Inhibicion metanogénica de lodo anaerobio por exposicion a antibidticos
de origen veterinario y su sorcion en carbon activado granular.

Methanogenic inhibition of anaerobic sludge by exposure to veterinary
antibiotics and its sorption in granular activated carbon.

Perla A. Gonzalez-Tineo *, Ulises Duran-Hinojosa*, Pablo Gortares-Moroyoqui?, Ruth G. Ulloa-
Mercado?, Luis Alvarez Valencia® Denisse Serrano-Palacios!

! Departamento de Ciencias del Agua y Medio Ambiente,

2 Departamento de Biotecnologia y Ciencias Alimentarias,

% Departamento de Ciencias Agronémicas y Veterinarias. Instituto Tecnoldgico de Sonora. Av
Antonio Caso 2266, Itson, 85137. Col. Centro. Cd. Obregdn, Sonora, México.

4 Instituto de Ingenieria, UNAM, P.O. Box 70-186, Cd. México

Palabras clave: Inhibicion anaerobia, tetraciclinas, aguas residuales porcinas,
biodegradabilidad
Key words: anaerobic inhibition, tetracycline, swine wastewater, biodegradability

INTRODUCCION

Actualmente, una amplia gama de antibioticos veterinarios es utilizada en granjas porcinas
para el control de enfermedades o como promotores de crecimiento (Barton, 2014). Una vez
ingeridos por los animales estos compuestos pueden metabolizarse siguiendo diferentes vias,
para ser finalmente excretados al medio ambiente de forma inalterada o como metabolitos
activos (Massé et al., 2014). Se reporta que hasta el 72% de la tetraciclina consumida por
ganado porcino ha sido encontrada en Agua Residual Porcina (ARP) y medio ambiente en
forma del compuesto original (Sara et al., 2013). La clase de antibidticos mas frecuentemente
detectados en residuos porcinos son las sulfonamidas, tetraciclinas y macrélidos con
concentraciones de 324.4, 388.7 y 72 pg/L, respectivamente (Cheng et al., 2018; Li et al.,
2016; Wei et al., 2011). En este sentido, uno de los efectos negativos de estos compuestos es
la inhibicién de las actividades bioldgicas de los microrganismos. De esta forma, pueden
ejercer un efecto adverso e inhibidor sobre la biodegradacion de compuestos organicos en las
aguas residuales disminuyendo la eficiencia de los sistemas de tratamiento (Ince et al., 2013).
Al respecto, se reportan pocos estudios del efecto de los antibioticos en los microrganismos
involucrados en el proceso de digestién anaerobia. Adicionalmente el rango de antibi6ticos
utilizados en estos estudios no se encuentra normalmente en el medio ambiente (Aydin et al.,
2015; Meng et al., 2015). En este contexto, el objetivo de este trabajo es determinar la
inhibicién causada en la digestion anaerobia por la presencia de antibidticos de origen
veterinario. En contra parte, también se plantea una posible solucién mediante la eliminacion
de antibidticos usando Carbdn Activado Granular (CAG).

METODOLOGIA
Ensayos de inhibicion anaerobia



Los ensayos se llevaron a cabo en botellas serologicas de 60 mL con un volumen de trabajo
de 20 mL (4 mL biomasa anaerobia + 16 mL de ARP). El disefio experimental consistio en
una botella control (sin antibidtico) y 3 tratamientos bajo diferentes concentraciones de
antibiotico (15, 30 y 45 ug/L), asi como una mezcla de antibidticos con cada una de las
concentraciones mencionadas (MIX). Los antibi6ticos utilizados fueron Clorhidrato de
oxitetraciclina (OTC, 99%), clorhidrato de tetraciclina (TCN, 99%) y tartrato de tilosina
(TYL, 99%). Los antibidticos fueron obtenidos a través de Sigma-Aldrich (Steinem,
Alemania). La cuantificacion de CH4 producido se llevo a cabo por medio de un
cromatdgrafo de gases (Fisher Gas Partitioner model 1200).

Ensayos de adsorcién con Carbon Activado Granular (CAG)

Cada botella cont6 con un volumen de trabajo de 50 mL de agua milli-Q que se pusieron en
contacto con 0.05 g de CAG el cual actué como adsorbente. Los ensayos fueron llevados a
cabo a dos diferente valores de pH (6 y 8). Las concentraciones manejadas fueron 15, 60 y
100 pg/L de antibioticos. Los antibioticos fueron contabilizados en un equipo UPLC Acquity
con detector Xevo TQD.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los ensayos de inhibicion anaerobia, se realizaron en ARP como sustrato. Adicionalmente
se llevaron a cabo ensayos de Actividad Metanogeénica Especifica (AME) utilizando &cido
acético. Lo anterior fue llevado a cabo para conocer la inhibicion en la produccion de metano
en condiciones donde el sustrato no es un factor limitante. En este estudio los ensayos
mostraron una clara inhibicion con el aumento en la concentracion de antibioticos. El
méaximo porcentaje de inhibicion observado fue de 51.2% en presencia de TCN, el cual
resulto méas toxico que la mezcla de antibiéticos (MIX), afectando el proceso en un 41.2%
(Tabla 1). Por otro lado, se observo que utilizando &cido acético como sustrato, la maxima
inhibicion causada fue considerablemente mayor que en ARP (58.5y 78% con TCNy OTC
respectivamente). Esto puede deberse a que a diferencia del acido acético, el ARP contiene
otros compuestos que pueden mejorar el rendimiento de la digestién anaerobia como por
ejemplo: polisacaridos, lipidos y proteinas (Riafio et al., 2011). Mustapha et al. (2016)
reporta que bacterias de la clase Clostridia, encontradas en ARP contribuyen a una alta tasa
de hidrolisis y degradacion de &cidos grasos volatiles, lo cual favorece la digestion anaerobia.
En este sentido, a diferencia del acido acético el ARP cuenta con microrganismos que
favorezcan el proceso anaerobio.

Tabla 1. Resumen de la inhibicion de la produccién de CHa bajo las diferentes concentraciones de
antibidticos en ensayos de biodegradabilidad y AME.

Ensayos Antibiotico Concentracion (ug/L)
15 30 45
Agua residual oTC 62.3% 63.6% 50%
porcina TCN 35.3% 38.7% 51.2%
TYL 5.4% 40.7% 48.5%
MIX 19.6% 26.5% 41.2%
Acido acetico OoTC 64.6% 69.4% 78%

TCN 52% 54% 58.5%




TYL 41.6% 43.6% 46.3%
MIX 59.6% 69.7% 69.7%

En este sentido, la inhibicién en la produccion de metano no solo depende del sustrato
disponible para la biomasa, si no de la concentracion del antibidtico utilizado, y su toxicidad.
Por ejemplo, la mayoria de los estudios de inhibicion metanogénica indican una mayor
reduccion de la produccién de metano causada por Clortetraciclina que lo observado por la
OTC. Por ultimo, en el caso particular de TYL, Garcia (2015) observo que a concentraciones
de 10 y 50 pg/L se inhibe la AME en un rango de 49 % a 63 %, similar a lo encontrado en
este estudio.

Ensayos con Carbdn Activado Granular (CAG)
A continuacion se muestra la remocion lograda por CAG después de 24 horas de estar en

contacto con el antibidtico. En este estudio, se observé que el pH del medio no presentd un
efecto considerable en la adsorcidn de estos compuestos en CAG (Tabla 2). Lo anterior,
segun Rivera et al. (2009) puede indicar que las interacciones electrostaticas entre el CAG y
el medio de ARP no juegan un papel importante en los procesos de adsorcion. En contraste,
estudios posteriores realizados por Rivera et al. (2013) reportan la influencia del pH en la
adsorcion de tetraciclinas con carbon activado en un rango de pH de 2 a 7 observando una
reduccion en la adsorcion durante el aumento de pH, ya que se produce un aumento en su
carga superficial y una consecuente reduccion en la adsorcion.

Tabla 2. Ensayos de remocion de antibi6ticos en carbén activado granular a 35+2 °C.

Antibiotico Concentracion inicial Remocion (%)

(Hg/L) pH 6 pH 8

TCN 15 0 27.1
60 48.4 39.2

100 67.9 75.5

TYL 15 67.7 43.5

60 15.6 31.7

100 15.9 10.8

CONCLUSIONES

Este estudio mostrd que los antibidticos de origen veterinario son capaces de ocasionar una
inhibicion de mas del 70% en la digestion anaerobia reflejado en una disminucion en la
produccién de metano. Lo anterior muestra que en presencia de 45 pg/L de OTC es posible
afectar sistemas de tratamiento anaerobio, lo cual brinda una perspectiva de importancia al
estudiar este tipo de compuestos por debajo de los 100 pg/L. En contra parte, este trabajo
planted una solucion a esta problematica con el uso de CAG para la eliminacion de
antibidticos. Después de 24 horas de estar contacto con el CAG se observo una remocién
méaxima de TCN cuando la concentracion era de 100 ug/L.
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