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RESUMEN

La amoxicilina es uno de los antibiéticos mas prescritos
para tratar diferentes tipos de infecciones y se han en-
contrado niveles en mg/L en aguas residuales urbanas.
Los procesos anaerobios son conocidos por su alto ren-
dimiento y tolerancia hacia compuestos téxicos; sin em-
bargo, su utilizaciéon en aguas que contienen antibiéticos
y otros compuestos farmacéuticos es aln escasa y no
conclusiva. El propésito de este trabajo consistio en de-
terminar la actividad metanogénica especifica (AME) del
lodo anaerobio procedente de la planta de tratamiento de
aguas residuales El Salitre (Bogota — Colombia), utilizando
como sustrato amoxicilina en concentraciones de 5, 60 y
120 mg/L. El ensayo tuvo una duracién de 480 horas bajo
agitacion intermitente. Los resultados mostraron que los
valores de AME para 5, 60y 120 mg/L de amoxicilina fue-
ron de 0.163 gDQO/gSTV.d, 0.218 gDQO/gSTV.d y 0.485
gDQO/gSTV.d respectivamente y en el etanol fue de 0.614
gDQO/gSTV.d . Se observé adicionalmente un buen ajuste
del modelo modificado de Gompertz a los resultados ex-
perimentales en las condiciones estudiadas.

Palabras clave: Antibidtico; digestién anaerobia; modelo
Gompertz.

SUMMARY

The amoxicillin is one of the most prescribed antibiotics for
treating different type of infections, and it has been found
levels in mg/L in urban wastewater. Anaerobic processes
are known for their high performance and tolerance to
toxic compounds; however, their utilization in water that
contains antibiotics and other pharmacist compounds
is still scarce and inconclusive. The purpose of this stu-
dy was to determine the specific methanogenic activity
(SMA) of anaerobic sludge from the wastewater treatment
plant El Salitre (Bogota — Colombia), using amoxicillin as
substrate in concentrations of 5, 60 y 120 mg/L. The test

had a duration of 480 hours under intermittent agitation.
The results showed that SMA values for 5, 60 y 120 mg/L
of amoxicillin were 0.163 gCOD/gTVS.d, 0.218 gCOD/
gTVS.d and 0.485 gCOD/gTVS.d respectively, and on the
ethanol was 0.614 gCOD/gTVS.d. Further, it was observed
a good adjust of the Gompertz’s modified model to the
experimental results in the studied conditions.

Key words: Antibiotic; anaerobic digestion; Gompertz
model.

RESUM

L’amoxicil-lina és un dels antibiotics més prescrits per
tractar diferents tipus d’infeccions i s’han trobat nivells en
mg/L en aiglies residuals urbanes. Els processos anaero-
bis sén coneguts pel seu alt rendiment i tolerancia cap a
compostos toxics; pero la seva utilitzacié en aiglies que
contenen antibidtics i altres compostos farmaceutics és
encara escassa i no conclusiva. El proposit d’aquest tre-
ball va consistir a determinar I’activitat metanogénica es-
pecifica (AME) del fang anaerobi procedent de la planta de
tractament d’aiglies residuals El Salitre (Bogota - Colom-
bia), utilitzant com a substrat amoxicil-lina en concentraci-
ons de 5, 60 i 120 mg/L. L’assaig va tenir una durada de
480 hores sota agitacié intermitent. Els resultats van mos-
trar que els valors d’AME per a 5, 60 i 120 mg/L d’amoxicil-
lina van ser de 0.163 gDQO/gSTV.d, 0.218 gDQO/gSTV.d
y 0.485 gDQO/gSTV.d respectivament i en I’etanol va ser
de 0.614 gDQO/gSTV.d. Es va observar addicionalment un
bon ajust del model modificat de Gompertz als resultats
experimentals en les condicions estudiades.

Paraules clau: Antibiotic; digestid anaerdbia; model Gom-
pertz.
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INTRODUCCION

El consumo de antibiéticos en el mundo ha aumentado
tanto para el uso humano como para el uso veterinario. [1]
indican que el uso excesivo de este tipo de compuestos,
asi como el mal uso y su disposicién inadecuada son las
principales causas de la presencia en fuentes de capta-
cion y vertimientos de aguas residuales. Hasta el momen-
to se desconoce el destino de estos compuestos en las
plantas de tratamiento de agua potable y residual, por lo
que varios autores sefialan que pueden pasar intactos a
través de los procesos. Adicionalmente, como los antibié-
ticos poseen caracteristicas quimicas diferentes, la infor-
macién sobre los efectos en la salud del ser humano y en
los ecosistemas es escasa [2].

La principal fuente de los antibiéticos en las aguas residua-
les son los vertimientos de la industria farmacéutica segui-
do de las aguas residuales de hospitales [3] y centros de
salud. En aguas residuales domésticas, [2] indica que las
concentraciones se presentan en niveles de ng/L y pg/L,
a pesar de esto, debido a su potencial de acumulacion y
persistencia pueden llegar a provocar efectos adversos en
el medio ambiental. [4] sefialan que en los efluentes de las
industrias farmacéuticas adicional a la presencia de anti-
bidticos hay un alto contenido de carga organica, del orden
de aproximadamente 12500 mg/L de DQO.

La Amoxicilina (Amx) es una penicilina semi-sintética que
tiene la presencia del anillo B-lactamico que inhibe la sin-
tesis de las paredes celulares de las bacterias. La Amx se
excreta del cuerpo casi sin metabolizar; autores como [5]
citan que se ha encontrado cerca de un 86 +8% en la ori-
na humanay en los efluentes de la industria farmacéutica
aparece en niveles de mg/L. Durante las uUltimas décadas
se ha venido estudiando la aplicacién de diferentes tecno-
logias para evaluar la capacidad de remover antibiéticos
en aguas potables, residuales y muestras ambientales. [6]
presentan una revision en la cual se observa que las tec-
nologias mas aplicadas son los procesos de oxidacién y
separacién por membranas.

El proceso anaerobio es un proceso complejo, la con-
versiéon de los compuestos organicos a metano involucra
cuatro grupos de microorganismos, cada uno de ellos
con caracteristicas diferentes. Para asegurarse que haya
un buen desempefio en los reactores y se mantenga es-
table el sistema, se debe garantizar que haya suficiente
presencia de la comunidad metanogénica. Estudios sobre
digestion anaerobia aplicada al tratamiento de efluentes
con presencia de compuestos farmacéuticos en especial
antibioticos [7-8-9] muestran que es factible utilizar esta
tecnologia debido a la tolerancia a toxicos, capacidad
para operar con altas cargas organicas y facilidad de im-
plantacion si comparado con las tecnologias de oxidacion
quimica; sin embargo, es necesario estudiar entre otros
aspectos, el porcentaje de inhibicién y la concentracion
que causa esta inhibicion de compuestos presentes en
estos efluentes por separado. En este sentido, el objeti-
vo de este trabajo consistié en evaluar la actividad meta-
nogénica especifica en una solucion que contiene como
sustrato Amoxicilina en concentraciones de 5, 60 y 120
mg/L. Adicionalmente, se aplicé el modelo matematico
modificado de Gompertz utilizando los datos experimen-
tales de la produccién acumulada de metano.

MATERIAL Y METODOS

Lodo anaerobio

La muestra de lodo para esta investigacion fue recolecta-
da del biodigestor anaerobio de la planta de tratamiento
de aguas residuales El Salitre localizada en la ciudad de
Bogota, Colombia. La muestra fue enviada al laborato-
rio donde se caracterizé en términos de sélidos totales,
demanda quimica de oxigeno y pH, estos valores fueron:
17.25 gSTV/L, 3.06 gDQO/L y 7.69 unidades respec-
tivamente. No hubo incubacién antes de utilizar el lodo,
accién que se realiza hasta que la produccién de biogas
cese y de esta forma se minimiza la contribuciéon de me-
tano por materiales organicos residuales.

Diseno del experimento

El ensayo fue llevado a cabo por triplicado para cada una
de las concentraciones de amoxicilina, se utilizé etanol
como sustrato para el control y hubo un reactor sin sus-
trato, para determinar la produccion endégena de metano.
La digestion anaerobia fue realizada en botellas serologi-
cas de 100mL selladas con tap6n de caucho y agrafe me-
talico de 20mm, el volumen de trabajo de las botellas fue
de 67 mL y un headspace de 33 mL, lo correspondiente a
1/3 de la capacidad del reactor.

El volumen de inéculo para cada reactor fue de 22mL, el
volumen de amoxicilina para la concentracién de 5mg/L,
60mg/L y 120mg/L fue de 0.44 mL, 3.6 mL y 5.4 mL res-
pectivamente, el etanol fue adicionado en 1.34 mL, el
calculo del volumen de sustrato a adicionarse se realizé
segun lo indicado por [10], el cual considera la concentra-
cion deseada, el volumen de reaccion y la concentracion
de la soluciéon madre. Después de anadir las cantidades
requeridas de indculo y sustrato, cada reactor fue llena-
do con una solucién de nutrientes recomendada por [10]
hasta alcanzar el volumen de trabajo. El pH inicial de la
mezcla no fue ajustado, ya que se encontraba entre 7.6 y
7.9 en los diferentes reactores. Los reactores fueron pur-
gados con helio 100% puro por aproximadamente 1 minu-
to para asegurar las condiciones anaerobias, luego fueron
conservados a una temperatura de 32°C en una camara
termocontrolada.

volumen de
sustato

Volumende
sclucién de
nutrientes

Figura 1. Esquema del montaje experimental

Botella serolgica
100mL.

Para asegurar el contacto del inéculo con el sustrato y la
soluciéon de nutrientes, durante toda la duracion del ensa-
yo, cada reactor fue agitado manualmente por 30 segun-
dos una vez al dia antes de que el volumen del gas fuera
medido. La concentracion del indculo en la mezcla fue de
5 gSTV/L, valor sugerido por [11] en la que se indica que
para ensayos con agitacién permanente o intermitente
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este valor puede oscilar de 2 a 5 gSTV/L y entre 1 a 1.5
gSTV/L cuando el ensayo se realiza sin agitacion.

Los experimentos se detuvieron cuando la produccién de
metano se mantuvo constante y sin variaciones significa-
tivas, la mezcla tanto al inicio como al finalizar el ensayo
fueron caracterizadas con ensayos de demanda quimica
de oxigeno (DQO), acidos volatiles totales (AVT), Alcalinidad
parcial (AP) y pH siguiendo las recomendaciones de [12]. En
la Figura 1 se observa un esquema del montaje experimental.
Medicién del volumen y composicion del biogas

El volumen y composicién del biogas producido diaria-
mente se determind mediante Cromatografo de gases
(Agilent 7890A) equipado con un detector de conductivi-
dad térmica (TCD) y una columna capilar Carbonplot 1010
— Supelco. Se utilizd como gas de arrastre Argén con flujo
de 1.5 mL/min. La toma de muestra fue con jeringa de 0.5
mL de sistema luer-gas tight cada 24 horas para cada uno
de los reactores, hasta que se alcanzé la estabilidad de
produccion de metano en cada concentracion, ésta fue lo-
grada a las 480 horas para la concentracion de 5mg/L, 432
horas para la de 60mg/L y 264 horas para la de 120 mg/L.
Tratamiento de los datos

La Actividad metanogénica especifica se calculd a partir
del valor de la pendiente de la curva de produccién acu-
mulada de metano y tiempo de operacion [Ec.1]

4VcHs
gbQo _ _dt
AME, 45TV d= v .d Ec.1

En donde:. 4VcHs : pendiente de la curva de produccion
dat

de CH4 expresada en, mL CH4/L y STV: masa de lodo
inicial en cada uno de los frascos, expresada en, g.
Considerando los datos experimentales de produccion de
metano para cada ensayo de actividad metanogénica es-
pecifica, se empled la ecuacion modificada de Gompertz
[Ec.2], para estimar el potencial de produccién de metano,
la tasa de produccié

CH4(t)=PMAX*BXP{—6XP[%*(A—O+1]} Ec.2

En donde: Peraey es la produccién acumulada de meta-
no (mL CH4) en el tiempo t, Pyax es el potencial de pro-
duccién de metano (mL CH4), Ryax es la maxima tasa
de produccion de metano (mL CH,. h™),y £ es el tiempo en
la fase de letargo (h") y e es el nUmero exponencial.

RESULTADOS Y DISCUSION

Actividad metanogénica

En la Figura 2 se muestra la produccion acumulada de me-
tano para las concentraciones de 5, 60 y 120 mg/L de Amx
durante el tiempo de operacion (horas). Como se observa
la producciéon de metano fue baja en todos los casos, el
maximo valor fue 0.50 mL en las primeras 100 horas para
una concentracion de Amx de 5 mg/L. A partir de este
momento, para todas las concentraciones la produccién
de gas mostré estabilidad. Lo anterior puede indicar dos
cosas, la primera que hay inhibicién en la produccién de
metano debido a la presencia del antibiético o que el lodo
utilizado como inéculo tiene una actividad muy baja debi-
do a su origen. En relacion con esta ultima hipétesis, se
encontrd que el valor de la AME para la concentracion de
5 mg/L de Amx fue 0.163 gDQO/gSTV.d, para la concen-
tracién de 60 mg/L fue de 0.218 gDQO/gSTV.d y para 120

mg/L fue de 0.485 gDQO/gSTV.d, en el caso del Etanol
que fue utilizado para el control el valor de la AME fue
0.614 gDQO/gSTV.d valor préximo al citado en la literatura
que esta entre 0.35 gDQO/g SSV.d - 0.60 gDQO/g SSV.d
[11]. Estos resultados confirman que el lodo proveniente
de la PTAR “El salitre” tiene una alta actividad metanogé-
nica y que la baja produccion de metano se debe a la pre-
sencia del antibidtico. [13] evaluaron el efecto de cuatros
clases de antibidticos en la produccién de biogas y su
degradacion durante la digestion anaerobia. En el caso de
la penicilina analizaron concentraciones desde 0.35 hasta
350 mg/L. Los resultados mostraron que la produccion de
biogas se redujo con el incremento de la concentracion
del antibiético durante los primeros 30 dias de incubacioén.
Sin embargo, estos autores observaron que a pesar de la
inhibicion en la actividad bacteriana del consorcio anae-
robio, las bacterias lograron aclimatarse y se alcanzoé la
degradacion del compuesto.

0 AMX GOmgl
A AMX
st
O AMX 120mgll
—— Modelo ajustado de Gompertz.

Produccion acumulada de metano (mL,

T T T T T T
0 90 180 270 360 450 540
Tiempo (horas)

Figura 2. Produccion acumulada de metano vs Tiempo
para concentraciones de 5,60 y 120 mg/L de Amx.

En este estudio, se encontré una remocion de DQO para
la concentracion de Amx de 60 mg/L de 96%, lo que co-
rrobora que a pesar de la inhibicion hubo degradacion
del compuesto, para 5 y 120 mg/L no se observaron re-
sultados similares. [14] encontraron una produccién baja
de metano, 10% y 20% con 12.3 mg/L y 95.9 mg/L de
amoxicilina, respectivamente después de 7 dias de incu-
bacion y [15] muestran que el metano se reduce en 25%
y 32% para concentraciones de Amx de 60 y 120 mg/L
después de 10 dias. Es decir, no hay un rango aun esta-
blecido en el cual se pueda decir que hay inhibicién total
de la actividad bacteriana. Por ejemplo en este estudio,
se observo que la reduccién en la produccion de metano
cuando se incrementé la concentracion de Amx de 5 a
60 mg/L fue cercana al 50% y cuando se aumenté a 120
mg/L la reduccion fue casi de un 100%. Vale la pena re-
saltar que para todas las concentraciones estudiadas el
pH de la solucién final se mantuvo en un rango de 7.6 a
7.8, la alcalinidad parcial aumento ligeramente hasta un
valor promedio de 1600 mg/L y en el caso de los acidos
volatiles totales no hubo una disminucién importante, in-
clusive se observé que para la concentracion de 120 mg/L
los AVT aumentaron ligeramente. [9] observaron que des-
pués de 154 dias de digestion anaerobia en una solucién
de Cefalexina con concentraciones variando desde 0 a
400 mg/L ocurrié6 acumulaciéon de acidos, los valores se
incrementaron de 750 mg/L a mas o menos 3500 mg/L.
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Este comportamiento puede indicar que la presencia de
Amx reduce a bajas concentraciones el metano producido
obstaculizando la utilizaciéon de los AVT por las bacterias
homoacetogénicas y las metanogénicas acetoclasticas en
el proceso normal a aminoacidos, azucares a través de la
fermentacion.

Aplicacién del modelo modificado de Gompertz

Los modelos predictivos son una herramienta valiosa que
permite describir y entender el comportamiento de los mi-
croorganismos bajo diferentes condiciones. Existen varios
modelos de crecimiento en la literatura, por ejemplo, Gom-
pertz, Richards modelo logistico entre otros. En particular
el modelo de Gompertz modificado describe la hidrolisis
de la materia organica particulada [16]. La produccién de
metano acumulado y el modelo de Gompertz se observan
en la Figura 2. Los parametros £, RMAX, PMAX, R2 se
presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros del modelo modificado de Gompertz

Parametros Amx 5 Amx 60 Amx 120 mg/L
mg/L mg/L
Coeficiente de correlacion R?  0.959 0.976 0.976
Ryax (ML, 07) 0.049 0.038 0.044
P (ML) 0.423 0.240 0.073
A(h) 37.25 38.17 61.07

Los valores de la Tabla 1 indican que el modelo de Gom-
pertz modificado tal como sefala [17] se ajusta adecuada-
mente en las curvas “s” de crecimiento. Adicional a esto,
como en este modelo solo se tienen que ajustar tres para-
metros, la estimacion tiene mas grados de libertad, lo cual
es importante porque permite ser utilizado en curvas de
crecimiento con un nimero pequefo de datos experimen-
tales. Los valores bajos de RMAX para todos los casos se
deben principalmente a la baja actividad microbiana que
se presenta como resultado de las condiciones poco favo-
rables para el metabolismo que tiene como base, utilizar el
antibiético como sustrato. El tiempo de la fase de letargo
para 5y 60 mg/L de Amx esta alrededor de las 37 horas y
para 120 mg/L estéa cerca de 61 horas, lo que indica que el
material soluble esta siendo consumido lentamente por la
biomasa en todos los casos. El tiempo de digestion (T90)
se define segun [18] como el tiempo que se necesita para
alcanzar el 90% de la produccion acumulada de metano
y el tiempo efectivo de la produccion de metano (Tef) es la
resta entre el T90 y el tiempo de la fase de letargo £. Asi,
para este estudio se tiene que el T90 en las tres condicio-
nes estudiadas es de 90 horas, luego el tiempo efectivo de
la produccién de metano es para 5 mg/L de 52,75 h, para
60 mg/L de 51.83 hy para 120 mg/L de 28.93 h.

La utilizacién de procesos anaerobios para la degradacion
de compuestos farmacéuticos en especial antibiéticos es
factible. Hay varios estudios citados en la literatura que
muestran que la biomasa después de un tiempo consigue
aclimatarse y que la toxicidad varia dependiendo el tipo
de antibiético. Con base en los resultados de este estu-
dio, no se puede predecir aun como la Amx influye en la
comunidad microbiana, por ejemplo, si aumentando los
tiempos de experimentacién se puede conseguir resisten-
cia o definitivamente hay inhibiciéon con las concentracio-
nes ensayadas. En este sentido, se hace necesario que se
investigue mas en este campo, para poder identificar en
primer lugar cual es la verdadera influencia de la Amx o de

cualquier otro antibiético en la generacion de metano por
parte de los indculos utilizados.

CONCLUSIONES

Se estudié la actividad metanogénica especifica de un
lodo proveniente de una planta de tratamiento de aguas
residuales urbanas en una solucién con presencia de
Amoxicilina. Los resultados mostraron que la actividad
metanogénica del lodo es alta, los valores de 0.163 gDQO/
gSTV.d para 5 mg/L, 0.218 gDQO/gSTV.d para 60 mg/L
y 0.485 gDQO/gSTV.d asi lo muestran. Sin embargo, la
produccion de metano fue baja en los dos casos. Se ob-
servd que aumentar la concentracion de Amx reduce la
produccion de metano en casi un 100%. Adicionalmente,
se encontré que el modelo modificado de Gompertz se
ajusté adecuadamente a los resultados experimentales,
mostrando que los modelos predictivos de crecimiento
son una herramienta Util que permite obtener parametros
para evaluar el desempefo de los procesos biolégicos.
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