasta NO2" y NOgz". Este proceso se lleva a cabo en
compartimentos ambientales como suelo y agua y se divide en dos etapas; la amonio

oxidacion y posteriormente, la nitrato oxidacion (Cervantes, 2009).

Se han reportado bacterias con capacidad nitrificante durante la amonio oxidacion a

proteobacterias como Nitrosomonas, Nitrosospira y Nitrosococcus mobilis. Asimismo, en el
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caso de nitrato oxidacion, se han incluido a Nitrobacter, Nitrococcus y Nitrospira. Ademas,

dentro de los factores principales que influyen en la eficiencia de la nitrificacion, se considera
a la temperatura (28 a 36 °C), pH (7.5 a 8), las concentraciones de los sustratos, asi como
factores inhibitorios que puedan producir y la concentracion de oxigeno disuelto (Cervantes,
2009)

E) Desnitrificacion

La desnitrificacion (Figura 1.4.), es una etapa del ciclo biogeoquimico del nitrogeno que
consiste en la reduccion de NOs™ hasta N2 (Rambags et al., 2019). En este proceso intervienen
4 enzimas: Nitrato reductasa (Nar), nitrito reductasa (Nor), 6xido nitrico reductasa (Nir) y

oxido nitroso reductasa (Nos).

Awmpicilii AMP
17pB-estradiol (E2) mpicilina (AMP)

Figura 1.4. Esquema representativo de la desnitrificacion.

1) Microbiologia de la desnitrificacion

El proceso desnitrificante se lleva a cabo en diferentes géneros de bacterias y, de hecho, es
uno de los procesos que se lleva a cabo en diferentes compartimentos ambientales a lo largo
de todo el mundo. Para que se lleve a cabo es necesaria la presencia de un donador de
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electrones que regularmente es una fuente organica, dado que esta etapa del ciclo del

nitrégeno se lleva a cabo bajo condiciones andxicas (Cuervo et al., 2017). Organismos
autotrofos y heterétrofos participan en el proceso, son considerados como facultativos y su
habilidad para biodegradar compuestos o sustratos carbonados depende de las propiedades
fisicas y quimicas de cada compuesto (Han et al., 2020; RebereCuervo et al., 1999). Ademas,

poseen diferentes caracteristicas fisicas y morfolégicas como lo expone la Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Algunos géneros microbioldgicos que llevan a cabo la desnitrificacion (Cervantes, 2009).

Familia Género Morfologia Caracteristicas fisiologicas
Alcaligenaceae Alcaligenes )
Baston o ) .
Pseudomonadaceae Pseudomonas Organotroficas y litrotréficas
Rodobacteriaceae Paracoccus Cocos
Hidrogenofilaceae Tiobacillus Litotroficas
Bradirizobiaceae Rodopseudomonas . Fototréficas
. ] Baston ]
Bacillaceae Bacillus Fermentativas
Rizobiaceae Rizobium Organotroficas fijadoras de N
Neisseriaceae Neisseria Patogénicas organotroficas
o ) o ) Cocos .
Propionibacteriaceae Propionibacterium Organotroficas

Organograficas desnitrificantes se han encontrado en suelos, agua superficial, agua
subterranea y en sedimentos, asi como en plantas de tratamiento de aguas residuales y en
especifico en reactores configurados bajo condiciones organotréficas, autotroficas o

mixotréficas (Cuervo et al., 2017).

Este proceso ha sido utilizado en el tratamiento de agua residual rica en nitrégeno inorganico,
pero también ha demostrado buenos resultados en la eliminacion de algunos compuestos
organicos sin la produccién mayoritaria de biomasa y en bajas relaciones C/N (Zhang et al.,
2020).

2) Bioguimica de la desnitrificacion

El proceso desnitrificante se compone por una serie de reacciones, donde cada una es

catalizada por una enzima especifica. Estas enzimas son reductasas, las cuales son
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sintetizadas por microorganismos cuando las condiciones ambientales se vuelven andxicas
(Tabla 1.2)

Tabla 1.2. Enzimas desnitrificantes y su localizacion (Cervantes, 2009).

Enzima Localizacidn en la célula Grupo prostético

Membrana celular y espacio

Nitrato reductasa (Nar) periplésmico Molibdeno

Nitrito reductasa (Nir) Espacio periplasmico Cobre y Hemo
Oxido nitrico reductasa (Nor) Membrana celular Grupo Hemo
Oxido nitroso reductasa (Nos) Espacio periplasmico Cobre

Reduccién de NO3 a NO2: Nitrato reductasa

En la primera etapa del proceso desnitrificante, NO3™ atraviesa la membrana celular y
se acopla a la enzima Nar para ser transformado a NO>". Se han descrito 4 tipos de enzimas
nitrato reductasas, dos de ellas son enzimas respiratorias, una acoplada a la membrana (Nar)
y otra se localiza en el espacio periplasmico (Nap) (Cervantes, 2009). Nar estd compuesta

por diferentes subunidades:

1. Subunidad a: De peso molecular de 104-150 KDa, donde el sitio activo es
contenido en molibdeno.

2. Subunidad B: De peso molecular de 118-150 KDa. Regula la transferencia
de electrones entre las otras dos subunidades.

3. Subunidad y: De peso molecular de 19-20 KDa y estd ligada a la

membrana celular.

Han sido propuestas que este mecanismo de reaccion se localiza en el centro de molibdeno
donde la etapa de reduccion cambia de Mo(IV) a Mo(VI) (Cuervo et al., 2017).

Reduccion de NO2” a NO: Nitrito reductasa

En este paso, NO>™ es reducido a NO mediante la enzima nitrito reductasa. Algunos reportes
han demostrado la participacién de dos tipos de enzimas nitrito reductasa, pero con diferente

grupo prostético por lo que son mutuamente excluidos. Por ello, pueden encontrarse solo un
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tipo dentro de los microorganismos desnitrificantes (Cervantes, 2009). Una de estas enzimas

contiene cobre como grupo prostético (CuNIR) y la otra es el citocromo cd; con el grupo

Hem como cofactor.
Reduccion de NO a N.O: Oxido nitrico reductasa

En esta etapa, NO es reducido hasta N2O por la accion de la enzima 6xido nitrico reductasa
(Nor). Esta ultima es conocida también como citocromo bcy y se ha logrado purificar y
extraer de microorganismos como Pseudomonas stutzeri, Paracoccus denitrificans, P.

aeruginosa, Flexibacter canadensis y Achromobacter cycloclastes (Cervantes, 2009).

Nor se le ha asociado a la membrana celular y se ha observado que sélo se sintetiza bajo
condiciones anaerobicas. Diferentes reportes mencionan que el 6xido nitrico reductasa se

compone de dos subunidades:

1) Citocromo c¢ (NorC) con peso molecular de 17 KDa.

2) Citocromo b (NorB) con peso molecular de 53 KDa.

Los grupos prostéticos para esta enzima son Hem C, Hem B y Fe no-Hem, por lo que se ha
mencionado que los sitios activos de la enzima se encuentran en el sitio binuclear y esta

compuesto de Hem B y no-Hem (Cervantes, 2009).
Reduccién de N2O a N: Oxido nitroso reductasa

La reduccién de N2O hasta N2 es la ultima etapa del proceso desnitrificante, en la cual es
catalizada por la enzima 6xido nitroso reductasa (Nos). Esta enzima es soluble y se localiza
en el espacio periplasmico con un peso molecular de 70 KDa. Se compone por subunidades,
donde cada subunidad contiene cuatro diferentes &tomos, los cuales son organizados en dos
centros binucleares CuA y CuZ (Cervantes, 2009). Estudios acerca de la estructura
tridimensional de CuZ han mostrado un d&tomo de sulfuro en el centro que es ligado con
cuatro atomos de cobre (Cu I a Cu IV). Se ha propuesto que N2O esta relacionado con Cu
V.

3) Factores que afectan la desnitrificacion

El desempeiio del proceso desnitrificante es controlado por diferentes factores

medioambientales como son la concentracidn, tipo y solubilidad de los sustratos, la relacion
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carbono-nitrégeno (C/N), temperatura y pH. Cada uno de ellos juegan un papel importante

en el metabolismo y bioquimica de los microorganismos desnitrificantes (Cuervo et al.,
2017).

En el caso de la relacion C/N, diversos estudios han sugerido que, a una relacion muy proxima
a la estequiométrica, determinada entre los sustratos, se obtiene una desnitrificacion

completa. Ademas, esta relacion controla la produccion de biomasa.

En el caso de pH, se considera una variable independiente que afecta al proceso en diferentes
niveles, pero el valor 6ptimo para un desempefio completo de los microorganismos es a pH
cercano a 7 (Cuervo et al., 2017). Algunos estudios mencionan que a valores bajos de pH se
puede presentar una inhibicién en la reduccion de éxido nitroso, por lo que la produccion de

N2 se ve reducida (Cervantes, 2009).

En cuanto a la temperatura, se ha reportado un rango 6ptimo que va de los 20 a los 35 °C.
Pero si éstos son menores 0 mayores, la cinética del proceso y el crecimiento bacteriano se
veran afectados. Asi también, los cambios de temperatura afectan directamente a la estructura

de la membrana celular, asi como la de lipidos y proteinas (Cervantes, 2009).
4) Cinética de la desnitrificacion

La cinética de la desnitrificacion se ha representado mediante el modelo de Monod,

considerando los sustratos, tanto carbonados como nitrogenados empleados (Ecuacion 1.1).

S] [N]
Ks[S] Kn+[N]

U= Unmax Ecuacion 1.1

Donde:

= velocidad especifica de crecimiento.

umax = Velocidad especifica de crecimiento maxima.
[S] = concentracidn de sustrato.

[N] = concentracidn del sustrato nitrogenado y

Ksy Kn = constantes de saturacion de cada sustrato usado.
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Cervantes y col., 2000, mencionan que el valor de la constante de saturacion K, del nitrato

es muy bajo cercano a 0.1 g N-NOs™ L%, por esta razon, la desnitrificacion se ha considerado
independiente de la concentracion de esta especie, resultando de este modo la Ecuacion 1.2.

_ [s]
nu' - .umax KS+ [S]

Ecuacion 1.2
Donde:

= velocidad especifica de crecimiento

umax = velocidad especifica de crecimiento maxima

[S] = concentracidn de sustrato.

Ks= constante de saturacion

Las velocidades especificas, tanto de consumo de sustratos (gs) como de formacion de
productos (gp), también pueden ser calculadas a partir de la ecuacion modificada de Monod
(Ecuacion 1.3), esta ecuacion no considera el crecimiento microbiano (Beccari et al., 1983;
Wiesmann, 1994; Cervantes et al., 2000).

[S] .,
ds = 9max Ks + 5] Ecuacién 1.3

Donde:

gs = velocidad de consumo de sustrato o de formacion de producto
gmax = velocidad especifica maxima de consumo de sustratos

Ks = constante de saturacion del aceptor de electrones

[S] = concentracidn de sustrato

Cada etapa del proceso desnitrificante tiene una velocidad especifica que depende de las
caracteristicas cinéticas de cada enzima, de este modo, si las enzimas involucradas en los
ultimos pasos presentan una velocidad de reaccion menor que las de la primera etapa, habra
acumulacién de intermediarios (Cervantes et al., 2000). En la literatura se encuentran reportes

donde mencionan que la acumulacion de N2O es la etapa mas lenta durante la reduccion de
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nitrato a N2 y que puede depender de la presencia de algunas especies de azufre como HsS,
HS y So”y del pH de trabajo (Phan et al., 2014).
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I1.- Antecedentes

2.1. Procesos fisicoquimicos para la eliminacion de E2 y AMP

En los ultimos afios, diferentes procesos fisicos y quimicos se han aplicado para la
eliminacion de 17B-estradiol y ampicilina. Bennett et al. (2018) realizaron experimentos en
lote aplicando un proceso de oxidacion avanzada (POA) a una concentracion de 10 pg L™ de
E2 como Unica fuente carbonada y en mezcla con sus metabolitos como estrona (E1) y estriol
(E3). Los autores realizaron una irradiacion con luz UV combinada con UV/H20, empleando
una lampara UV de mercurio de 1kW. Los resultados reportados mostraron eficiencias (E)
de eliminacién de E1, E2 y E3 de 64, 15 y 42 % respectivamente, después de 45 min de
exposicion. No se reportd el destino final de los contaminantes y aunque los tiempos de
eliminacién son cortos en comparacion con los procesos bioldgicos, cabe la posibilidad de
una acumulacién de algunos radicales libres, considerados de alto riesgo para los seres vivos.
Por otro lado, Kovacic et al. (2018) reportaron que al exponer 5 UM de E2 a luz emitida por
una lampara de Xe de 450 W, ajustandolo hasta 124.78 + 0.11 mW cm obtuvieron una Egz
de 30 % en menos de 95 min. Durante este tipo de procesos fotocataliticos existe una amplia
posibilidad de produccion de algunos radicales libres como los hidroxilo (¢ OH), los cuales
pueden generar mayores efectos negativos en el medio ambiente que el compuesto problema,

como en el reporte de Bennett et al. (2018).

Kim et al. (2015) realizaron el estudio de la eliminacion de E2 a concentraciones de 1 a 50
ug L mediante un sistema de ultrasonido con una potencia superior a los 2.2 kW, equivalente
a una frecuencia de 20 kHz. En este estudio, la eficiencia de eliminacion fue cercana al 60 %
y la cinética de eliminacion sigui6é una cinética de seudo segundo orden. Aunque en este
trabajo no se elimind por completo E2, no se cuantificaron y detectaron metabolitos
secundarios, pero tampoco los productos del proceso. Esto evidencia que el ultrasonido no
elimina por completo E2 y no presentan potencial para su aplicacion en sistemas de aguas

residuales reales.

Para el caso de los antibidticos, también se han aplicado procesos fisicoquimicos para su
eliminacién en cuerpos de agua natural y residual, tal es el caso del estudio realizado por
Biancullo et al. (2019), donde se tomaron aguas residuales que contenian concentraciones de

azitromicina, trimetoprima, ofloxacino y sulfametoxazol en mezcla y a concentraciones de
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100 pg L. Se le aplico un proceso fotocatalitico con TiO2 e irradiado con luz UVA. Se
reportaron eficiencias de foto degradacion superiores al 99 % en menos de 60 min, pero con
el uso de 4 lamparas Led y no s6lo una. En este tipo de procesos, al producirse compuestos
con radicales libres, pueden generar afectaciones al entorno en el que se encuentran y agravar

la problematica ambiental.
2.2. Procesos bioldgicos para la eliminacién de E2 y AMP

Por otro lado, los procesos biolégicos son considerados amigables con el medio ambiente, ya
que los productos generados no tienen las mismas propiedades quimicas que los producidos
en los procesos fisicoquimicos. Sin embargo, al igual que los POA, los resultados obtenidos
por diferentes autores no han tenido una eficiencia completa o bien el tiempo de eliminacion
resulta muy largo en contaminantes como E2 y AMP. Por ejemplo, Li et al. (2020), reportaron
que al estudiar la eliminacién de 1 mg L™ de E2 en reactores de membrana (MBR),
inoculados con lodos nitrificantes, alcanzaron una Eg> de 96 a 98 % en 64 dias, equivalentes
a mas de 1500 h de reaccion. Asimismo, en este estudio se reportd la formacion de
metabolitos secundarios como E1 y no se menciond el destino final del contaminante. En
otro estudio, Fernandez et al. (2017) reportaron eficiencias de consumo de 68 % en la
biodegradacion de 5 mg L de E2, después de 90 dias de ensayo, usando Bacillus
licheniformis. Cabe mencionar que, a pesar de obtener eficiencias superiores al 50 % en los
estudios antes mencionados, no se reportd el destino final de los contaminantes y debido a la
incompleta eliminacién, el E2 continla incorporandose a cuerpos de agua natural,
manteniendo la problematica ambiental. Amin et al. (2017) estudiaron la biodegradacion de
200 mg L™ de E2 en mezcla con E1 en un reactor MBR aireado, donde se obtuvieron
eficiencias de biodegradacion de 95 a 97 % en 16 dias de tiempo de retencion hidraulica
(TRH). Aunque el tiempo de biodegradacion fue de 16 dias, casi 400 h, se concluy6 que E2
es de facil biodegradacion comparado con otros compuestos hormonales sintéticos como
etinilestradiol (EE2). Castellanos et al. (2021) estudiaron la capacidad de biodegradacion de
un lodo granulado al exponerlo a un agua residual que contenia 50 mg N-NH4* L%, 16 mg P-
PO,* L, 400 mg de COD Ly afiadiendo 20 pg L™ de una mezcla de E2 y EE2, obteniendo
eficiencias de biodegradacion de 99y 93 %, respectivamente. Lo que es similar a lo reportado
por Amin et al. (2017).
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Huang et al. (2019) evaluaron la biodegradacion de 1 y 0.5 mg de E2 L™ mediante el uso de
chlorella, reportando eficiencias de biodegradacion de E2 de 65y 92 %, respectivamente. En
este estudio se evalud el crecimiento de chlorella contrastandolo con la disminucion en la
concentracion a lo largo del tiempo, concluyendo que a mayor concentracion inicial de E2

en el experimento, mayor inhibicién en el crecimiento.

En el caso de la ampicilina, se han evaluado procesos fisicos y algunos bioldgicos para su
biodegradacion, tal es el caso del realizado por Ramirez et al. (2020) donde estudiaron en
ensayos nitrificantes en lote, la eliminacion 10, 20 y 50 mg L™ de C-AMP como (nico
donador de electrones. Después de 24 h de reaccidn, reportaron eficiencias de consumo de
hasta 70.5 % y de 99.7 %, de AMP y NH.*, respectivamente. Asimismo, Islas et al. (2017)
obtuvieron eficiencias superiores al 99 % en la biodegradacion de 10 mg L™ de C-AMP, con
114 mg N-NO3™ L* usando un lodo desnitrificante. Sin embargo, en este proceso se afiadieron
100 mg C-CH3COO" L como cosustrato lo que permitié la mejora del proceso respiratorio
desnitrificante para la completa biodegradacion de ampicilina. Cabe mencionar que, en este
estudio si reportaron lo productos finales del proceso, en donde se menciona que todo el C-
AMP y C- CH3COO" y el N-NOs" fue transformado a C-HCO3 y N3, con rendimientos de

produccidn superiores a 0.9.

En algunos casos, se ha estudiado el proceso desnitrificante para la biodegradacion de otros
antibidticos, como es el caso de lo reportado por Zhang et al. (2020), donde evaluaron la
biodegradacion de 20 pug L de sulfametoxazol (SMX) mediante un proceso desnitrificante
en un reactor SBR, utilizando sulfuro como donador de electrones y NOz", como aceptor. En
este trabajo se alcanzaron eficiencias de tan solo 30 % de eliminacion de SMX, con una
velocidad especifica de consumo de 3.7 + 1.4 pug g SS* d*. Sin embargo, a pesar de tratarse
de un proceso desnitrificante, no se menciona el destino final de los compuestos, como se ha

reportado en otros estudios.
2.3 Antecedentes de la desnitrificacion

Lodos con capacidad desnitrificante han sido utilizados para la biodegradacion de
compuestos recalcitrantes provenientes de la industria como la petroquimica y la
farmacéutica. Con este proceso se ha logrado biodegradar estos contaminantes a compuestos

inocuos para el medio ambiente y con altas eficiencias de biotransformacién. Cabe mencionar
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que la desnitrificacion es uno de los Unicos procesos en el que se monitorea el destino final

de los contaminantes, es decir, los productos del proceso que en su mayoria son HCO3™y N2

como lo muestra la Tabla 2.1.

Tabla 2.1. Algunas aplicaciones de la desnitrificacién para la biodegradacion de compuestos

recalcitrantes industriales y farmacéuticos.

Compuesto Concentraciones Condiciones Resultados Referencia
(sustratos)
p-cresol 10-65 mg L* Lodo Ep-cr= 100+0.15 % (Gonzélez et al.,
113.6 mg N-NO, L desnitrificante Enoz-= 100£1.4 % 2013)
2gSSv LY Yechcos= 140.15
pH 7, 200 rpm Yne=1+0.01
C N10.088 Sin intermediarios
Fenol 69-92 mg C-Fenol L* Lodo Ec-2-cp= 94.745.3 (Martinez et al.,
60-108 mg C-Ac L desnitrificante % 2012)
0.5+0.04 g SSV L- Enoz-= 100+0.01
! %
pH 7, 200 rpm Yhcos-= 0.99+0.05
CN11 Yn2=0.94+0.02
Sin intermediarios
Benceno, 15-100 mg C-Tolueno L- Lodo Ec-to= 100 % (Pefia et al., 2004)
tolueno 'y ! desnitrificante Ec-xileno= 60+0.9 %
xileno 15-70 mg C-Xileno L! 1.1+0.159SSV L~ Eno2-=100y 65 %
! Yhcos-= 0.85+0.01
pH 7, 200 rpm Ynz= 0.98+0.02
CN11 Sin intermediarios
Quinonas: 0.035,0.2,1.0y 2.0 Mm Lodo Afectaciones en la (Cadena et al.,
Menadiona de cada quinonay en desnitrificante eliminacion de p- 2019)
(MEN), mezcla con 50 mg C-p- 1gSsSvL? cresol
alizarina cresol L. pH 7 Ep-cresol menores al
(ALZ)y C/IN1.2 39 % debido a la
AQDS presencia de
p-cresol quinonas.
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Antecedentes

Tolueno Cargas de 25, 50, 75, 100 Reactor UASB Ec-Tolueno > 98% (Martinez et al.,
y 125 mg C-ToluenoL*  C/N 1.4, TRH=2 En-nos-> 87% 2007)
d* en mezcla con C- d, T=30°C, V= Yc-reos- = 0.70
CH3COO- 14 L. Yn2 > 0.88
El proceso
respiratorio del
lodo se ve afectado
por la presencia de
Tolueno.
C-CH3COO/C-Tolueno: Lodo Ec-Tolueno > 96 % (Martinez et al.,
desnitrificante Ec-cHscoo- > 96 % 2009)

65/20, 50/30, 30/50 y
10/70

1+0.11gSSVL?
pH=7
30 °Cy 150 rpm

En-no3- > 96 %
Yc-Heos- Y Yz
cercano al
Afectaciones en la
cinética del
proceso por
Tolueno
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I11.- JUSTIFICACION

La gran lista del grupo de contaminantes emergentes continua en aumento, debido a que con
el paso del tiempo se contindan identificando y cuantificando compuestos farmacéuticos, de
uso personal, industriales y algunos otros provenientes de todas las diferentes actividades
antropogénicas en cuerpos de agua natural. Dentro de este grupo se ha incluido a 17f-
estradiol y ampicilina, dos compuestos farmaceuticos utilizados en el tratamiento de
diferentes enfermedades en el ser humano y en animales. En estos tratamientos, un porcentaje
del farmaco no es asimilado por completo en los cuerpos receptores, por lo que una cierta
concentracion es incorporada a cuerpos de agua natural mediante fuentes de agua residual.
Incluso, 17p-estradiol es un estrégeno que se sintetiza de manera natural en hembras, por lo
que su incorporacion es natural y continua al medio ambiente. Diferentes estudios han
asociado la presencia de E2 y ampicilina a concentraciones minimas de ng L™ con algunos
problemas en fauna acuéatica como la feminizacion, disrupcion enddcrina, baja en la
fertilidad, disminucion en el conteo de esperma y en el caso de AMP, contribuye en el

aumento de bacterias resistentes a antibidticos.

Los procesos de tratamiento de aguas residuales convencionales no han logrado eliminar
completamente estos compuestos. Sin embargo, en las ultimas décadas, se ha comenzado con
el estudio de diferentes procesos fisicoquimicos para la eliminacién de algunos
contaminantes emergentes como E2 y AMP. No obstante, estos aln no consiguen alcanzar
eficiencias completas de eliminacion, no reportan los productos del proceso o bien, pueden

generar especies mas reactivas que el compuesto original.

Si bien, aun es minima la literatura en cuanto al tratamiento de contaminantes emergentes
con procesos bioldgicos, la desnitrificacion ha demostrado biodegradar totalmente
compuestos farmacéuticos y algunos industriales provenientes de la industria petroguimica
con eficiencias de biodegradacion completas y con productos inocuos para el medio ambiente
como es HCOs y Na. Por ello que se estudiara el proceso respiratorio de un lodo
desnitrificante en presencia de E2 y AMP como fuentes donadoras de electrones.
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IV.- OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

1.

Evaluar la capacidad del proceso desnitrificante para la biodegradacion de 17p-

estradiol y ampicilina contenidos en agua, asi como la toxicidad del efluente.

4.2. Objetivos especificos

1.

Alcanzar el estado estacionario desnitrificante (EED) de un lodo de origen
metanogénico proveniente de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de
Atotonilco de Tula en un reactor UASB alimentado con acetato de sodio como fuente
de electrones y nitrato de sodio como aceptor de electrones.

Evaluar en ensayos en lote fenémenos fisicos y quimicos entre los sustratos en
presencia y ausencia de lodo desnitrificante inactivo.

Evaluar en ensayos en lote la capacidad del consorcio desnitrificante para biodegradar
acetato a diferentes concentraciones y los resultados obtenidos utilizarlos como
referencia.

Evaluar en ensayos en lote la capacidad de un consorcio desnitrificante para la
biodegradacion de 17B-estradiol y ampicilina a diferentes concentraciones a una
misma relacion C/N.

Evaluar en ensayos en lote la capacidad de un consorcio desnitrificante para la
biodegradacion de 17f3-estradiol, acetato y ampicilina a diferentes concentraciones a
una misma relacion C/N.

Evaluar la toxicidad del efluente de los ensayos con 173-estradiol y ampicilina como
Unicas fuentes de electrones a través de un ensayo de micronucleos (MN) en Vicia

faba.
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V.- METODOLOGIA
5.1 Montaje y operacion de reactor UASB

Se utilizd un reactor anaerobio de manto de lodos con flujo ascendente (Por sus siglas
en inglés, UASB: Upflow Anaerobic Sluge Blanket) de 1.350 L de volumen de trabajo,
alimentado en continuo bajo un tiempo de residencia hidraulica (TRH) de 2 dias, pH de 8.147
+ 0.7 y temperatura constante de 30 + 0.5 °C mediante el uso de un recirculador de agua
Techne Tempette (mod TE-8D) (Islas et al., 2017; Martinez et al., 2004; Cuervo et al., 1999).
El reactor se inocul6 con 4.5 gr L de lodo anaerobio de origen metanogénico, proveniente
de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de Atotonilco de Tula, Hidalgo. La
composicion del influente del UASB consistié en 250 mg C-CHsCOO™ L d! como fuente
de carbono y 138.89 mg N-NOs L™ d! como fuente de nitrégeno, manteniendo en todo
momento una relacién C/N de 1.8. Cada fuente se aliment6 por separado con la finalidad de
evitar la precipitacion de compuestos del medio mineral. La composicion del medio de cada
fuente se muestra en la Tabla 5.1. El medio 1 corresponde a la fuente carbonada y el medio

2 a la de nitrogeno.

Tabla 5.1. Composicion de medio de cultivo de alimentacién del reactor UASB.

Medio mineral 1 Medio mineral 2
(mg/L) (mg/L)
C-CHs3COO- 1000 N-NaNOs 555.55
KH2PO4 1000 CuS04-5H20 20
Na2Mo0Os-2H-20 120 FeCls-6H20 100
CaClz:2H20 60
MgSOs-7H20 400

El flujo volumétrico de biogas a la salida del UASB fue medido por desplazamiento
y para ello se conectd la campana separadora de biogas del reactor a una columna invertida,
la cual se sumergi6 en una solucion acida saturada de NaCl (200 g L) a pH de 3 con la
finalidad de evitar la solubilidad de los gases generados como se muestra en la Figura 5.1
(Martinez et al., 2007). Se evaluaron las concentraciones de los sustratos y de los productos

a la entrada y salida del reactor, hasta que el lodo alcanz6 el estado estacionario
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desnitrificante (EED, CV<100 %). Ademas, se calcularon eficiencias de consumo de

Metodologia

sustratos (E), rendimientos de productos (Y), asi como las velocidades volumétricas de cada

compuesto (Q).

.
Q
i

<

Fuente de
Carbono

Figura 5.1. Diagrama de Reactor Anaerobio de Flujo Ascendente (UASB).

5.2. Cultivos en lote

5.2.1. Medio de cultivo para ensayos en lote

Los ensayos en lote se realizaron en botellas seroldgicas de 60 mL, del cual 80% fue
utilizado como volumen de trabajo y el 20% restante, como espacio de cabeza. A cada botella
se afiadio medio de cultivo, bajo la composicion mostrada en la Tabla 5.2 (Islas et al., 2017)
y las fuentes de nitrogeno y de carbono. Para suministro de nitrégeno se utilizd nitrato de
sodio y para carbono acetato de sodio, E2 y AMP, respectivamente, dependiendo del tipo de

cultivo.
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Tabla 5.2. Composicion de medio de cultivo para ensayos en lote.

Compuesto mg L*
KH4PO4 500
MgSO+*7H20 100
FeCls*6H20 50
CuSO4+*5H20 10
Na:MoOs*H20 25
CaCl2*2H:20 150

Cada una de las botellas fueron inoculadas con 0.5 g de SSV L de lodo en régimen
estacionario desnitrificante proveniente del reactor UASB, mismo que fue lavado en
repetidas ocasiones con solucion fisioldgica (9% NaCl) (Martinez et al., 2012; Gomez &
Goma, 1986). Ademas, las botellas fueron selladas herméticamente con tapas de goma y
casquillos de aluminio y el oxigeno en el espacio de cabeza fue desplazado con una corriente
de Argon de alta pureza durante 5 minutos, con la finalidad de mantener una atmosfera
anoxica (Ramirez et al., 2017). Posteriormente fueron colocadas en una incubadora equipada
con un agitador orbital, estableciendo una agitacion de 200 rpm a 34°C (Islas et al., 2017).
Para la construccion de los perfiles cinéticos de cada ensayo, se tomaron muestras liquidas y
gaseosas de cada botella para su posterior analisis. Los ensayos se realizaron por duplicado
donde cada una de las botellas representé una unidad de tiempo experimental y fueron

desechadas después de su analisis.

5.2.2. Cultivos control abi6ticos y con biomasa inactiva

Con la finalidad de evaluar pérdidas de las concentraciones de E2, AMP, CH3COO"
y NOs", por adsorcion, reaccion quimica o volatilizacion, se realizaron ensayos en los que se
afiadio medio mineral, nitrato y cada una de la fuente de electrones, por separado y en mezcla,
tal como se muestra en la Tabla 5.3. La capacidad de adsorciéon del lodo fue evaluada
mediante la comparacion de 3 procesos de inactivacion del lodo (1) esterilizacion a 101 °Cy
115 kPa, durante 2 horas, (2) secado a 105 °C y 0.7 atm, durante 2 horas y (3) exposicion a

luz UV equivalente a una longitud de onda (A) de 365 nm, por 2 horas.
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Tabla 5.3. Ensayos control abidticos con E2, AMP y N-NOs con tres procesos de inactivacion de
biomasa desnitrificante.

Ensayo control abidtico (mg L™)

Compuesto
2 3 415 6 7 8|9 10 11 12|13 14 15 16
C-E2 30 35 5130 35 5130 35 5130 35 5
C-AMP 30 25 30 25 30 25 30 25
N-NO3- 27 31 27 27|27 31 27 27|27 31 27 27|27 31 271 27
Medio Aplica Aplica Aplica Aplica
Mineral”
Lodo estéril - 500 - -
Lodo Seco - - 500 -
Lodo expuesto - - - 500
auv

*Composicion de medio mineral de acuerdo a la Tabla 5.2.

Se realizo el calculo de un factor que relaciona la concentracion de sustrato respecto
al tiempo con la concentracion inicial del mismo como se muestra en la ecuacion 1. Esto con
la finalidad de conocer el comportamiento de las concentraciones de los sustratos de los
resultados de los 16 experimentos de este estudio y evaluar las diferencias entre cada
pretratamiento de la biomasa.

Cn y
Factor = To Ecuacion 5.1

Donde, Cn se refiere a la concentracion de sustrato (mg L) al finalizar el ensayo y
Co a la concentracion inicial del sustrato (mg L™). Este factor mejora el entendimiento y la
comparacion de los resultados obtenidos en cada uno de los ensayos, puesto que, si el valor

es cercano a 1, no hubo pérdidas de sustratos. Por el contrario, si el resultado del factor es
cercano a 0, las concentraciones del sustrato se perdieron casi por completo.

5.2.3. Ensayos desnitrificantes de referencia con acetato

Se realizaron ensayos desnitrificantes de referencia con CH3COO™ como fuente Unica de
electrones. Esto con el objetivo de evaluar metabdlica y cinéticamente el proceso respiratorio
desnitrificante del lodo. Se realizaron ensayos con 10, 20, 30 y 50 mg de C-CH3COO L' a

una C Nt de 1.1y 1.8 como se muestra en la Tabla 5.4, respectivamente. Cada uno se llevo
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a cabo en botellas seroldgicas con las caracteristicas anteriormente descritas, medio de

cultivo y nitrato como aceptor de electrones, respectivamente.
5.2.4. Ensayos desnitrificantes con estradiol y ampicilina

Se evaluo la capacidad del lodo desnitrificante bajo las condiciones anteriormente descritas,
pero con C-E2 y C-AMP como fuentes carbonadas por separado y en mezcla como se muestra
en la Tabla 5.4. Se afiadio el suficiente N-NO3s™ como aceptor de electrones para mantener
una C/N de 1.1.

5.2.5. Ensayos desnitrificantes con estradiol, ampicilina y acetato en mezcla

Se realizaron cultivos con C-CH3COO-, C-E2 y C-AMP en mezcla como se muestra en la
tabla 5.4. Se utilizd6 N-NO3z™ como aceptor de electrones y se afiadio el suficiente para

mantener una C/N de 1.1.

Tabla 5.4 Ensayos desnitrificantes en lote con C-CH3COO, C-E2 y C-AMP por separado y en
mezcla.

Ensayo Composicién (mg L)
C-CHsCOO" C-E2 C-AMP CoT N-NOs- C/N
| 10 10 9.09 11
1 20 20 18.18 11
1 30 30 16.66 1.8
v 50 50 45.45 11
V 10 10 9.09 11
VI 20 20 18.18 11
VI 10 10 9.09 11
VI 20 20 18.18 11
IX 3.3 3.3 3.3 10 9.09 11
X 10 10 20 18.18 11
Xl 10 10 20 18.18 11
XIl 10 10 10 30 27.27 11
Xllla 20 20 18.18 11
XIVb 20 20 18.18 11

3Ensayo de recuperacion con lodo de ensayo VI, °Ensayo de recuperacion con lodo de ensayo VIII.
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5.2.6. Ensayos de recuperacion con acetato

Con la finalidad de evaluar el porcentaje de afectacion de los lodos al exponerlos a un
contaminante recalcitrante como E2 y AMP, se tomaron los lodos resultantes de los ensayos
con 20 mg C-E2 Lty 20 mg C-AMP L1 y se expusieron a 20 mg C-CHsCOO" L™, por
separado (Tabla 5.4). Estos fueron realizados con N-NOs™ como aceptor de electrones a una
C/N de 1.1.

5.3. Variables de respuesta del proceso en ensayos en lote y reactor UASB

La capacidad del lodo para metabolizar ciertos sustratos y biotransformarlos en un
producto en especifico fue evaluada mediante el céalculo de las eficiencias de consumo para
cada fuente de carbono (Ec-cHacoo-, Ec-e2, Ec-amp) Y de la fuente de nitrégeno (En-noz’), de
acuerdo a las Ecuaciones 5.2.1 a 5.2.4 (Gonzélez et al., 2012).

Ec—cH,c00- = ([Cgccf[g;:)gc;c])f;’?;‘lgdo) x 100 Ecuacién 5.2.1
Ecopy = (%) x 100 Ecuacion 5.2.2
Ec_amp = ([Cfgii]/[;?:‘;;gdo) x 100 Ecuacion 5.2.3
En-no; = ([N[_ﬁ_ogég?;‘xi]do) x 100 Ecuacion 5.2.4

De igual manera, se realizo el calculo de los rendimientos de produccion de nitrégeno
gaseoso (Ynz), didxido de carbono (Yc-coz) y de ion bicarbonato acido (Yc-Hcos’), mediante
las Ecuaciones 5.3.1 a 5.3.3 (Pefia et al., 2004).

[N,] formado

[N-NO3] consumido Ecuacion 5.3.1

YN—N2 =

[CO,] formado

[Fuente organica] consumida Ecuacion 5.3.2

Yc-co, =
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[C-HCO3] formado
[Fuente organica] consumida

Ecuacion 5.3.3

Yc-nco; =

En el reactor UASB, se calcularon las velocidades volumétricas de consumo de sustratos (Qn-
No3- Y Qc-cHacoo-) y formacion de productos (Qnz, Qcoz Y Qrcos-) mediante las ecuaciones
5.4.1 a 5.4.5, con la finalidad de analizar la estabilidad del lodo hasta alcanzar el estado
estacionario desnitrificante (EED), donde las variaciones en cada uno de los flujos fuera
menor al 10% (CV<10%) (Martinez et al., 2007).

mg N-NO3 consumido

QAN-NOF = 5 tamen xtiempo Ecuacion 5.4.1
_ mgC-CH3CO0™ consumido ..
Qc-cH;c00" =~ ommen prrpe— Ecuacion 5.4.2

N ducid i
QNz _ mg N, producido Ecuacion 5.4.3

"~ Volumen Xtiempo

__ mgHCO3 producido .2
Quco; = Totumen xtiempo Ecuacion 5.4.4

g CO; producido Ecuacion 5.4.5

Qco; = Volumen xtiempo
La cinética del proceso respiratorio desnitrificante fue evaluada mediante el célculo de las
velocidades especificas de consumo de sustratos (Qc-e2, gc-amp, Qc-cH3coo- Y QN-NO3-) Y
formacion de productos (gnz, gc-co2 Y QcHcos-), las cuales son expresadas en funcion de la
concentracion de lodo. La determinacion de estas variables se realiz6 empleando las
Ecuaciones 5.5.1 a 5.5.7 en funcion del modelo de Gompertz (Salas et al., 2016).
Velocidades especificas de consumo de sustratos.

mgc_ - consumido i A
C-CH3C00 Ecuacion 5.5.1

qC_CH3COO 8Proteina microbiana X tiempo

mgc—g2 consumido

_E2 = : Ecuacion 5.5.2
dc-E2 8Proteina microbiana X tiempo
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mgc_aMp consumido

dc-amp = -
¢ 8Proteina microbiana X tiempo

mgy_Noz consumido

dN-NoO3 = -
3 8Proteina microbiana X tiempo

Velocidades especificas de generacion de productos.

mgc-co, producido

dc-co, = :
2 8Proteina microbiana X tiempo
mMgc_Hcoz producido
dc-Hco; = -
3 8Proteina microbiana X tiempo
mgy, producido
qn, = -
2 8Proteina microbiana X tiempo

Ecuacién 5.5.3

Ecuacién 5.5.4

Ecuaciéon 5.5.5

Ecuacion 5.5.6

Ecuacion 5.5.7

Por ultimo y con la finalidad de observar el destino final de cada uno de los sustratos, asi

como evaluar acumulaciones a lo largo de los experimentos, se realizaron balances de materia

tanto de las especies nitrogenadas y carbonadas, siguiendo las ecuaciones 5.6.1 y 5.6.2

(Gonzalez et al., 2013).

dc
praudl!

dc _
dt

5.4 Métodos analiticos

N — NO3 gnradal — [N — NO3 satigal = [N = N3 satigal = [N = NO3 gq1iqa] = 0

— = [C — Acetato gpradal — [C — Acetato gajigal — [C — HCOj3 satigal — [C — CO2 satidal = 0

Ecuacion 5.6.1

Ecuacion 5.6.2

Para la construccion de los perfiles cinéticos de cada especie quimica en los ensayos

en lote, asi como el reactor UASB, se analizé cada compuesto mediante el uso de diferentes

métodos analiticos, de los cuales se realizaron sus respectivas curvas de calibracion por

triplicado. Con cada curva se estimo la ecuacion de la recta y el coeficiente de determinacion

(r?), con la finalidad de establecer la linealidad y reproducibilidad de los resultados de cada

método utilizado.
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5.4.1. Analisis de iones NO2" y NO3’

Las concentraciones de iones NO2" y NOs™ fueron determinadas mediante cromatografia
liquida de alta eficiencia (High Performance Liquid Chromatography, HPLC, por sus siglas
en inglés) adaptando el método de (Cadena et al., 2018). Para ello, se utiliz6 un HPLC marca
Perkin Elmer, Series 200 (USA) equipado con detector UV-visible, en donde se establecid
una longitud de onda () de 214 nm. Se empled una columna anionica IC-Pak Anion HR con
una longitud de 75 mm y didmetro interno de 4.6 mm, a la cual se hizo pasar un flujo de 1
mL min de una fase mdvil compuesta por 2% en volumen de una solucién de Gluconato-
Borato, 2% Butanol, 12% Acetonitrilo grado HPLC y 84% de agua grado HPLC. La
composicion de la solucion Gluconato-Borato fue de (g L) Gluconato de sodio (16), Acido
borico (18), Tetraborato de sodio decahidratado (25) y 25% en volumen de Glicerol. La fase
movil y cada una de las muestras, fueron filtradas previamente, utilizando una membrana de
nylon de 0.4 y 0.20 um de tamafio de poro, respectivamente. El volumen de inyeccion fue de
20 uL a temperatura ambiente con un tiempo de corrida de 10 min, la toma de datos se realizo

mediante el software TC Nav version 6.3.1.

Para la construccion de las curvas de calibracion se emplearon soluciones estandares de NO3
y NO2, equivalentes a concentraciones madre de 605 mg L™ y a partir de estas, se realizaron
diluciones para obtener concentraciones de 2, 4, 6, 8, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 80 y
100 mg N L. Posteriormente, se inyectaron por duplicado en el HPLC. A manera de
ejemplo, en las Figuras 5.2 y 5.3 se muestran las curvas de calibracion resultantes para N-
NO2 y N-NOsz", respectivamente, donde se contrastd la respuesta eléctrica del equipo con la
concentracion de cada estandar, demostrando que la respuesta del equipo fue lineal y

reproducible.
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Figura 5.2. Ejemplo de curva de calibracion para N-NO,. m=305451, b= -28659 y r’>= 0.9992.
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Figura 5.3. Ejemplo de curva de calibracion para N-NOs". m=364377, b= 193304 y r>= 0.9998.
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5.4.2. Analisis de N2 y CO>

N2 y CO2 fueron cuantificados mediante un cromatografo de gases (CG) Perkin Elmer
modelo Autosystem XL (USA) de acuerdo al método reportado por (Cadena et al.., 2018).
El GC estuvo equipado con un detector de conductividad térmica (TCD), asi como una
columna capilar HP-PLOT/Q, marca Agilent Technologies (USA) de 30 m de longitud, 0.530
mm de diametro interno y 40 um de tamario de particula. Como fase movil se utilizd argon
de ultra alta pureza a un flujo de 10 mL min™’. Las temperaturas del horno, inyector y detector
fueron de 60°C, 100°C y 200°C, respectivamente. El tiempo de andlisis fue de 5 minutos. El
volumen de inyeccién fue de 100 L y para la adquisicion de datos se utilizo el software TC
Nav version 6.3.1.

Los estandares para la curva de calibracion fueron preparados en relacion a la ley de los gases
ideales, donde 1 mol de gas ocupa un volumen de 30.545 L. Con ello se lograron establecer
los volumenes de N2 y CO> para cada estandar. El célculo de las concentraciones estandares

de los gases se obtuvo mediante las ecuaciones 5.7.1y 5.7.2.

(Concentraaon,\l2 * Volumen y, * PMy,
Volumen
NZCabeza

Concentracion Nocabers = = (—) Ecuaciéon 5.7.1
abeza

1000

<C0ncentraci(')nc02 * Volumen ¢, * pMcoz)

VolumenCOZCabeza1

Concentracion CO2cupena — 1000 = (—) Ecuaciéon 5.7.2

Donde, la concentracion de N,y CO, fue considerada en mol L, el volumen en litros (L) y
el peso molecular de cada compuesto gaseoso en g mol™. Para la preparacion de cada una de
las muestras se utilizaron botellas seroldgicas de 60 mL, donde el 80% de volumen fue
llenado con una solucion saturada de NaCl (200 g L™) y el 20% restante fue establecido como
volumen de cabeza considerado en cada una de las expresiones matematicas. Cada botella
fue sellada con septa de goma y casquillo de aluminio y con la finalidad de mantener bajo
condiciones andxicas el espacio de cabeza, se hizo pasar una corriente de argon extra puro

durante 5 min. Los volumenes utilizados de N2 y CO- para el calculo de las concentraciones
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fueron ajustados a 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 y 1000 uL, equivalentes a
concentraciones de N2 de 8.63, 17.26, 25.89, 34.52, 43.15, 51.78, 60.44, 69.04, 77.67 y 86.30
mg Ly de CO, de 13.56, 27.12, 40.69. 54.25, 67.82, 94.95, 108.51, 122.08 y 135.64 mg L
! respectivamente. A manera de ejemplo, en las Figuras 5.4 y 5.5 se muestran las curvas de
calibracion resultantes, contrastando el area bajo la curva de la respuesta eléctrica en el GC

en relacion a la concentracion de los gases.
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Figura 5.4. Ejemplo de curva de calibracion para N,. m=84.209, b=2801.5 y r?= 0.9974.
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Figura 5.5. Ejemplo de curva de calibracion para CO,. m=44.869, b= 350.74 y r>= 0.987.

5.4.3. Andlisis de CHsCOO"

La concentracion de CH3COO" fue cuantificada mediante la metodologia propuesta por (Islas
et al., 2017), en donde se emple6 un cromatégrafo de gases (CG) marca Perkin Elmer
AutoSystem XL, equipado con un detector de ionizacion de flama (FID) y de una columna
capilar DB-1701, marca Agilent Technologies (USA), de 30 m de longitud, 0.25 mm de
didmetro interno y 0.25 pum de tamafio de particula. Como fase moévil se utilizd N2
cromatografico a un flujo de 1 mL min, las temperaturas de operacion de horno, inyector y
detector fueron 180°C, 230°C y 260°C, respectivamente. ElI volumen de inyeccion de la

muestra fue de 1 pL.

Para construir la curva de calibracion de CH3COO", se prepar6 una solucion madre de 100
mg C-CH3COO" L y a partir de esta, se realizaron disoluciones para obtener concentraciones
de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60, 70, 80 y 90 mg/L. Se tomaron 900 pL de muestra
filtrada, se colocaron en un vial de 2.5 mL y se afiadieron 100 puLL de HCI al 38% con la
finalidad de acidificar la muestra y asi, obtener acido acético sin disociar para su respectivo
analisis. Los gréaficos de las curvas de calibracién se construyeron a partir de los valores

promedio obtenidos del area bajo la curva en los cromatogramas. La Figura 5.6 muestra un
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ejemplo de la curva de calibracion obtenida, en la que se describe la linealidad de los datos

bajo una regresion lineal.
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Figura 5.6. Ejemplo de curva de calibracion para CH;COO". m=32.629, b=245.74 y r?>= 0.9958.

5.4.4. Andlisis de 17p-estradiol

Las concentraciones de E2 fueron determinadas mediante un cromatdgrafo de liquidos de
alta eficiencia (HPLC: High Performance Liquid Chromatography), marca Perkin Elmer
series 200 (USA) equipado con un detector UV-visible en donde se establecié una longitud
de onda (1) de 230 nm. Se empled una columna Symmetry C8 marca Waters (4.6 x 250 mm,
5um) a la cual, se hizo pasar una fase movil compuesta por acetonitrilo-agua (50:50 v/v) a
un flujo de 1 mL/min, con una duracion de corrida de 10 min, de acuerdo al método reportado
por (Orozco et al., 2019; Shareef et al., 2006)

Para la construccion de las curvas de calibracion se emplearon soluciones estandares de 17f-
estradiol (Sigma, NUumero de CAS 200-023-8). Se prepard una solucion madre con una
concentracion de 100 mg/L y a partir de esta, se realizaron diluciones hasta obtener
concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90 y 100 mg/L.

Posteriormente se inyectaron 20 pL en el equipo de HPLC. Cada analisis se realizd por
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duplicado y todas las muestras se filtraron previamente, utilizando una membrana de 0.20

um de tamaiio de poro. Un ejemplo de la curva obtenida para E2, se muestra en la Figura 5.7.
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Figura 5.7. Ejemplo de curva de calibracion para 17p-estradiol (E2). m=13775, b= -11213 y r’=
0.9961.

5.4.5. Analisis de ampicilina

La concentracién de ampicilina fue determinada usando un cromatégrafo de liquidos de alta
eficiencia (HPLC: High Performance Liquid Chromatography), marca Perkin Elmer series
200 (USA), equipado con un detector UV-visible en donde se establecié una longitud de onda
(A) de 230 nm, empleando una columna Symmetry C8 marca Waters (4.6 x 250 mm, 5um).
Como fase movil se utiliz6 una solucién de 10% en volumen de Acetonitrilo, 8% Metanol y
1% Solucion Fosfato Monobasico de Potasio 1M, con un flujo de 1 mL/min y una duracion
de corrida de 10 min, de acuerdo a lo reportado por Ramirez et al., (2020).

Para la construccion de las curvas de calibracion se emplearon soluciones estandares de
Ampicilina (Sigma, Nimero de CAS 7177-48-2). Se preparo una solucion madre con una
concentracion de 100 mg/L y a partir de ésta, se realizaron diluciones hasta obtener
concentraciones de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 70, 80, 90 y 100 mg/L.
Posteriormente se inyectaron por duplicado en el equipo de HPLC, donde el volumen de

inyeccion fue de 20 pL. Todas las muestras se filtraron previamente, utilizando una
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membrana de nylon de 0.20 um de tamafo de poro. Un ejemplo de la curva de calibracion

de ampicilina se muestra en la Figura 5.8.
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Figura 5.8. Ejemplo de curva de calibracién para Ampicilina (AMP). m=12120, b= -14786 y r>=
0.9907.

5.4.5. Analisis de carbono total (CT) y carbono inorganico (CI)

TC e IC fueron cuantificados mediante un analizador de carbono organico total marca
Shimadzu, de acuerdo a lo reportado por Martinez et al. (2019) y Usyskin et al. (2020). Para
cuantificar TC, la muestra es introducida al tubo de combustion de TC, en el cual se realiza
una oxidacion catalitica de la muestra a 680 °C y es alimentado con aire a un flujo de 150
mL/min. Los compuestos resultantes de la calcinacidn de la muestra en el tubo de combustion
se convierten hasta CO,. Los productos de la combustion son acarreados del tubo de
combustion al deshumidificador electronico, donde el gas es enfriado y deshidratado. El gas
acarreador con los productos resultantes se pasa a un depurador de halégenos para remover
cloro y algunos otros hal6genos. Finalmente, los gases son llevados al analizador no
dispersivo infrarrojo, donde el CO- es detectado. En el caso del anélisis de IC, consistié en
la acidificacion de la muestra con HCI a pH de 3, donde todos los carbonatos disueltos son
desprendidos de la muestra y convertidos a dioxido de carbono. CO: es detectado por el
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analizador no dispersivo infrarrojo. La diferencia entre la concentracion de TC e IC,

correspondio a la concentracion de carbono organico total (TOC).
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Figura 5.9. Ejemplo de curva de calibracion para IC. m=2.9885, b= - 2.6794 y r?= 0.993.

5.5. Cuantificacion de solidos suspendidos volatiles (SSV)

Para la evaluacion de los sélidos suspendidos se empled el método establecido por APHA
(1999). Para ello se emplearon crisoles de 20 mL, los cuales se colocaron en una estufa Oven
20/300 LSN11 a una temperatura de 100°C hasta un peso constante. Posteriormente, se les
agreg6 10 mL de lodos provenientes del reactor UASB. Cada muestra de lodo fue secada por
2 horas a 100°C. Se colocaron en un desecador hasta alcanzar temperatura ambiente, fueron
pesados y con la diferencia de los pesos del crisol sin muestra'y con muestra, se determinaron
los sélidos suspendidos totales (SST), como se muestra en la ecuacion 5.8.1. Una vez
determinados los SST, las muestras de lodo fueron calcinadas a 500°C durante una hora para
obtener los solidos suspendidos fijos (SSF), como se muestran en la ecuacion 5.8.2. Los
solidos suspendidos volatiles (SSV) se obtuvieron por la diferencia de SST y SSF (Ecuacién
5.8.3).

masacrisol Horno — MAaSAacrisol vacio .z
SST = Ecuacion 5.8.1
Volumen muestra
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masacrisol Mufla — MAaSacrisol vacio ./
SSF = Ecuaciéon 5.8.2
Volumen muestra

SSV = SST — SSF Ecuaciéon 5.8.3

5.6. Evaluacidn de toxicidad: ensayo de MN

Se realizaron ensayos de micronicleos (MN) con semillas de haba (Vicia faba), con
la finalidad de evaluar el grado de genotoxicidad de los efluentes de los ensayos en lote con
E2 y AMP, de acuerdo a la metodologia reportada por Garcia (2012). Para ello, se utilizaron
48 habas, las cuales fueron lavadas, inhibidas y germinadas con agua de la llave hasta que la
raiz alcanzo6 una longitud de 3 cm. Se tomaron 3 muestras de efluentes de los ensayos en lote
con 20 mg C-E2 Lty 20 mg C-AMP L1, como Unicas fuentes de electrones por separado.
Se colocaron 6 semillas germinadas de modo que la raiz quedd en contacto con las muestras
de los ensayos, durante 6 h. Posteriormente se enjuagaron y se colocaron en bafio de
recuperacion por 22 h con agua corriente. A la par, se colocd un testigo negativo con agua
destilada. Pasado este proceso, se cortaron 5 mm de raiz y se fijaron en una solucién de

etanol-acido acético (3:1, v/v) hasta su tincion.

Para la tincién, se colocaron los meristemos de las semillas de V. faba en etanol al 70 %
durante 20 min a 28 °C. Se elimind todo el etanol y se hidrolizaron con HCI 5 N a 28 °C por
30 min. Se lavaron 3 veces con agua destilada, se secaron con papel absorbente y se les

agrego reactivo de Schiff a 28 °C durante 30 min, bajo condiciones de oscuridad.

Después, cada meristemo se colocd en un portaobjetos, se agreg6 una gota de acido acético
al 45 %, se cubrié con un cubreobjetos y se aplasté el tejido con la goma de un lapiz hasta

formar una monocapa uniforme.

La frecuencia de MN fue contabilizada en 1000 células en interfase, mediante el uso de un
microscopio Optico con un aumento de 40x. Los criterios para la seleccion de los MN fueron

los siguientes:

1. El diametro de un MN estuvo entre 1/16 a 1/3 de la media del diametro del ndcleo
principal.

2. Los MN no so refractarios.
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3. Laintensidad de la tincion del MN es similar al nacleo principal.
4. EI MN no esta conectado con el nacleo principal.

5. Los MN se encuentran en el mismo plano del nucleo.
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VI.- RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Fuente de in6culo de reactor UASB

El reactor UASB fue inoculado con 4.5 gr de SSV L™ de un lodo de origen metanogénico
proveniente de la planta de tratamiento de aguas residuales de Atotonilco de Tula, Hidalgo,
México. Se monitoreo durante 136 dias, manteniendo un pH de 8.147 £ 0.71 y una
temperatura en 30 = 0.01 °C, como se muestra la Figura 6.1 y se ha reportado en otros
estudios (Albina et al., 2021). El lodo alcanz6 el Estado Estacionario Desnitrificante (EED)
(CV<10 %) en este lapso de tiempo. Mantener un lodo bajo las condiciones antes
mencionadas, modifica el proceso respiratorio de los microorganismos y los vuelve
desnitrificantes como se ha reportado la estabilizacion completa de lodos de origen
metanogénico a régimen desnitrificante como lo menciona Cervantes (2009) en rangos de

pH de 7 a 8.2, asi como de temperatura, entre 30 a 35 °C.

14 - 35
12 NN SN NN NN YOI | 30
10 - 25
o M\W L 20
T
o
6 - 15
4 - - 10
2 - 5
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Tiempo (d)

Figura 6.1. Evaluacion de pH (e, eje primario) y Temperatura (A, eje secundario) del reactor

UASB.

La carga de alimentacion de la fuente carbonada fue continua de 250 mg C-CH3COO"
Lt d?y de nitrégeno de 138 mg N-NO3z L d* (Figura 6.2), manteniendo en todo momento

una relacién C/N de 1.8 como se ha reportado en estudios anteriores (Martinez-Gutiérrez et
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al., 2019). Esta ultima favorecio la sintesis celular como se ha reportado en otros estudios,
dado que fue superior a la estequiométrica (C/N 1.07, ecuacion 6.1). En este sentido, la
biomasa inicial (4.5 g SSV L) con la que se inoculé el UASB aumentd 222 % (10.03 g SSV
L) después de 136 dias de evaluacion. La biomasa generada fue utilizada como indculo en

los ensayos en lote posteriores.

CH3;C00™ + 1.6NO3; — 2HCO3 + 0.8N, + 0.2H,0 + 0.60H~ Ecuacion 6.1

280 -~
—_— e~ ——————=
245 3

Carga volumetrica
(mgCoNLLdY)
[uny
N
1)

O T T T T T T T T T T T T T T T T T T

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Tiempo (d)

Figura 6.2. Perfil cinético de las cargas volumétricas (Q) de carbono y nitrégeno que alimentaron al
reactor UASB. (=) C-CH;COO", (A) N-NOs".

Los resultados de la evaluacion de las cargas volumétricas de los sustratos y productos
a la entrada y salida del reactor UASB (Figuras 6.2 y 6.3), muestran que el lodo alcanzo el
EED pasados 90 dias de operacion. Las velocidades de produccion de N2 y HCO3™ se
mantuvieron en 127.71 + 3.46 mg N, L* d' y 247.73 + 586 mg C-HCOs L* d?,
respectivamente (CV<3 %). En otros estudios, se han reportado diferentes lapsos de tiempo
para la estabilizacion de lodos originalmente metanogenicos, como es el caso del trabajo
realizado por Pefia y col. (2004) donde en 150 dias de operacion de un reactor, se alcanzo el
EED de un lodo inicialmente metanogénico. Islas et al. (2017) estabilizaron un lodo en un
reactor UASB en un tiempo menor a lo reportado por Pefia, solo 69 dias, pero Banda et al.
(2016) reportaron 35 dias para alcanzar el EED. Esta diferencia de tiempo de adaptacion y

aclimatacién de cada uno de los lodos puede ser dependiente de su origen, dado que no en
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todas las plantas de tratamiento de aguas residuales se reciben influentes con la misma
cantidad de contaminantes y los lodos son expuestos a una gran variedad de sustancias
recalcitrantes que pueden mejorar su metabolismo cuando se exponen a compuestos de facil
biodegradabilidad como CH3COO™ (Chavez et al., 2011).

Carga volumetrica
(mgCONL1dY

0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100 110 120 130
Tiempo (d)

Figura 6.3. Cinética de cargas volumétricas de especies carbonadas y nitrogenadas a la salida del
reactor UASB, asi como cinética de crecimiento bacteriano del lodo en el reactor. Eje primario; (=)
C-CH3COO Residual, () C-HCOs3", (A ) N-NO3Rresidual, (m) N2. Eje secundario: (+) Biomasa producida.

Los resultados del célculo de las variables de respuesta del proceso en el reactor
UASB, se obtuvieron Ec-chscoo- Y En-nos- de 99.74 + 0.01 y 99.36 + 0.01 % (Tabla 6.1),
respectivamente. Los Yc-Hcos-Y Yn2 fueron de 0.91 £ 0.01 y 0.91 £0.01, respectivamente.
Esto demuestra que el lodo adquiri6 la capacidad desnitrificante completa, puesto que el CV
de cada una de las variables fue menor al 10 % y los Unicos productos generados fueron
HCOz y N2. Asimismo, no se observé la formacion y acumulaciéon de intermediarios
carbonados y nitrogenados de acuerdo a los resultados del balance de materia que se muestra
en la Tabla 6.2.
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Tabla 6.1. Resultados de eficiencias de consumo de sustratos y rendimientos de formacion de

productos en el reactor UASB.

Variable de respuesta Valor
Ec-acetato (%) 99.74 £ 0.01
En-nog” (%) 99.36 £ 0.01
Yoo
creos , 0.91 +0.01
(mg C-HCOs / mg C-acetato consumido)
Y2
. 0.91+0.01
(mg N2/ mg N-NOs consumido)
Yec.
ooz _ 0.001 + 0.01
(mg C-CO, / mg C-acetato consumido)
Y i
C-biomasa 0.09 + 0.01

(mg biomasa / mg C-acetato consumido)

Se cuantifico la produccion de 0.0066 + 0.0018 mg L* d! de C-CO,, Unico

intermediario, el cual se considerd una carga despreciable, comparado con la carga de

produccion de Qc-Hcos-.

Tabla 6.2. Cargas volumétricas de especies carbonadas y nitrogenadas a la entrada y salida del reactor

UASB.
Especie Entrada Salida
Carbono QC—acetato entrada QC»acetato salida QC—COZ QC—HCO3- QC—biomasa
mg L1ldt 250.00 £ 0.001 0.0687 = 0.0003 0.0066 + 0.0018 228.39 £ 0.8155 24.36 £ 2.53
Nitrogeno QN-NO3 entrada QN-NO3 salida Qn-No2” One Qn-biomasa
mg Ld 138.88 £ 0.001 0.8580 £ 0.0423 ND 127.71 + 3.46 5.68 £ 0.59

6.2. Evaluacién de fendmenos fisicos y quimicos en ensayos abioticos en lote

Se realizaron 16 ensayos abidticos con una duracion de méas de 160 horas, con cada
uno de los lodos pretratados (Tabla 5.3) y sin la presencia de biomasa. Esto con la finalidad
de evaluar la eficacia de cada uno de los procesos de inactivacién, sus diferencias y el
porcentaje de adsorcion de los sustratos en el lodo, asi como para evaluar posibles reacciones

quimicas que se pudieran llevar a cabo entre los compuestos.
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una disminucion superior al 59 % de las concentraciones iniciales de los sustratos a lo largo
de las pruebas, descartando la formacion de nuevos compuestos a causa de alguna reaccion
quimica entre los sustratos. Ejemplo de ello se muestra en la Figura 6.4, en ensayos con 30
mg C-E2 Lt inoculados con lodo pretratado (Figura 6.4 A, By C) y en ausencia del mismo
(Figura 6.4 D), donde se observé que el 86.5% de todo el C-E2 inicial no fue cuantificado al
terminar las 168 h que duro la prueba. Comportamientos similares se observaron en todos los
ensayos y con todos los diferentes pretratamientos del lodo, lo cual es atribuible a un
fendmeno fisico y no alguno de tipo quimico o bien, al mismo proceso desnitrificante, ya que
la biomasa estuvo completamente inactiva. Ademas, no se cuantificaron concentraciones de
productos o intermediarios del proceso y el comportamiento fue similar durante los ensayos

en ausencia de biomasa (Figura 6.4 D).
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Figura 6.4. Perfil cinético de 4 ensayos abidticos con 30 mg C-E2 L%; (A) con biomasa estéril, (B)

biomasa seca, (C) biomasa expuesta a luz UV y (D) sin la presencia de lodo. (¢) C-E2, (A) N-NOs".

Las concentraciones de N-NOs™ tuvieron un comportamiento similar a las de E2. Se

cuantifico una disminucion en la concentracion de N-NOs™ superior al 90.78% en los ensayos
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ensayo en ausencia de microorganismos, solo se estimé la pérdida del 20.83%. Estos
resultados sugieren que el decremento de las concentraciones de ambos sustratos se debi6 a
que el lodo absorbio cierto porcentaje. Asimismo, los compuestos se precipitaron, debido a
que las concentraciones disminuyeron en presencia y ausencia de lodo, pero no se identifico
la formacion de metabolitos o nuevos productos. Incluso, se realiz6 una extraccion con

metanol de los compuestos y se demostro su presencia en todos los ensayos.

En algunos estudios donde se han aplicado procesos biologicos para la eliminacion
de E2, también se han realizado ensayos control abi6ticos, tal es el caso del realizado por
Fernandez y col (2017), donde se evaluaron las posibles pérdidas de 5 mg L™ de E2'y 5 mg
L de E1 (estrona), con y sin la presencia de microorganismos y en un medio en condiciones
anoxicas. Los resultados de este estudio reportaron que después de 90 dias de evaluacion y
sin la presencia de ningun tipo de organismo, las concentraciones de E2 y E1 se mantuvieron
constantes. Sélo en presencia de Virgibacillus halotolerans y Bacillus licheniformis
(inactivos), se obtuvo un decremento de 0.5 mg/L de E2 después de 90 dias de evaluacion.
Estos resultados sugieren que fendmenos como la absorcion también pueden contribuir en
las pérdidas de las concentraciones de algunos sustratos como lo ocurrido en el presente
trabajo. Cabe mencionar que los ensayos realizados por Fernandez et al. (2017), se realizaron

en condiciones de oscuridad, para evitar pérdidas de E2 a causa de luz solar.

Los resultados del factor decremento de los ensayos con E2 en mezclay por separado,
se muestran en la Tabla 6.3. En todas las pruebas hubo una disminucién de la concentracién
de los sustratos superior al 50%, en relacion a la concentracion inicial. De acuerdo al anélisis
estadistico de los resultados del factor en cada ensayo, no hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes pretratamientos del lodo, pero si al realizar evaluaciones

con diferentes concentraciones iniciales de estradiol (ANOVA, p>0.05).
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Tabla 6.3. Resultados del calculo de factor decremento de E2 en ensayos abi6ticos en lote a diferentes
concentraciones iniciales de C-E2 como unica fuente de electrones y en mezcla con AMP a una C/N
de 1.1.

Tratamiento de Lodo 3.5mg C-E2 L™ 255%95:5&'51_1 30 mg C-E2 L2
Lodo Estéril 0.4404 0.2687 0.1349
Lodo Seco 0.4550 0.2699 0.1173
Lodo Exp. UV 0.4149 0.3286 0.0643
Sin Lodo 0.4091 0.2950 0.0814

Los resultados de los factores decremento calculados para el caso de los ensayos
realizados en presencia de Ampicilina, se muestran en la Tabla 6.4, donde de acuerdo al
analisis de varianza, no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
pretratamientos del lodo, pero si al cambiar las concentraciones iniciales de los sustratos
(ANOVA, p>0.05). De la misma manera que el comportamiento observado en los ensayos
abioticos con E2, se cuantifico la pérdida de las concentraciones iniciales de C-AMP después
de 150 horas de ensayo. En un estudio realizado por Islas et al. (2017), donde se evaluaron
las pérdidas por absorcion, reaccion quimica o volatilizacion de 10 mg de C-AMP L con un
lodo desnitrificante completamente estéril. Se reporté que 96.13 + 0.10 % y 98.6 + 0.8 % de
la concentracion inicial de C-AMP y N-NOs™ se conservaron al finalizar 360 h de ensayo,
respectivamente. Los resultados reportados por Islas sugieren que no hubo pérdidas
significativas de sustratos. Esto es completamente contrario a los resultados obtenidos en el

presente trabajo con E2 y AMP como Unicas fuentes de electrones y en mezcla.

Tabla 6.4. Resultados del factor de decremento de AMP a diferentes concentraciones de C-AMP

como Unica fuente de electrones y en mezcla con C-E2 a una C/N de 1.1.

25 mg C-AMP L

Tratamiento de Lodo 30 mg C-AMP L* 5mg C-E2 L
Lodo Estéril 0.0402 0.0957
Lodo Seco 0.0420 0.0834
Lodo Exp. UV 0.0348 0.0691
Sin Lodo 0.2791 0.0910
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Los resultados del calculo del factor con las concentraciones de N-NOsz™ a lo largo de los
ensayos, fueron similares a los obtenidos anteriormente con E2 y AMP (Tabla 6.5), incluso
llegando hasta un valor de 0 en el ensayo con 3.5 mg C-E2 L en presencia de lodo seco y
estéril. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los diferentes
pretratamientos del lodo, pero si al cambiar las concentraciones iniciales de sustrato, como
se observa en la Tabla 6.5 (ANOVA, p>0.05).

Tabla 6.5. Resultados del factor decremento con N-NOs™en los ensayos con C-E2 y C-AMP como
Unicas fuentes de electrones y en mezcla a una C/N de 1.1.

Tratamiento 5mgC-E2L?

de Lodo 35mgC-E2LT 0 O P Lt S9MgC-E2LT 30mg C-AMP L
Lodo Estéril 0 0.2284 0.0921 0.0689
Lodo Seco 0 0.3199 0.1098 0.0499
Lodo Exp. UV 0.0636 0.2523 0 0.0054
Sin Lodo 0.2379 0.3237 0.7916 0.7953

Todos los resultados obtenidos de los ensayos abidticos sugieren que las pérdidas de
las concentraciones de sustratos se debieron a fendmenos como la adsorcion, puesto que en
diferentes estudios se han reportado que sedimentos pueden llegar a retener concentraciones
de compuestos como E2 no mayores a los ng L (Wang et al., 2019). En el caso de los
resultados obtenidos en el presente estudio, la concentracion perdida y sin cuantificar superd
los 1.5 mg C-E2 L. Asimismo, no se identifico la presencia de E2, AMP o N-NOs en el
espacio de cabeza, asi como la formacién de nuevos compuestos 0 metabolitos secundarios
de los sustratos, los cuales sugeririan que la pérdida de las concentraciones se debié a una

interaccion quimica entre el medio y los sustratos.

Las concentraciones de los sustratos tuvieron una disminucion mayor al 50%, aun
cuando se trabajo con 3 mg L hasta concentraciones superiores a la solubilidad del estradiol
(3.6 mg/L a 25°C) (Bruce et al., 2015). Por tanto, esto es atribuido a fenOmenos de
precipitacion de sustratos por el ajuste del pH de trabajo, ya que, si este aumenta, las sales
presentes modifican su pKa y con esto su solubilidad en el agua (Skoog, D. A., West, D. M.
& Holler, F.J., 1995). En estudios semejantes, donde se ha utilizado un consorcio
desnitrificante para eliminar compuestos como el p-cresol (Gonzélez et al., 2012), 2-
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clorofenol (Martinez et al., 2019), BTX (Pefia et al., 2004) y Fenol (Martinez et al., 2012),

no se mencionan efectos de precipitacion por ajuste de pH o bien, no se toma en cuenta.

Para confirmar las pérdidas de sustratos por precipitacion y descartar la
fotodegradacion de compuestos por la exposicion a luz UV, se realizaron pruebas de
estabilidad de muestras que contienen 33 mg C-E2 L™ y 33 mg C-AMP L™, dado que E2, es
considerado fotosensible pero persistente en condiciones de oscuridad (Fernandez et al.,
2017). Las muestras fueron expuestas a luz solar natural durante 6 horas y se analizaron sus
concentraciones por cuadruplicado en HPLC. Los resultados se presentan en la Figura 6.5,
donde la concentracion de 17B-estradiol y Ampicilina disminuy6 entre el 2.86% y 1.95%,
respectivamente. Estos resultados descartan pérdidas de los sustratos por inestabilidad de la
muestra. (COFEPRIS, 2011; Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, 2002).
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Figura 6.5. Ensayos de estabilidad de (A) 33 mg C-E2 L'y (B) 33 mg C-AMP L.

Los resultados obtenidos en este apartado sugieren que concentraciones de E2 y
Ampicilina se precipitan bajo condiciones y en un medio desnitrificante, no se pierden por
sensibilidad a la luz solar y, ademas, no se volatilizan ni reaccionan entre si. Para los ensayos

desnitrificantes posteriores, tomaran gran importancia los balances de materia
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correspondientes a cada especie, puesto que daran informacion precisa de lo que sucedio con
cada uno de los compuestos y si aquellos que se precipitaron fueron tomados para la
formacion de los productos de la desnitrificacion, o no.

6.3. Biodegradacion de C-CH3COO': ensayos de referencia

Una vez que el lodo alcanzd el EED en el reactor UASB, se realizaron ensayos de referencia
con C-CH3COO" y N-NOz', bajo una C/N de 1.1. El proceso se evaluo con 10, 20, 30 y 50

mg C-CH3zCOO" Ly la concentracion necesaria de N-NOs™ para mantener la C/N de trabajo.

A manera de ejemplo, en la Figura 6.6 se muestran los resultados del perfil cinético
de los ensayos de referencia con 10 mg C-CHsCOO™ L a C/N de 1.1. El lodo consumid 68%
de la concentracion inicial de C-CH3COO" a la 1 h de experimentacion y el resto en un lapso
de 2 horas. Simultaneamente, cuando se agot6 todo el C-CH3COO" se produjo HCO3 con un
Yc-Hcos- de 1.01 + 0.01, al finalizar las 5 h de prueba (Tabla 6.6). En el caso de las especies
nitrogenadas, el lodo consumi6 el 95.33% de N-NOs™ durante la primera hora de reaccion y
el 4.67% restante, después de 2 h. A la par del consumo de N-NOs, se generd Nz y éste
alcanzo un Yn2 de 1.059 + 0.02 cuando se termino de consumir todo el nitrato, manteniéndose
constante hasta concluir el ensayo. No se identificoO la presencia y acumulacion de
intermediarios nitrogenados y carbonados. El proceso respiratorio del lodo fue eficiente y

completo en estos ensayos.
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Figura 6.6. Perfil cinético de ensayo de referencia con 10 mg C-CH;COO" L'ty N-NO3™ a una C/N
de 1.1. (==) C-CH3COO:, (®) C-HCOs", (A) N-NOs y (m) N2.
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Posteriormente, el perfil cinético obtenido de los ensayos con 20 mg C-CH3COO™ L%, se
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muestran en la Figura 6.7. En esta se observa que el 27.23 % de la concentracion inicial de
C-CH3COO" fue consumido por el lodo durante la 1 h reaccion y después de 2 h se alcanzd
una Ec-chscoo- de 100%. Al igual que en el ensayo con 10 mg C-CHsCOO" L, a la par del
consumo de acetato, comenzo la generacién de C-HCOgz', alcanzando una produccion
maxima de 20 mg C-HCO3™ L a 1 h de haber iniciado el ensayo. Esta produccion se mantuvo
constante desde la 1 h de reaccién hasta que finalizo la prueba. Se obtuvo un Yc-xcos- de 1.11
+0.03.

En el caso de las especies nitrogenadas la En-nos- fue de 99.20 + 1.59 %, a partir de
1.5 h de reaccion. Simultaneamente, se produjeron 16.23 mg N2 L™ durante la 1 h de prueba
y la méaxima generacion fue después de 2 h de ensayo, obteniendo un Ynz de 1.004 + 0.03.
No se cuantifico la produccion de metabolitos, pero tampoco la acumulacion de

intermediarios del proceso desnitrificante.
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Figura 6.7. Perfil cinético de ensayo de referencia con 20 mg C-CH3COO™ L y N-NOs™ a una C/N
de 1.1. (=) C-CHsCOO, (¢) C-HCOg3, (A) N-NO3 y (m) N..

Se realizaron ensayos desnitrificantes de referencia con 30 mg C-CH3COO L a una C/N de
1.8 (Figura 6.8), pero con un lodo desnitrificante de origen metanogénico proveniente de la
Planta de Tratamiento de Agua Residual de un centro educativo (PTAR-A) y se compararon
con los resultados obtenidos en el ensayo con 50 mg C-CH3sCOO™ Lt auna C/N de 1.1 (Figura
6.9) con lodo proveniente de la Planta de Tratamiento de Agua Residual de Atotonilco de
Tula, Hidalgo (PTAR-B).
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Tabla 6.6. Eficiencias de consumo de sustratos y rendimientos de productos de los ensayos de
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referencia a diferentes concentraciones de C-CH3;COO-.

Concentracion E (%) Y
(mg LY C-CH3COO N-NO3 C-HCOs N2 C-CO>
10 100 + 0.001 100 + 0.001 1.019 £0.014 1.059 +0.02 -
20 99.263 + 1.007 99.204 + 1.591 1.118 £0.031 1.004 £0.033 -
30 100 £ 0.001 99.52 £ 0.06 0.975 £0.001 1.291 £ 0.0402 0.024 £0.001
50 100 £ 0.001 100 + 0.001 0.998 £ 0.004 1.006 +0.021 -

En ambos ensayos se obtuvieron Ec-cHzcoo- Y En-nos- de 100 % Y Yc-Hcos- Y YNz Cercanos a
1, después de 4 h de reaccion. Sin embargo, aunque las concentraciones iniciales de sustrato
expuestas al lodo de la PTAR-A fueron diferentes a las usadas con el lodo de la PTAR-B, los
tiempos de consumo de cada uno se los sustratos fueron similares como se muestra en la
Tabla 6.7.
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Figura 6.8. Perfil cinético de ensayos de referencia con 30 mg C-CHsCOO" L'ty N-NO3™ a una C/N
de 1.8, inoculado con lodo de la UAM-I. (=) C-CH3COOQO", (e) C-HCOs", (A) N-NO3'y (m) Na.

En los resultados de los ensayos con 30 mg C-CH3zCOO™ L con el lodo proveniente de
PTAR-A se cuantificd una produccion de CO2 con un Yc.co2 de 0.024 £+ 0.001, la cual es
minima comparado con la produccién mayoritaria de HCOz". Asimismo, no se identifico la
produccién y acumulacién de otro intermediario carbonado y nitrogenado en los ensayos con
ambos lodos, por lo que el proceso desnitrificante fue eficiente y completo, sin importar el

origen del lodo.
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Figura 6.9. Perfil cinético de ensayo de referencia con 50 mg C-CH;COO- Lty N-NO3 a una C/N
de 1.1. (==) C-CH3COO:, (®) C-HCO3", (A) N-NO3 y (m) N2.

Los resultados de la evaluacion cinética de los ensayos de referencia se resumen en la tabla
6.7. Se obtuvo una gc-cHscoo- Mminima de 7.97+ 0.04 y maxima de 22.93 + 1.95 mg C-
CH3COO" g SSV! h, lo que representa una diferencia de 1.8 veces. La (c-Hcos- minima se
obtuvo en el ensayo con 10 mg C-CH3COO" L y fue de 5.13 + 0.29 mg C-HCO3 g SSV*!
h™y laméaxima de 23.39 + 6.38 mg C-HCO3 g SSV h' en el ensayo con 20 mg C-CH3COO
L%, con una diferencia de hasta 3.5 veces.

Tabla 6.7. Velocidades especificas de generacion de productos y consumo de sustratos de ensayos

de referencia a diferentes concentraciones de C-CH3;COO .

Concentracign ~ dsustratos Qproductos
(mg LY C-CHsCOO N-NO3 C-HCOs N2
10 7.97+0.04 12.56 + 1.47 5.13£0.29 10.08 +2.28
20 13.54 +0.65 13.95 +0.003 23.39+6.38 50.83 + 1.31
30 22.93+1.95 3.21+0.30 2251 +1.82 4.43 £0.48
50 13.74 £ 162 4315+7.72 13.86 +0.88 17.51 £2.17

Velocidades especificas expresadas en mg sustrato o producto g SSV* h,

En el caso de las especies nitrogenadas, se obtuvo una gn-noz- minima de 3.21 + 0.30 en los
ensayos con 30 mg N-NOs™ L. En estos se utilizé como fuente de inoculo lodo proveniente
de PTAR-A. Asimismo, esta qn-no3- fue menor comparada con las obtenidas en los ensayos
con 10 mg C-CH3COO" L con lodo de la PTAR-B en hasta en 2.9 veces. Como ocurrié con
N-NOz3", la gn2 fue mayor con el lodo de PTAR-B en hasta 10.47 veces comparado con los

ensayos con lodo de PTAR-A. Martinez et al. (2012) reportaron velocidades de consumo de
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7.01+0.06 mg C-CH3COO™ g SSV! h'! y 5.86+0.01 mg N-NOs g SVV! h!, al trabajar con
100 mg C-CH3COO L™ a una relacion C/N de 1.1 con lodos desnitrificantes, previamente
estabilizados. Estas son menores a las calculadas en el presente trabajo y bajo

concentraciones de C-CHsCOO™ 9 veces menores.

La diferencia de resultados de los ensayos de referencia estimadas cuando se utiliz6
un lodo u otro, se debid al origen del indculo, ya que los lodos de PTAR-B pudieron haber
sido expuestos a una gran cantidad de carga organica, en la que se incluyen compuestos como
antibioticos o algunas otras sustancias organicas que hayan mejorado el proceso metabdlico
del consorcio, ya que un estudio realizado por Islas et al. (2017) demuestra que un lodo
desnitrificante expuesto previamente a un antibiético como la ampicilina, mejora el proceso
respiratorio desnitrificante en 4 a 6 veces mas, al recuperarlo con una fuente de féacil
biodegradabilidad como el CH3COO".

Los balances de materia (Tabla 6.8) demostraron que no hubo acumulacién de compuestos a
lo largo del proceso y que todos los sustratos fueron transformados hasta compuestos inocuos

para el medio ambiente.

Tabla 6.8. Balance de materia de ensayos de referencia en lote de especies carbonadas y nitrogenadas.

Compuestos carbonados

Ensayo Entrada Salida
(mg L) (mg L) (mg L)
C-CHsCOOr C-HCOs
(10) C-CHsCOO:, 10.00 £ 0.01 10.19+£0.14
(20) C-CHsCOO:, 20.00 £ 0.01 22.20£0.60
(30) C-CHsCOO 30.00 = 0.01 29.27 £0.03
(50) C-CHsCOOr 50.00 £ 0.01 50.01 £ 0.02
Compuestos nitrogenados
Ensayo Entrada Salida
(mg L™) (mg L™) (mg L™)
N-NOs N2
(10) C-CHsCOO", 9.09+0.01 9.63+0.18
(20) C-CHsCOO", 18.18 +0.01 18.74 £ 0.95
(30) C-CHsCOO 16.16 £ 0.01 21.81+£0.66
(50) C-CHsCOO 45.45 + 0.01 45.93 +£0.76
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6.4. Ensayos desnitrificantes con 17p-estradiol y ampicilina

Los resultados del perfil cinético de los ensayos con 10 mg C-E2 L como Unica fuente de
electrones, se presentan en la Figura 6.10. En esta se observa que todo C-E2 fue consumido
en las primeras 14 h de ensayo, obteniendo una Ece> del 100 %. Ademas, a la 1h, la
concentracion de E2 disminuy6 drasticamente y se mantuvo en 1 mg C-E2 L hasta las 12
h, donde vuelve a disminuir hasta su consumo completo (Figura 6.10-A)). Esto confirma que
los sustratos carbonados se precipitan. Sin embargo, dado que HCO3" es el Unico producto
carbonado del proceso respiratorio, se puede entender el comportamiento del consumo de E2
por medio del perfil de produccion de HCOs". Asimismo, se obtuvo un Yc-Hcos- de 0.86 +
0.03 cuando todo E2 ya no fue cuantificado (Tabla 6.9).

En el caso de los compuestos nitrogenados (Figura 6.10-B)) N-NOs™ fue consumido
por completo en 12 h de reaccion. A la par del consumo, se gener6 N2, alcanzando un Y2 de
0.95 + 0.01 después de 15 h de reaccién y hasta finalizar la prueba. En este ensayo no se
acumularon intermediarios del proceso desnitrificante y todo NO3z™ fue reducido hasta N,
exclusivamente. En un estudio realizado por Li et al. (2020) reportaron eficiencias de
eliminacion de E2 entre el 96 y 98 % de una concentracion inicial de 1 mg E2 L en reactores
MBR, inoculados con microorganismos nitrificantes. Estas eficiencias fueron alcanzadas
después de 64 dias (1536 h) de reaccidn, las cuales son hasta 102 veces mayores que lo

encontrado en el presente estudio.
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Figura 6.10. Perfil cinético de ensayos desnitrificantes don con 10 mg C-E2 L* como Unica fuente
de electrones y N-NO3 a una C/N de 1.1. A) Compuestos carbonados: (+) C-E2, () C-HCOs’; B)
Compuestos nitrogenados: (A ) N-NOs"y (m) N2.

Los resultados del ensay6 con 20 mg C-E2 L™ se presentan en la Figura 6.11, donde también
se observo la precipitacion de E2 al inicio del ensayo, puesto que, a la 1h de reaccion, la
concentracion disminuy6 de 20 a 0.15 mg C-E2 L (Figura 6.11-A)). Si se realiza un balance
de materia de las especies carbonadas en este punto, se puede observar que la concentracion
producida de C-HCOz", no corresponde a la concentracion consumida de E2, puesto que es
la Gnica fuente de electrones. Sin embargo, después de 240 h de reaccion, se alcanzaron Ec-
£20e 99.13 £ 0.16 % Y Yc-Hcos- de 1.28 + 0.14.

Por otro lado, en el caso de las especies nitrogenadas (Figura 6.11-B)), N-NOs3™ fue
consumido por completo en 18 h de ensayo. Este sustrato fue transformado hasta N> como
unico producto de la desnitrificacion y con un Yn2 de 1.03 £ 0.04 a las 240 h que duro el
ensayo. Zhang et al. (2020) estudiaron la biodegradacion de E2 por medio de consorcios
microbianos bajo condiciones anaerobias, pero utilizando diferentes aceptores de electrones
como Oz, NOg', Fe®*, SO4> y HCOs3". En este trabajo se utiliz6 como concentracion inicial a

5 mg de E2/ Kg de sedimento. Los resultados mostraron eficiencias de biodegradacion de E2
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con Oz, NOg, Fe®*, SO.% y HCO3 de 98.9, 98.5, 90, 86.6 y 77 %, respectivamente y en mas

de 1008 h de ensayo. Estos resultados no son mejores que los encontrados en el presente
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trabajo con lodos desnitrificantes, aun cuando la concentracion deE2 es mayor.
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Figura 6.11. Perfil cinético de ensayos desnitrificantes don con 20 mg C-E2 L™ como Unica fuente
de electrones y N-NOs a una C/N de 1.1. A) Compuestos carbonados: (+) C-E2, () C-HCOs3’; B)
Compuestos nitrogenados: (A ) N-NOs"y (m) N2.

Por otro lado, los resultados del perfil cinético del ensayo con 10 mg C-AMP L se presentan
en la Figura 6.12, donde también C-AMP se precipito al inicio del ensayo, dado que, a la 1h
de reaccion, la concentracion disminuy6 de 10 a 1.7 mg C-AMP L™ (Figura 6.12-A). Al igual
que en el ensayo anterior, si se realiza un balance de materiales de las especies carbonadas
en este punto, se puede observar que la concentracion producida de C-HCO3", no corresponde
a la concentracion consumida de AMP, aun cuando es la Unica fuente de electrones. Sin
embargo, después de 48 h de reaccion, se alcanzaron Ec-amp de 100 + 0.01 % Y Y c-Hcos- de
1.01 +0.01.

N-NOj3 fue consumido por completo a las 5 h de ensayo (Figura 6.12-B). Se transformo hasta
N2 como unico producto de la desnitrificacion y con un Yn2 de 0.96 + 0.01 a partir de las 3
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primeras horas de ensayo. Islas et al. (2017) obtuvieron la oxidacion completa de 10 mg C-
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AMP L mediante un lodo desnitrificante en menos de 15 h de reaccion, en mezcla con 100
mg de C-CH3COO" L. Se reportd que todo C-AMP fue mineralizado hasta C-HCOg", puesto
que se obtuvieron Yc.ncos- de 0.91 £ 0.007. Comparado con lo obtenido en el presente
trabajo, se muestran resultados similares, s6lo que no se utiliz6 C-CHzCOO™ u alguna otra

fuente carbonada de facil biodegradabilidad para la oxidacién completa de AMP.

A) 12 -
o b 4
- 8 s0%9%¢
S . e®®®
2 © )
= 4y
2 {kzg.
| ST IR e
o ‘ T T T T T xl\\ ) T ™~ T T ™~ T T T T T T T T T T T )
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 43
Tiempo (h)
B) 10 -
g 4 -i'iﬁllll‘*il**lwf— i —
o6 A
2
oo
£ 47
2 -
0 ﬂ—% IH T i T T 7‘Al7 T 1 1 1 1 T T T T T T ‘Al
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48
Tiempo (h)

Figura 6.12. Perfil cinético de ensayos desnitrificantes don con 10 mg C-AMP L™ como Unica
fuente de electrones y N-NOs a una C/N de 1.1. A) Compuestos carbonados: (x) C-AMP, (e) C-
HCOs'; B) Compuestos nitrogenados: (A ) N-NOgs', () N-NOy y (m) N2.

Cuando se ensay6 con 20 mg C-AMP L™ como Unica fuente carbonada, el perfil cinético de
los compuestos fue igual al mostrado en la Figura 6.13. C-AMP fue consumido por completo
en 240 h y transformado Gnicamente a C-HCO3", puesto que no se identifico y cuantifico la
formacion de metabolitos secundarios. Se obtuvieron Ec-amp de 98.47 £ 0.03 % Yy Yc-Hcos-
de 0.77 = 0.01. Comparado con lo reportado por Phan y col. (2014), los resultados con el

lodo desnitrificante fueron mejores, dado que en ese estudio se obtuvieron porcentajes de
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eliminacién de E2 en agua residual sintética con 30 compuestos farmacéuticos en mas de 25
d (600 h). Esto con Egz entre al 50 y 90 %.
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Figura 6.13. Perfil cinético de ensayos desnitrificantes con 20 mg C-AMP L* como Unica fuente de
electrones y N-NOs  a una C/N de 1.1. A) Compuestos carbonados: (x) C-AMP, (e) C-HCOs; B)
Compuestos nitrogenados: (A ) N-NOs"y (m) N2.

Un resumen de las eficiencias obtenidas en estos ensayos con E2 y AMP como fuentes unicas
de carbono, se presentan en la Tabla 6.9. En todos los ensayos, se obtuvieron eficiencias de
consumo de sustratos carbonados y nitrogenados cercanas al 100 %, asi como rendimientos
cercanos a 1. En el caso de los resultados de las altas eficiencias de consumo de un antibiotico
como lo es AMP pudo atribuirse al origen del lodo, puesto que al haberse tomado de una
planta de tratamiento de aguas residuales como es la PTAR de Atotonilco. Esta Gltima recibe
los efluentes del rio Tula, el cual se ha encontrado contienen una gran cantidad de farmacos
a concentraciones traza (ng L) como ibuprofeno (682-4700), triclosan (320-1821), bisfenol
A (432-3177), naproxeno (1614-16336), diclofenaco (1218-3768), 4-nonylfenoles (5847-
33798), estrona (10.3-77), 17p-estradiol (0.2-17) y triclosédn (320-1587) (Chéavez y col.,

2011). Muchos de ellos con actividad antibacteriana, lo que lleva a microorganismos a
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recientemente llamado como bacterias resistentes a antibidticos. Estas bacterias han
desarrollado mecanismos para la utilizacion de antibioticos en sus procesos metabdlicos
como es la sintesis de la enzima B-lactamasa, encargada de metabolizar compuestos
betalactamicos como la ampicilina y que fue caso de estudio en el presente trabajo (Li et al.,
2018;Chen et al., 2019; Almakki et al., 2019).

Tabla 6.9. Eficiencias de consumo de sustratos y rendimientos de productos de los ensayos con C-
E2 y C-AMP como unicas fuentes de electrones.

Eficiencias (%) Rendimientos (Y)
Ensayo
C-E2 C-AMP N-NOs C-HCOs N2
10 mg C-E2 L1 100 = 0.01 - 100 £ 0.01 0.86 +0.03 0.95+0.01
20 mg C-E2 L1 99.13+0.16 - 100 £ 0.01 1.28+0.14 1.03+£0.04
10 mg C-AMP L1 - 100 £ 0.01 100 £ 0.01 1.01£0.01 0.96 +0.01
20 mg C-AMP L - 98.47 + 0.03 100 £ 0.01 0.77+0.01 0.97 +0.05

En la Tabla 6.10 se presenta el balance de materia realizado de los ensayos con C-E2 y C-
AMP como Unicas fuentes de electrones. En todos los casos las eficiencias fueron superiores
a 98 % y los rendimientos cercanos a la unidad. Asimismo, se descarté la produccion y
acumulacion de compuestos intermediarios del proceso, puesto que no se cuantificaron en

los anélisis instrumentales.

Los resultados de la evaluacion del proceso respiratorio del lodo fue mejor a lo reportado por
Zhang et al. (2020), donde se cuantificd la formacién de metabolitos de E2 como E1, 4-
hidroxiestrona (4OH-E1), estrona-3-acetato (E1-3-acetato), delta-9(I1)-deshidroestrona (9,11-
deshidro-E1) y E3. En el presente trabajo no se identificd la formacion de intermediarios del

proceso.
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fuentes de electrones.

Compuestos carbonados

Ensayo (mg L) Entrada Salida
C-E2 C-AMP C-HCOs
(10) C-E2 10.00 + 0.01 8.65+0.37
(20) C-E2 20.00£0.01 19.88+£1.01
(10) C-AMP - 10.00 £ 0.01 9.74 £ 0.16
(10) C-AMP - 20.00 £ 0.01 15.40+0.23
Compuestos nitrogenados
Ensayo (mg L) Entrada Salida
N-NOz N2

(10) C-E2 9.09+0.01 8.72+0.05
(20) C-E2 18.18 +0.01 19.07 + 1.14
(10) C-AMP 9.09 + 0.01 8.91+0.08
(10) C-AMP 18.18 +0.01 17.92 +0.96

6.5. Ensayos desnitrificantes con 17f-estradiol, ampicilinay CH3COO" en mezcla

Se realizaron ensayos con mezclas de fuentes carbonadas de C-E2, C-AMP y C-CH3COO".
La Figura 6.14 muestra los resultados del perfil cinético del ensayo con la mezcla de C-E2,
C-AMP y C-CH3;COO™ a una concentracion de 3.3 mg L™, cada uno. Se afiadié la
concentracion necesaria de N-NO3™ para mantener una C/N de 1.1. De las tres fuentes de
electrones, C-CH3COO" fue el primero en consumirse en 7 h de reaccion (Ec-cHacoo- de 100
+ 0.01), seguido de C-AMP a las 30 h de haber iniciado el experimento (Ec-amp de 100 +
0.47) y, por ultimo, C-E2 despues de 48 h de prueba (Ec-e2 de 99.20 £ 2.24). Esto porque C-
CH3COO  es considerado como la fuente de electrones de mas facil biodegradabilidad (Purba
etal., 2022). Los sustratos carbonados fueron transformados hasta C-HCO3™ con un Yc-Hcos-
de 1.02 + 0.6 y no se cuantifico la produccion de metabolitos secundarios (Tabla 6.11). En el
caso de los compuestos nitrogenados, N-NOz™ fue consumido en 15 h de prueba (En-nos- de
100 £ 0.01) y fue transformado hasta N2, obteniendo un Yn2 de 1.13 + 0.05. No se cuantificd

la produccion de N-NOz™ o0 algun otro intermediario de la desnitrificacion.
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Figura 6.14. Perfil cinético de ensayos desnitrificantes con (mg L) (3.3) C-E2, (3.3) C-AMP y
(3.3) C-CH3COO" en mezclay N-NOs a una C/N de 1.1. A) Compuestos carbonados: (+) C-E2, (x)
C-AMP, (—) C-CH3COO" (o) C-HCOs'; B) Compuestos nitrogenados: (A ) N-NOs"y (m) N..

Posteriormente, se realizaron ensayos con 10 mg L™ de C-E2, C-AMP y C-CH3COO" de cada
uno como mezcla de fuente de electrones y se afiadié la suficiente concentracion de N-NOs’
para mantener una C/N de 1.1. Los resultados del perfil cinético resultante se muestran en la
Figura 6.15, donde C-CH3COO" fue consumido a la 1 h de reaccion (Ec-cHscoo- de 100 +
0.01), seguido de C-AMP a las 48 h de experimento (Ec-amp de 100 £ 0.01) y, por ultimo, C-
E2 después de 144 h de prueba (Ece2 de 100 = 0.01). Todos los sustratos fueron
transformados hasta C-HCOz3™ con un Yc-Hcos- de 0.86 + 0.01, dado que no se cuantificé la
produccién de metabolitos secundarios (Tabla 6.11). En el caso de los compuestos
nitrogenados, N-NO3z™ fue consumido en 80 h de prueba (En-nos- de 100 + 0.01) y fue
transformado hasta N2, obteniendo un Yn2 de 0.97 £ 0.01. En estos ensayos, se cuantifico la
produccion transitoria de hasta 1.8 mg de N-NO,” L.
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Figura 6.15. Perfil cinético de ensayos desnitrificantes con (mg L) (10) C-E2, (10) C-AMP y (10)
C-CH3COO en mezclay N-NOs a una C/N de 1.1. A) Compuestos carbonados: (+) C-E2, (x) C-
AMP, (—) C-CHsCOO" (e) C-HCOs"; B) Compuestos nitrogenados: (A ) N-NOs', () N-NOy' y (m)
Na.

Por otro lado, la Figura 6.16 muestra el perfil obtenido en los ensayos con 10 mg L™ de C-
E2 y C-CH3COO" de cada uno en mezcla. Se agrego la suficiente concentracion de N-NO3
para mantener una C/N de 1.1. C-CH3COO" fue consumido en 10 h de reaccion con Ec.
cHacoo- de 100 + 0.01 y C-E2 después de 25 h de prueba con Ec.e2 de 99.13 + 1.49. Las
fuentes carbonadas fueron transformadas Unicamente hasta C-HCO3" y se estimo un Y c-ncos-
de 0.96 + 0.02. No se cuantifico la produccion de metabolitos secundarios (Tabla 6.11). N-
NOs" fue consumido en 17 h de prueba con una En-nos- de 100 + 0.01 y fue transformado
hasta N2 con un Yn2 de 1.12 + 0.07. En estos ensayos no se cuantifico la acumulacion de

intermediarios del proceso desnitrificante.
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Figura 6.16. Perfil cinético de ensayos desnitrificantes con (mg L) (10) C-E2 y (10) C-CH3sCOO"
en mezclay N-NOs a una C/N de 1.1. A) Compuestos carbonados: (+) C-E2, (—) C-CH3;COO" (e)
C-HCOs7; B) Compuestos nitrogenados: (A ) N-NOs" y (m) N..

Por Gltimo, el perfil cinético resultante de los ensayos con una mezcla de 10 mg L™ de C-E2
y C-AMP de cada uno, se muestran en la Figura 6.17. Cabe mencionar que, en estos ensayos,
se agrego la suficiente concentracion de N-NOs™ para mantener una C/N de 1.1. En el perfil
obtenido, se observa que C-AMP fue el primer sustrato carbonado en ser consumido, en 80
h de reaccion y con una Ec.amp de 100 + 0.06. C-E2 fue biodegradado posterior a 120 h de
prueba, pero con una Ece2 de 98.88 + 0.44. Ambos sustratos carbonados fueron
transformados exclusivamente hasta C-HCO3" y se estim6 un Yc.Hcos- de 1.01 + 0.05. No se
cuantifico la produccion de metabolitos secundarios (Tabla 6.11). N-NOs™ fue consumido en
5 h de prueba con una En-nos- de 100 + 0.01 y fue transformado hasta N2 con un Y2 de 1.09
+ 0.03. En estos ensayos no se cuantifico la acumulacion de intermediarios del proceso

desnitrificante.
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Figura 6.17. Perfil cinético de ensayos desnitrificantes con (mg L) (10) C-E2 y (10) C-AMP en
mezclay N-NOs a una C/N de 1.1. A) Compuestos carbonados: (+) C-E2, (x) C-AMP y (e) C-
HCOs'; B) Compuestos nitrogenados: (A ) N-NOz" y (m) Na.

En la tabla 6.11 se muestran los resultados obtenidos del calculo de las eficiencias de
consumo de sustratos y los rendimientos en todos los ensayos. En todos los casos se
obtuvieron E superiores al 99 % y los Y fueron cercanos a 1. Aun cuando en los ensayos con

la mezcla de C-CH3COO", C-E2 y C-AMP se observo la produccion transitoria de N-NO>',
no afecto al Yno.
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Tabla 6.11. Eficiencias de consumo de sustratos y rendimientos de productos de los ensayos

desnitrificantes con C-E2, C-AMP y C-CH;COO" en mezcla.

Ensayo Eficiencias (%0) Rendimientos (YY)

(mg LY C-E2 C-AMP  C-CH5;COO- N-NOy C-HCOy N,
(3.3) C-E2, C-AMP, C-CH;,COO"  99.20+2.24 100+0.47 100+0.01 100+0.01 | 1.02+0.06 1.13+0.05
(10) C-E2, C-AMP, C-CH5COO 100+£0.01 100+0.01 100+0.01 100+0.01 | 0.86+0.01 0.97+0.01
(10) C-E2 y C-CH;COO" 99.13+1.49 - 100+£0.01 100+£0.01 | 0.96+0.02 1.12+0.07
(10) C-E2y C-AMP 98.88 £0.44 100 = 0.06 - 100+£0.01 | 1.01+0.05 1.09+0.03

En cuanto al balance de materiales mostrado en la Tabla 6.12, no se generaron metabolitos

carbonados y todos los sustratos fueron transformados Unicamente hasta HCO3". Asimismo,

no se acumularon intermediarios del proceso desnitrificante y todo NOs™ fue transformado

hasta N2, como unico producto del proceso.

Tabla 6.12. Balance de materia de ensayos desnitrificantes en lote con C-E2, C-AMP y C-CH;COO"

en mezcla.

Compuestos carbonados

Entrada Salida
Ensayo (mg L?)
C-E2 C-AMP C-CH3COO- C-HCOs
(3.3) C-E2, C-AMP, C-CH,COO 3.3+0.01 3.3+0.01 3.3+£0.01 10.71£0.29
(10) C-E2, C-AMP, C-CH,COOr 10 £ 0.02 10+ 0.01 10 £ 0.02 24.80 £ 2.47
(10) C-E2y C-CH,COO 10 £ 0.03 10 £ 0.02 18.63+£1.42
(10) C-E2y C-AMP 10+0.01 10+ 0.01 18.92 +£1.93
Compuestos nitrogenados
Ensayo (mg L) Entrada Salida
N-NOs N2
(3.3) C-E2, C-AMP, C-CH;COO 9.00+0.01 9.35+0.38
(10) C-E2, C-AMP, C-CH;COO® 27.27 £0.06 25.97 £ 1.50
(10) C-E2y C-CH,COO" 18.18 + 0.01 20.52 £ 0.12
(10) C-E2y C-AMP 18.18 + 0.01 19.87 £ 0.66
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6.6. Ensayos de recuperacion con C-CHsCOO-
El indculo de los ensayos con 20 mg C-E2 Lty 20 mg C-AMP L™ fue tomado y expuesto a

20 mg C-CH3COO" L, por separado y con la finalidad de evaluar el dafio provocado por los
farmacos y compararlo con los resultados obtenidos en los ensayos de referencia. A manera
de ejemplo, en la Figura 6.18 se muestra el perfil cinético obtenido en los ensayos de
recuperacion del lodo expuesto previamente a 20 mg C-E2 L. En este se observa que
CH3COO" fue consumido por completo a 72 h de haber comenzado el ensayo y obteniendo
Ec-cHacoo- del 97.96 £+ 1.79 %, como se presenta en la Tabla 6.13. Comparado con el ensayo
de referencia, se observo que el tiempo de biodegradacion de acetato aumentd hasta 70 h. A
la par del consumo de CH3COO" se produjo HCO3s™ como Unico producto del proceso con un
Yc-Hcos- de 0.87 + 0.03. En el caso del consumo de las especies de nitrogeno, NO3z™ fue
consumido a partir de la 1 h de prueba, dado que no se cuantificé a lo largo del ensayo.
Asimismo, a la par del consumo de nitrato, se produjo N2 y este alcanz6 un Yn2 de 1.05 £
0.05. No se produjeron y acumularon intermediarios del proceso desnitrificante.

mg CONL?
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Figura 6.18. Perfil cinético de ensayo de recuperacién con 20 mg C-CHsCOO- L y N-NO3 a una
C/N de 1.1, pero con lodo previamente expuesto a 20 mg C-E2 L, (==) C-CH3;COO-, () C-HCOs5,
(A) N-NO3_ Yy (l) No.

La Figura 6.19 muestra el perfil cinético obtenido en los ensayos de recuperacion del lodo
expuesto previamente a 20 mg C-AMP L. En este se observa que CH3COO" fue consumido
por completo en solo 1 h de ensayo, obteniendo una Ec-cHscoo- del 100 + 0.01 %, como se
presenta en la Tabla 6.13. Comparado con el ensayo de referencia, se observé que el tiempo

de biodegradacion de acetato fue 1 h menor. A la par del consumo de CH3COO" se produjo
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HCOs™ como unico producto del proceso con un YcHcos- de 0.88 £ 0.01. En el caso del
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consumo de las especies de nitrogeno, NO3™ fue consumido a partir de la 1 h de prueba con
En-nos- de 100 + 0.01 %. Asimismo, a la par del consumo de nitrato, se produjo N2 y este
alcanzo un Yn2 de 0.86 £ 0.06. No se produjeron y acumularon intermediarios del proceso

desnitrificante.

— B
@
T T T * T * T *
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tiempo (h)

Figura 6.19. Perfil cinético de ensayo de recuperacién con 20 mg C-CHsCOO- L' y N-NO3 a una
C/N de 1.1, pero con lodo previamente expuesto a 20 mg C-AMP L. (=) C-CH3;COO:, (e) C-
HCOs, (A) N-NOs'y (m) Na.

La tabla 6.13 muestra los resultados del calculo de las eficiencias de consumo de sustratos y
rendimientos de los productos. En todos los casos se alcanzaron eficiencias cercanas al 100
% y rendimientos a 1, por lo que el proceso respiratorio del lodo no se vio afectado por su
previa exposicion a E2 y AMP, respectivamente. Cabe mencionar que el lodo utilizado, fue
tomado de la planta de tratamiento de aguas residuales de Atotonilco de Tula, Hidalgo, la
cual recibe gran cantidad de aguas contaminadas con diferentes compuestos organicos de

todo tipo.
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desnitrificantes de recuperacion con lodo de los ensayos con 20 mg C-E2 Ly 20 mg C-AMP L7,

como Unicas fuentes de electrones.

., E (%) Y
Concentracion
(mg LY C-CHs3COO- N-NOs C-HCOz N2 C-CO2
202 97.96 £ 1.79 100 +0.01 0.87 +0.03 1.05+0.05 -
20° 100 £0.01 100 +0.01 0.88 +0.01 0.86 + 0.06 -

3 Ensayo con lodo previamente expuesto a 20 mg C-E2 L%; ® Ensayo con lodo previamente expuesto a 20
mg C-AMP L

6.7. Evaluacidn cinética de ensayos en lote

Los resultados del célculo de las velocidades especificas de consumo de sustratos y
generacion de productos de todos los ensayos en lote se resumen en la Tabla 6.14. En esta se
muestra que en los ensayos de referencia con C-CH3COO™ como Unica fuente de electrones,
la tendencia de la qc-cHacoo- fue en aumento y estuvo relacionada con el incremento de la
concentracion inicial de C-CHzCOO'. Asi también, la gc-Hcos- mostré un comportamiento
similar en los ensayos de referencia. Sin embargo, cuando se utilizé C-E2 y C-AMP como
unicas fuentes de electrones y en mezcla, la gc-Hcos- en todos los ensayos fue menor en 9y
hasta 291 veces, comparado con la qc-Hcos- obtenida en los ensayos de referencia. Esto
sugiere que la presencia de E2 y AMP genera efectos inhibitorios en las enzimas encargadas
de oxidarlos. Asi también, las propiedades fisicoquimicas de E2 y AMP les confieren cierta
persistencia, la cual se ve reflejada en la gc-Hcos-. Asimismo, en los ensayos de recuperacion
con lodo previamente expuesto a E2 y AMP, la gc-ncos- fue 91.22 y 88.07 % igual a la

obtenida en los ensayos de referencia.

En el caso de las especies nitrogenadas se puede observar que la gn-nos- fue menor en los
ensayos con E2 y AMP, por separado y en mezcla en magnitudes que van de 2.28 hasta 40.49
veces menores en comparacion con las velocidades de consumo de N-NOs™ obtenidas en los
ensayos de referencia. Esto sugiere que la presencia de estradiol y ampicilina inhibe el
proceso respiratorio del lodo. Incluso se ha mencionado que E2 genera inhibicién competitiva
en las enzimas (Li et al., 2020). Este mismo comportamiento se presentd en la qn2, puesto
que las diferencias entre lo obtenido en los ensayos con E2 y AMP, comparado con los
ensayos de referencia fue de 1.39 y hasta 89.76 veces menores. Por ello, estradiol y
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ampicilina genera efectos negativos en el proceso metabdlico de lodos desnitrificantes, dadas

sus propiedades fisicoquimicas. Sin embargo, ambos sustratos fueron consumidos

completamente.

Tabla 6.14. Velocidades especificas de generacion de productos y consumo de sustratos de ensayos

de referencia a diferentes concentraciones de C-CH3;COO.

Compuestos carbonados

(sustratos QProductos
Ensayo (mg L?)

C-E2 C-AMP C-CHsCOOr C-HCOs
(10) C-CH,COO" R - 7.97 £0.04 5.13+0.29
(20) C-CH,COO" - - 13.54 £ 0.65 23.39 +6.38
(30) C-CH,COO" 22,93 +1.95 2251 +1.82
(50) C-CHsCOO" 13.74 + 1.62 13.86 +0.88
(10) C-E2 2.09+£0.24 - - 0.51 +£0.02
(20) C-E2 8.84 £ 0.01 - - 0.08 £ 0.001
(10) C-AMP 1.08+0.11 - 3.25+0.45
(20) C-AMP 18.25+5.13 - 0.03 £ 0.002
(3.3) C-E2, C-AMP, C-CH,CO0O" 0.49 £0.06 0.53+£0.04 146 £0.11 2.72+0.33
(10) C-E2, C-AMP, C-CH;COO" 2.36+0.01 0.35+0.03 4.42 +0.23 0.39 +0.03
(10) C-E2 y C-CHsCOO" 10.88 +0.01 - 3.85+0.26 1.36 +0.16
(10) C-E2 y C-AMP 2.83+0.01 2.04+0.31 - 0.60 £ 0.04
(20) AC-CH;COO - - 4.03+0.25 4.68 £0.43
(20) BC-CH,COO" - - 12.41+0.84 20.60 = 0.50

Compuestos nitrogenados
(sustratos QProductos
Ensayo (mg L?)
N-NO3 N2

(10) C-CH5CO0O 12.56 + 1.47 10.08 £1.47
(20) C-CH5COO 13.95+0.01 50.83+1.31
(30) C-CH,COO" 3.21+0.30 4.43+0.48
(50) C-CH5COO 4315+ 7.72 1751 +£2.17
(10) C-E2 1.04 £0.08 0.56 £0.01
(20) C-E2 3.97£0.38 3.20£0.30
(10) C-AMP 1.76 +0.18 11.00 £ 0.01
(20) C-AMP 9.65 +4.63 17.91£4.99
(3.3) C-E2, C-AMP, C-CH,COO" 1.80 +£0.15 3.95+0.36
(10) C-E2, C-AMP, C-CH;COO" 8.83 +3.04 3.04 £0.39
(10) C-E2 y C-CH;COO 5.32+041 416 £0.17
(10) C-E2 y C-AMP 4.30 £ 0.56 1.71 +0.09
(20) AC-CH3COO" 10.14 +0.01 21.23+0.01
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(20) BC-CH,COO 13.15 +£0.67 6.48 +1.25

Resultados ydiscusién

AEnsayos de recuperacion con lodo expuesto a E2 y BAMP.

Diferentes reportes han estudiado procesos bioldgicos para la biodegradacion de E2 y AMP,
incluso algunos otros compuestos farmacéuticos con propiedades fisicoquimicas similares.
Castellanos et al. (2021) reportaron gc-e2 de 1.41 pg g SSV! ht en biorreactores de lecho
movil nitrificantes con 20 pg L™ de una mezcla con otros estrogenos sintéticos, entre ellos
E2. Estos resultados fueron hasta 346 veces menores a la gc-e2 mas pequefia (0.49 £ 0.06 mg
C-E2 g SSV! h') obtenida en los ensayos desnitrificantes y hasta 7715 veces menor,
comparado con la gc-e2 mas alta obtenida en los ensayos con 10 mg C-E2 Lt en mezcla con
10 mg C-CH3COO" L. Incluso en lo reportado por Castellanos et al. (2021) se obtuvieron
velocidades de consumo de otros estrdgenos menores a los de E2 como ge1 y Qee2 de 1.16 y
1.09 mg g SSV* h't. Amin et al. (2018) reportaron velocidades de consumo de E2 y sus
metabolitos como E1 y EE2, en biorreactores nitrificantes bajo tiempos de retencion
hidraulicos de 11 dias, iguales a 0.00141, 0.00116 y 0.00109 mg gr SSV?! h7,
respectivamente. Estas son 346, 421 y 448 veces menor a las gc-e2 mas baja obtenida en el

presente trabajo en los ensayos con E2 en mezcla con AMP y CH3COOQO', respectivamente.

Incluso, si se comparan las velocidades obtenidas en el presente trabajo con lo reportado por
otros autores, se puede encontrar que la gc-e2 Y fc-amp fueron hasta 17.53 y 109.93 veces
mayores a las reportadas por Pefia et al. (2004) durante la eliminacién de compuestos
recalcitrantes provenientes de la industria petroquimica como Tolueno y Xileno, por un lodo

desnitrificante.

En el caso del consumo de AMP, Ramirez et al. (2020) reportaron una gc-amvp de 1.2 mg C-
AMP g SSV-! h! por un lodo nitrificante en ensayos en lote con una concentracion inicial de
50 mg C-AMP L. Esta gc-amp €s 15.4 veces menor a la obtenida en los ensayos realizados
con 20 mg C-AMP L como tnica fuente de electrones. Islas et al. (2017) obtuvieron una
(c-amp de 0.7 + 0.0002 mg C-AMP g SSV* h! con una concentracion inicial de 10 mg C-
AMP L1y en mezcla con 100 mg C-CH3sCOO" L. Esta velocidad fue hasta 25 veces menor
a la obtenida en el ensayo del presente trabajo con 20 mg C-AMP L como unica fuente de

electrones.
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Ruan et al. (2020) reportaron gn-nos- de 5.72 'y 5.82 mg N-NOs™ L™ h! al exponer una cepa
de Marinobacter hydrocarbonoclasticus RAD-2 a 50, 100, 150, 200 y 300 pg L™ de
ciprofloxacino y gn-nos- de 6.21 y 6.46 con la misma concentracion, pero de oxitetraciclinas.

Resultados ydiscusién

Estas velocidades fueron menores a lo obtenido en el presente trabajo con lodos

desnitrificantes y en presencia de compuestos recalcitrantes y toxicos como E2 y ampicilina.

Por otro lado, en algunos estudios en los que se ha trabajado con un lodo desnitrificante y
expuesto a compuestos considerados como CEs se han reportado velocidades de consumo de
NOs-N menores a las del presente trabajo. Gonzélez et al. (2012), reportd una velocidad de
consumo de NO,™ por un lodo desnitrificante de 8.88 + 0.12 mg g SSV* d! (0.37 mg NO2 -
N g SSV* h?) con 50 mg p-cresol-C. Esta gnoz--n es 1.08 veces menor a la reportada en este

trabajo con AMP como Unico donador de electrones.

Esto evidencia que lodos provenientes de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de
Atotonilco de Tula, Hidalgo y en Estado Estacionario Desnitrificante (EED) tuvieron mejor
desempefio que los procesos ya reportados en la literatura. El proceso respiratorio no fue
afectado por la presencia de E2 y AMP, por separado y en mezcla, dado que se obtuvieron
eficiencias de biodegradacion superiores al 99% y rendimientos cercanos a 1 en la
produccion, unicamente, de HCOs™ y N2. Comparado con los procesos fisicoquimicos como
los procesos de oxidacion avanzada donde se generan radicales libres, HCOs y N2
representan un beneficio para el medio ambiente, dado que son compuestos considerados

como indcuos y no alteran los ciclos biogeoquimicos de forma negativa.

6.8. Evaluacion de toxicidad de efluentes de ensayos en lote

Los resultados obtenidos de la evaluacién de toxicidad de los efluentes de los ensayos
desnitrificantes con C-E2 y C-AMP a una concentracion de 20 mg L™, se muestran en las
Figuras 6.20 y 6.21, respectivamente.
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Figura 6.20. Comparacion de frecuencia de MN inducidos por efluentes del ensayo con 20 mg C-
E2 L. () Frecuencia de MN/1000 células de Vicia faba.

En la Figura 6.20, se muestra que la frecuencia de MN disminuyd en relacion al consumo de
E2 y NOs en la cinética del ensayo con 20 mg C-E2 L. Los porcentajes disminuyeron de
un 0.45% ala 1 h de reaccidn, hastaa 0 % en 240 h, lo que representa una reduccion del 100
% en la toxicidad. Contrario a ello, Orozco et al. (2018) evaluaron efectos genotdxicos
mediante el bioensayo de MN y cometa. Esto al exponer a especies de carpa comun (Cyprinus
carpio) a diferentes concentraciones de E2 (1 ng L, 1 pg Lty 1 mg L™). El tiempo de
exposicion fue de 12 hasta 96 h a esas concentraciones. Se obtuvo que, a mayores tiempos
de exposicion, frecuencias de MN mayores y con 1 mg E2 L la frecuencia fue la mas alta
en comparacion con las otras concentraciones. Este comportamiento y el dafio en las células
puede estar relacionado con la formacion de metabolitos como 2- y 4-hidroxiestradiol (2-
OH-E2 y 4-OH-E2) durante la biotransformacién natural de E2.

En un estudio similar realizado por Orozco et al. (2019), evaluaron la toxicidad de 1 ng Lty
1 pg L de E2 al oxidarse por medio de un proceso fotocatalitico con TiO2 y una lampara
UV de 400 W (A de 254 nm) en tanques de 20 L que contenian organismos adultos de carpa
comun (Cyprinus carpio). Los resultados reportados en este estudio muestran un 85 % de
oxidacion de E2 en solo 60 min. Sin embargo, al aumentar el tiempo del proceso
fotocatalitico y con ello disminuir la concentraciéon de E2 en agua, aumenta la concentracion
de E2 en sangre de los organismos. El grado de lipoperoxidacion y la presencia de
hydroperoxidos en sangre de los organismos aumento en relacion al tiempo de reaccion en el

proceso fotocatalitico. Esto por la formacion de semiquinonas en el proceso, las cuales al
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reaccionar con Oz generan quinonas que forman el radical superdxido que es responsable de

la oxidacion celular. Estos resultados son totalmente contrarios a lo obtenido en los ensayos
desnitrificantes, donde la toxicidad disminuy6 en relacion al consumo y biotransformacion
de E2.

0.8%
0.7%
0.6%
0.5%
0.4%
0.3%

0.2%
0.1% ﬁ
0.0%

Agua 1h 192 h 408 h
Efluente ensayo 20 mg C-AMP L1

Frecuencia MN/1000

Figura 6.21. Comparacion de frecuencia de MN inducidos por efluentes del ensayo con 20 mg C-
AMP L1, () Frecuencia de MN/1000 células de Vicia faba.

En el caso de la evaluacion de los efluentes de los ensayos con 20 mg C-AMP L, se puede
observar un comportamiento similar al de la Figura 6.20, donde la frecuencia de MN
disminuy6 conforme aumentaba el consumo de C-AMP. En este ensayo, los porcentajes
disminuyeron de 0.5 % en la 1 h de reaccién, hasta 0.125 % en la 408 h. Esto representd una

baja en la toxicidad del efluente del 75 %.
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VIl.- CONCLUSIONES

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

Se logré alcanzar el Estado Estacionario Desnitrificante (EED) de un lodo
metanogénico en solo 90 dias, con eficiencias en la biodegradacion de acetato de
sodio y nitrato de sodio de mas del 99% y rendimientos de bicarbonato de sodio y
nitrégeno molecular del 0.91.

Durante la operacion del reactor UASB no se observo la produccion y acumulacion
de metabolitos e intermediarios propios del proceso desnitrificante.

En ensayos realizados en presencia de lodo desnitrificante inactivo, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas al usar un lodo estéril, seco o previamente
expuesto a luz UV.

En ensayos realizados en ausencia de lodo desnitrificante inactivo, se descartaron
pérdidas de acetato ampicilina y 17p-estradiol y nitrato por absorcidn, reaccion
quimicay volatilizacién.

En ensayos realizados en ausencia y presencia de lodo desnitrificante inactivo, se
presentd una precipitacion de AMP y E2 bajo condiciones desnitrificantes.

Los ensayos de referencia mostraron la completa mineralizacién de 10, 20, 30 y 50
mg C-CH3COO™ L con eficiencias de 100 % y rendimiento de bicarbonato y
nitrogeno molecular de 1, sin la produccion de intermediarios.

El lodo desnitrificante tuvo la capacidad de biodegradar 10 y 20 mg C-AMP como
unica fuente de electrones a una relaciéon C/N de 1.1, obteniendo Ec-amp, Y En-No3-
superiores al 95 %y Ynz Y Yrcos- mayores a 0.9.

El lodo desnitrificante tuvo la capacidad de biodegradar 10 y 20 mg C-E2 como Unica
fuente de electrones a una relacion C/N de 1.1, obteniéndose Ec-e2 y En-nos-
superiores al 95 %y Ynz Y Yrcos- mayores a 0.9.

El lodo desnitrificante tuvo la capacidad de biodegradar diferentes mezclas de C-
AMP y C-E2 a diferentes concentraciones como fuentes de electrones a una C/N de
1.1, logrando una completa mineralizacion de los sustratos en todos los casos.

La mineralizacion completa de 17p-estradiol y ampicilina se asocio6 con el origen del
lodo, debido a que el lodo que se uso es proveniente de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales de Atotonilco y esta continuamente expuesto a un gran nimero de

contaminantes recalcitrantes domésticos e industriales.
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Durante los ensayos en lote, no se generaron metabolitos secundarios de 173-estradiol
ni de ampicilina.

Durante el desarrollo de los ensayos con 10 mg C-AMP L? se observd una
produccion transitoria de NO2™ con Ynoe- de 0.0406.

La evaluacion del proceso respiratorio desnitrificante en la biodegradacion 17p-
estradiol, acetato y ampicilina se llevo a cabo eficiente y eficazmente. Dado que en
todos los ensayos se obtuvieron eficiencias del 100% y rendimientos cercanos a 1.
El mayor efecto negativo sobre la cinética del proceso respiratorio desnitrificante se
presentd en el ensayo con 20 mg C-E2 L™ y 20 mg C-AMP L por separado, dado
que se obtuvieron velocidades especificas de consumo de sustratos de hasta 280 veces
menores comparadas con los ensayos de referencia.

Durante los ensayos en lote con las diferentes mezclas se demostré que E2 fue mas
recalcitrante para ser biodegradado por el lodo desnitrificante.

Con los resultados del balance de materia en la evaluacion del reactor UASB, los
ensayos en lote de referencia y los desnitrificantes con estradiol y ampicilina, se
demuestra que a la relacion trabajada el proceso es desasimilativo, debido a que los
sustratos usados fueron transformados completamente a bicarbonato y a nitrégeno
molecular con rendimientos cercanos a 1.

En los ensayos de recuperaciéon con lodo previamente expuesto a E2 y AMP, se
presentd un efecto negativo en la cinética del lodo, dado que se obtuvieron
velocidades especificas de hasta 3.99 y 6.44 veces menores a las obtenidas en los
ensayos de referencia, respectivamente.

La frecuencia de MN en los ensayos con 20 mg C-E2 L y 20 mg C-AMP L estuvo
relacionada con la concentracion de los farmacos y, por lo tanto, la genotoxicidad del
efluente disminuye un 100 y 75 %, respectivamente, cuando Se consumen por

completo los sustratos.
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Vill.- RECOMENDACIONES

» Evaluar la biodegradacion de E2 y AMP a diferentes concentraciones y mezclas. Asi
como a diferentes relaciones C/N.

» Realizar analisis en espectrometria de masas con la finalidad de conocer y proponer
rutas de biodegradacion de E2 y AMP.

» Realizar un andlisis microbioldgico con la finalidad de conocer que bacterias son las
responsables de biodegradar E2 y AMP en proceso desnitrificante.

» Aumentar el nimero de contaminantes en el agua sintética, con la finalidad de replicar
las condiciones de un agua residual real, pero en laboratorio.

» Disefiar un tren de tratamiento de aguas residuales a escala piloto en el que se
incluyan procesos con lodos desnitrificantes.

» Con los parametros cinéticos encontrados, proponer el escalamiento del proceso a
nivel industrial mediante procedimientos de disefio ya establecidos.

» Realizar un anélisis financiero de la factibilidad del proceso desnitrificante como
proceso secundario en el tratamiento de aguas residuales.

» Continuar evaluando la genotoxicidad de los efluentes de los ensayos, a fin de

asegurar la nula toxicidad al finalizar el proceso.
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