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RESUMEN

La presencia de residuos de antibioticos como la Sulfametazina (SMZ) en aguas
residuales, representa un desafio ambiental critico, debido a su impacto negativo en los
ciclos biogeoquimicos y la biodiversidad acuética. Este estudio evalud la eficacia de
sistemas de humedales con electrodos de carbdn vegetal derivado de Lemna gibba y
barras de grafito, combinados con la planta acuatica Lemna gibba, para remover SMZ. El
estudio se desarrolld en tres etapas: aclimatacion de Lemna gibba en agua residual
sintética, fabricacion de electrodos mediante pirdlisis a 400°C y 900°C, e instalacion de
humedales con diferentes configuraciones: carbon vegetal, grafito y un control sin
electrodos. Durante 72 horas, se midié el voltaje y la remocion de SMZ, y se analiz6 la
biomasa de Lemna gibba mediante extraccion QUEChERS y analisis por UHPLC-DAD.
Los resultados mostraron que los sistemas con electrodos promovieron significativamente
la remocion de SMZ, alcanzando hasta un 100 % en el tratamiento con carbén vegetal,
frente al 72,43 % del control. Ademas, el sistema con carbdn vegetal fue mas eficiente en
la produccion de voltaje comparado con el grafito. La biomasa de Lemna gibba no
presentd cambios significativos y no se detectdé acumulacion de SMZ en su tejido,
indicando baja absorcion del compuesto por la planta. Estos hallazgos destacan el
potencial del carbon vegetal como una alternativa viable y sostenible a los electrodos de
grafito, ya que facilita tanto la conduccion de electrones como la remocién efectiva de
contaminantes. Este enfoque representa una solucion prometedora para mitigar la

contaminacion por antibioticos y mejorar la calidad de las aguas residuales tratadas.

Palabras Clave: Contaminacion ambiental, Procesos de biorremediacion, Sistemas de
tratamiento hidrico, Ciclos biogeoquimicos, Tecnologias sostenibles, Electroquimica

aplicada
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ABSTRACT

The presence of antibiotic residues such as Sulfamethazine (SMZ) in wastewater
represents a critical environmental challenge due to its negative impact on
biogeochemical cycles and aquatic biodiversity. This study evaluated the effectiveness of
wetland systems with electrodes made from charcoal derived from Lemna gibba and
graphite bars, combined with the aquatic plant Lemna gibba, for removing SMZ. The
study was carried out in three stages: acclimatization of Lemna gibba in synthetic
wastewater, electrode fabrication through pyrolysis at 400°C and 900°C, and installation
of wetlands with different configurations: charcoal, graphite, and a control without
electrodes. Over 72 hours, energy production and SMZ removal were measured, and the
biomass of Lemna gibba was analyzed using QUEChERS extraction and UHPLC-DAD
analysis. The results showed that the systems with electrodes significantly promoted SMZ
removal, achieving up to 100% removal with the charcoal treatment, compared to 72.43%
for the control. Moreover, the system with charcoal was more efficient in voltage
production compared to graphite. The biomass of Lemna gibba showed no significant
changes, and no SMZ accumulation was detected in its tissue, indicating low absorption
of the compound by the plant. These findings highlight the potential of charcoal as a
viable and sustainable alternative to graphite electrodes, as it facilitates both electron
conduction and effective pollutant removal. This approach represents a promising
solution for mitigating antibiotic pollution and improving the quality of treated

wastewater.

Keywords: Environmental pollution, Bioremediation processes, Water treatment

systems, Biogeochemical cycles, Sustainable technologies, Applied electrochemistry



INTRODUCCION

La creciente demanda de antibioticos, impulsada por la sobrepoblacion mundial,
ha generado preocupaciones ambientales significativas, debido a la excrecion de hasta el
70 % de estos compuestos como metabolitos activos no metabolizados (Lucchetti et al.,
2021). Esta situacion ha incrementado las concentraciones de estos contaminantes
emergentes, en las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR), destacando su
incapacidad para eliminar completamente residuos de antibioticos en efluentes tratados
(Saxena et al., 2021). En el caso de Peru, se han detectado trazas de antibioticos en
efluentes de diversas ciudades, evidenciando una problematica nacional (Nieto-Juérez et
al., 2021). Estas deficiencias, no solo representan riesgos ambientales, como la alteracién
de microbiomas acuaticos y el desarrollo de resistencia bacteriana, sino también,
impactos toxicos en organismos acuaticos, desde microalgas hasta peces, afectando los

ciclos biogeoquimicos y a los ecosistemas acuéticos (K. Liu et al., 2020).

Ante este panorama, los métodos convencionales para la remocion de
antibioticos, como los procesos de oxidacion avanzada o bioldgicos, resultan costosos y
demandan grandes recursos energéticos (Werkneh & Islam, 2023). Por ello, emergen
alternativas innovadoras, como los humedales construidos con celdas de combustible
microbiano (CW-MFC), que combinan interaccion de microorganismos, macrofitos y
sustratos, para lograr una eliminacion eficiente de antibioticos; generando ademas,
energia a través de reacciones redox (Hassan et al., 2021). Debido a ello, se evalué la
produccion de voltaje y la remocién de residuos de SMZ, mediante el uso de electrodos
de carbon vegetal y grafito, junto con Lemna gibba en sistemas de CW-MFC, buscando

contribuir con soluciones sostenibles a esta problematica global.



CAPITULO |
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 DESCRIPCION DEL PROBLEMA

La sobrepoblacion mundial ha generado el incremento de la demanda de
antibioticos, curiosamente alrededor del 70 % de estos compuestos, son expulsados como
metabolitos inalterados y activos, debido a su baja absorcion y tasa metabolica en el
organismo humano (Lucchetti et al., 2021); por tal motivo, a nivel mundial se incrementd
la concentracion de estos contaminantes emergentes, en plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) (Arun et al., 2022). Por otro lado; nuestro pais, no es ajeno a esta
situacion, debido a que se ha detectado concentraciones en trazas de diversos antibioticos,
en efluentes de aguas residuales municipales de Lima, Cusco, Puno y Juliaca (Nieto-
Juérez et al., 2021); por consiguiente, queda evidenciada la ineficiencia de las PTARs
para remover residuos de antibioticos; asimismo, se ha detectado genes de resistencia a
los antibioticos en aguas residuales tratadas (Saxena et al., 2021); por lo tanto, es una
fuente de propagacion a la resistencia de estos compuestos, donde las bacterias pueden
entrar en contacto con los antibioticos y adquirir resistencia. Por ejemplo, ensayos sobre
la transformacidn genética utilizando el gen mecA en un Staphylococcus aureus sensible
a los antibiéticos, se volvio resistente en 24 h (Naquin et al., 2015); en ese sentido, este
tipo de transformaciones es posible en fuentes agua que reciben aguas residuales tratadas,
es ahi donde radica la importancia de contar con PTARs disefiadas para eliminar estos

tipos de compuestos.

Es asi que la remocion incompleta o parcial de residuos de antibidticos, representa
una posible amenaza en ambientes acuaticos, debido a su fuerte persistencia ambiental
(Q. Wu et al., 2021). Estudios han reportado concentraciones de este tipo de compuestos
que varian de ng/L a pg/L en agua superficial, agua de mar e incluso agua subterranea
(Yietal, 2019; F. Li et al., 2020; Zainab et al., 2021); curiosamente, se ha mostrado que
existe mayor concentracion de antibidticos en aguas superficiales que reciben aguas
residuales tratadas y en areas densamente pobladas (J. Li et al., 2022). Por ejemplo, en
nuestro pais se detecto la presencia de residuos de Sulfametazina en aguas superficiales

(rios Torococha y Coata) registrando hasta concentraciones de 4.36 pg/L (Nieto-Juarez



et al., 2021b). Una vez que se introducen en el medio acuatico, los antibi6ticos
experimentan migracion, hidrolisis, adsorcién, fotodegradacion y biodegradacion (X. Liu
et al., 2019). Estos procesos dindmicos estan estrechamente relacionados y determinan
conjuntamente el nivel de concentracion y el proceso de degradacion de los antibioticos

en el medio acuatico.

Debido a ello, la presencia de residuos de antibidticos en medios acuéticos,
pueden alterar el microbioma del agua, induciendo el desarrollo de resistencia bacteriana
y genes de resistencia a estos compuestos (Saxena et al., 2021); asimismo, Bawa-Allah
& Ehimiyein (2022), reportaron que su presencia, puede tener efectos toxicos sinérgicos
contra los invertebrados acuaticos, como la especie Daphnia magna; ademas, la
exposicion a este tipo de contaminante, altera las respuestas antioxidantes y el sistema
inmunitario en peces, asi como también, el sistema de desarrollo, cardiovascular y
metabolico (Yang et al., 2020). Mas interesante aun, se ha demostrado que los antibioticos
SMZ y Sulfametoxazol (SMX), tienen efectos adversos en las microalgas, como
Scenedesmus obliquus, porque altera el sistema de control de especies reactivas de
oxigeno (ROS), lo que conlleva a dafiar su estructura celular y organelos, en
consecuencia, influye en la disminucién de fijacion de carbono y nitrégeno (Xiong et al.,
2019). Por otra parte, SMX se puede clasificar como tdxico para organismos
fotosintéticos acuaticos; sin embargo, el pH y las condiciones de prueba son parametros
de importancia (Kovalakova et al., 2020). En sintesis, los impactos negativos a largo plazo
en especies no objetivo, incluidos microorganismos, algas, macrofitos, zooplancton y
peces, puede dar lugar a variaciones en los ciclos biogeoquimicos y en los ecosistemas

acuaticos.

Para prevenir todos los efectos adversos que ocasionan los contaminantes
emergentes, incluido los antibioticos, en la salud humana y la calidad ambiental, se ha
propuesto varios métodos de remocion de antibidticos en el tratamiento de efluentes de
PTAR, incluidos los procesos de oxidacion avanzada (POA), procesos fisicoquimicos y
bioldgicos; asi también, la aplicacion de lodos activados, no obstante estos métodos
requieren mayores costes energeticos, financieros y espaciales (Werkneh & Islam, 2023);

es por ello que, la comunidad cientifica busca nuevas alternativas para remover



antibiodticos en aguas residuales; por ejemplo, se reporté que los humedales construidos
con celdas de combustible microbiano (CW-MFC), lo cual consiste en la interaccion de
macrofitos, sustrato y celdas de combustible microbiano, logran remover hasta un 100 %
de residuos de Cloranfenicol y Tetraciclina (Maldonado et al., 2023); ademas, en las
celdas de combustible microbiano, los microorganismos juegan un papel fundamental en
las reacciones redox, y la energia producida a través de estos microorganismos, mediante
la transferencia de electrones, puede utilizarse para generar energia (Hassan et al., 2021).
Por otro lado, el uso de carbon vegetal en un sistema de CW-MFC, parece ser un material
para sustituir los electrodos de barras de grafito, ya que también son conductores de

electrones.
12 FORMULACION DEL PROBLEMA
1.2.1 El problema principal

¢El uso de electrodos (carbén vegetal de Lemna gibba y barras de grafito)
asociados a especies de macrdfitas (Lemna gibba) en los humedales, facilita la produccion

de voltaje e incrementa la remocion de residuos de Sulfametazina en aguas residuales?
1.2.2 Problemas secundarios

a) ¢(El uso de electrodos (carbon vegetal de Lemna gibba y barras de grafito)
asociados a especies de macrofitas (Lemna gibba) en los humedales, facilita la
produccidn de voltaje en aguas residuales?

b) ¢El uso de electrodos (carbon vegetal de Lemna gibba y barras de grafito)
asociados a especies de macrofitas (Lemna gibba) en los humedales, facilita la
remocion de residuos de Sulfametazina en aguas residuales?

c) ¢El uso de electrodos (carbon vegetal de Lemna gibba y barras de grafito)
asociados a especies de macrofitas (Lemna gibba) en los humedales, influencia en
el tiempo de remocion de residuos de Sulfametazina en aguas residuales?

d) ¢El uso de electrodos (carbon vegetal de Lemna gibba y barras de grafito)
asociados a especies de macrofitas (Lemna gibba) en los humedales, incrementa

la biomasa total de la especie usada?



1.3 JUSTIFICACION EN IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

Los antibidticos representan una preocupacion importante debido a su presencia
en efluentes de PTAR, lo cual puede generar efectos adversos sobre las especies en
ecosistemas acuaticos y la salud humana. Estudios reportaron que las PTARSs del Pert no
estan disefiadas para eliminar estos compuestos (Nieto-Juarez et al., 2021). Ademas, la
exposicidn continua de las bacterias a los antibidticos, puede activar genes de resistencia
a los antibioticos (ARG), los cuales pueden transferirse entre bacterias ambientales y
patdgenas, esta transferencia permite a las bacterias sobrevivir y reproducirse en
presencia de antibioticos, incluso a dosis letales (Melendez-Marmolejo et al., 2020).
Dichas bacterias resistentes (ARB) y sus genes (ARG), pueden ser transmitidos a los seres

humanos a través del consumo de agua y alimentos contaminados (Sorinolu et al., 2021).

Las especies acudticas, incluyendo la flora y fauna, estan expuestas a residuos de
antibiodticos, dado que diversos cuerpos de agua, como los rios, reciben vertimientos
provenientes de las plantas de tratamiento de aguas residuales. Ante esta situacion, cobra
especial relevancia la busqueda de alternativas para remover antibioticos en efluentes de
PTAR. Una de las opciones mas prometedoras son los humedales artificiales construidos
con celdas de combustible microbianas, que utilizan electrodos, como las barras de
grafito. Esta tecnologia, que combina la generacion de electricidad con la remocion de
antibidticos, es respetuosa con el ambiente. Sin embargo, para optimizar los costos, se
propone utilizar materiales como Lemna gibba, una especie de planta acuatica que crece
rapidamente en la bahia del lago Titicaca. Esta planta podria emplearse para fabricar
electrodos de carbdn vegetal, sustituyendo asi las barras de grafito. EI carbdn vegetal
representa una alternativa econémicamente viable debido a la menor demanda de insumos
en comparacion con el grafito. Ademas, su disponibilidad es mayor y mas accesible, lo
que podria facilitar la implementacion de esta tecnologia en diversas zonas geograficas

del pais.

Los Hallazgos de este estudio, buscan contribuir al conocimiento regional,
nacional e internacional, ya que el problema de la presencia de antibidticos y sus efectos
adversos en medios acudticos, también se presenta en otras partes del mundo. Ademas,

permitiradn tomar decisiones orientadas a la prevencion de riesgos para la salud humana y



el ambiente. Finalmente, este estudio podria servir de base para investigaciones

posteriores en campos afines al tema.

1.4 OBJETIVOS

14.1

1.4.2

Objetivo general

Evaluar si el uso de electrodos (carbon vegetal de Lemna gibba y barras de
grafito), asociados a especies de macrofitas (Lemna gibba) en los humedales,
facilita la produccién de voltaje e incrementa la remocion de residuos de

Sulfametazina en aguas residuales.
Obijetivos especificos

Analizar si el uso de electrodos (carbdn vegetal de Lemna gibba y barras de
grafito), asociados a especies de macrofitas (Lemna gibba) en los humedales,
facilita la produccion de voltaje en aguas residuales.

Estudiar si el uso de electrodos (carbon vegetal de Lemna gibba y barras de
grafito), asociados a especies de macrofitas (Lemna gibba) en los humedales,
facilita la remocion de residuos de Sulfametazina en aguas residuales.

Comparar si el uso de electrodos (carbon vegetal de Lemna gibba y barras de
grafito), asociados a especies de macrofitas (Lemna gibba) en los humedales,
influencia en el tiempo de remocidn de residuos de Sulfametazina en aguas
residuales.

Estimar si el uso de electrodos (carbon vegetal de Lemna gibba y barras de
grafito), asociados a especies de macrofitas (Lemna gibba) en los humedales,

incrementa la biomasa total de la especie usada.



1.5 HIPOTESIS

151

1.5.2

b)

d)

Hipétesis general

El uso de electrodos (carbon vegetal de Lemna gibba y barras de grafito),
asociados a especies de macrofitas (Lemna gibba) en los humedales, facilita la
produccion de voltaje e incrementa la remocién de residuos de Sulfametazina en

aguas residuales.
Hipotesis especificas

El uso de electrodos (carbon vegetal de Lemna gibba y barras de grafito),
asociados a especies de macrofitas (Lemna gibba) en los humedales, facilita la
produccion de voltaje en aguas residuales.

El uso de electrodos (carbon vegetal de Lemna gibba y barras de grafito),
asociados a especies de macrdéfitas (Lemna gibba) en los humedales, facilita la
remocion de residuos de Sulfametazina en aguas residuales.

El uso de electrodos (carbén vegetal de Lemna gibba y barras de grafito),
asociados a especies de macrofitas (Lemna gibba) en los humedales, influencia en
el tiempo de remocidn de residuos de Sulfametazina en aguas residuales.

El uso de electrodos (carbén vegetal de Lemna gibba y barras de grafito),
asociados a especies de macrdéfitas (Lemna gibba) en los humedales, incrementa

la biomasa total de la especie usada.



1.6 VARIABLES
1.6.1 Identificacion de las variables
VI: Variable Independiente

Tipo de electrodo: Representa la variacion en el tipo de electrodo utilizado en
el humedal, construido con celdas de combustible microbiano. En este caso, el
electrodo con carbdn vegetal, el electrodo con barra de grafito.

Tiempo de exposicién: Representa el tiempo de exposicion a Sulfametazina en

el humedal construido con celdas de combustible microbiano.
VD: Variable dependiente

e Produccion de voltaje: Es la variable que mide la produccion de voltaje.

e Eficiencia de Remocion de residuos de Sulfametazina: Es la variable que
mide el grado de eliminacion de Sulfametazina en las aguas residuales
tratadas mediante el sistema propuesto, en donde se medid la
concentracion inicial y final.

e Tiempo de remocidon de residuos de Sulfametazina: Representa el
comportamiento de la tasa de remocién de Sulfametazina en funcién al
tiempo y los tratamientos (control, electrodo de carbédn vegetal y electrodo
de barra de grafito).

e Biomasa total de la especie Lemna gibba: Representa el nivel de toxicidad
de Sulfametazina sobre Lemna gibba.



1.6.2 Definicion operacional de las variables

Operacion del Variables

Objetivo: Analizar si el uso de electrodos (carbon vegetal de Lemna gibba y barras de
grafito) asociados a especies de macrofitas (Lemna gibba) en los humedales, facilita la
produccidn de volaje en aguas residuales.

Variable Dimension Indicador Valo_r final Tipo de
(unidad) variable
Electrodos de -
! 3. .3 Numerico
Electrodos carbén vegetal y cmPom .
. continuo
barras de grafito
Variable
Independiente
Tiempo de Tiempo de NUmero de Numérico
exposicion exposicion dias continuo
Produccion de Produccion de v Numeérico
voltaje voltaje continuo
Concentracion
Remocion de inicial y final del L Numérico
antibidticos antibidtico HE continuo
(Sulfametazina)
Concentracion del
Varlable_: Tlemp_q de antibidtico _ NUMETico
Dependiente remocion de (Sulfametazina) ug/L )
o continuo
antibiotico durante las 5
mediciones
Peso inicial y
final de la .
. Numeérico
biomasa de la Gramos .
. continuo
. especie Lemna
Blomasa_total de gibba.
Lemna gibba
Concentracion de (.
. Numeérico
Sulfametazina en ug/g .
continuo

tejido vegetal
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1.7 Limitaciones

El estudio presenta varias limitaciones que deben considerarse para futuras
investigaciones. En primer lugar, se llevd a cabo en un entorno controlado y a pequefia
escala, lo que lo convierte en un estudio piloto que no puede reflejar con exactitud las
condiciones reales de tratamiento de aguas residuales a gran escala. Asimismo, el estudio
no evalua el proceso de degradacion microbiana del compuesto. Otro aspecto relevante
que no se abordo, fue el andlisis de la viabilidad econdmica del sistema propuesto, lo que
podria ser crucial para determinar su aplicabilidad en contextos mas amplios. A pesar de
estas limitaciones, el estudio constituye una base sélida de conocimiento que puede servir
para investigaciones futuras, relacionadas con la remocion de contaminantes
farmacéuticos. Ademas, ofrece una oportunidad para sensibilizar a la poblacion sobre los
efectos de los productos farmacéuticos en los ecosistemas acuaticos, asi como para
orientar a los gobiernos locales, regionales y nacionales en la toma de decisiones y la
implementacién de politicas para la gestion de contaminantes organicos.
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CAPITULO I
MARCO TEORICO

2.1 ANTECEDENTE DEL PRESENTE ESTUDIO
2.1.1 Antecedentes internacionales

Cheng et al., (2023) Reportaron que las MFC son altamente eficientes en la
degradacion de algunos antibidticos bacterianos ampliamente utilizados y en la
generacion de electricidad. Asimismo, revelaron que las propiedades de tincion de Gram
de las comunidades microbianas ejercen una influencia considerable en el desempefio de
las celdas de combustible microbiano (MFC); ademas, reportaron que la MFC mostrd una
eficiencia de degradacion del 92,5 % contra el antibiético de amplio espectro Cefepima,
con una densidad de potencia maxima de 263,6 mW/cm2. Ademas, se encontré que las
bacterias grampositivas en el anodo, eran mas resistentes al antibiético Vancomicina, lo
que result6 en un aumento del 13,7 % en la potencia méaxima del sistema. Por otro lado,
los exoelectrdgenos en las colonias mixtas mostraron una baja tasa de degradacién frente
a antibioticos. Por lo tanto, sus hallazgos brindan una nueva perspectiva para explorar las
caracteristicas de los exoelectrogenos funcionales en funcion de las respuestas

microbianas a los antibiéticos.

Xu et al., (2023) Reportaron la eliminacion de nitrégeno y Sulfametoxazol (93,60
% ) mejorados significativamente por los MFC-CW que contiene sustrato de coque, ya
que revelaron la mejora de la abundancia relativa de vias de transporte de membrana,
metabolismo de aminoacidos y metabolismo de carbohidratos. Los resultados indicaron
que, el sustrato de coque puede generar mas energia eléctrica en MFC-CW. Por otro lado,
Firmicutes, Proteobacteria y Bacteroidetes fueron filos dominantes en las MFC-CW y
MFC-CW con sustrato de coque, ya que planted efectos significativos en la diversidad y
estructura microbiana, lo que motivé a los microbios funcionales involucrados en la
transformacion de antibioticos y la generacion de nitrogeno y bioelectricidad. Dado el
rendimiento general de MFC-CW, se descubri6 que el empaque con sustrato rentable en
la regién del electrodo de MFC-CW es una estrategia eficaz para eliminar

simultaneamente los antibi6ticos y el nitrégeno en el tratamiento de aguas residuales.
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W. Wu & Li. (2023) Mencionan que las celdas de combustible microbiano
termofilico (55 °C) a 0,8 V lograron la mayor eficiencia de eliminacion total de
antibioticos de 58,7 %, debido al aumento de la actividad bioelectroquimica para los
anodos y la actividad microbiana en el lodo en suspensiéon. Se facilito la migracion solido-
liguido de antibidticos, lo que tuvo una correlacion positiva significativa con la
eliminacién de antibidticos. Geobacter y Thermincola fueron bacterias dominantes en las

biopeliculas de &nodo a 37 ° C y 55°C, respectivamente.

S. Lietal. (2023) Evidencian que la tetraciclina (TC) se puede degradar en celdas
de combustible microbianas (MFC), de manera réapida y eficiente, por el efecto sinérgico
del metabolismo microbiano y la estimulacion eléctrica. Diferentes concentraciones de
TC tuvieron diferentes efectos en el rendimiento bioeléctrico de las MFC. Entre ellos, 10
mg/L TC promovieron las propiedades bioeléctricas de las MFC, la densidad de potencia
maxima alcanzé 1744,4 + 74,9 mW/cm?2. Ademas, demostraron que Geobacter y
Chryseobacterium eran las especies dominantes en la biopelicula del anodo, mientras que
Azoarcus y Pseudomonas eran las especies prominentes en el efluente, y la concentracién
inicial de TC afect6 a la composicion de la comunidad bacteriana. Ademas, la adicion de
TC aumentd la abundancia relativa de genes de resistencia a la estreptomicina,
sulfonamida, fluoroquinolonas, fenicol y genes de resistencia relacionadas con
tetraciclina en los reactores, lo que indica que un solo antibidtico podria promover la

expresion de resistencia relacionada con si mismo, asi como la expresion de otros ARG.
2.1.2 Antecedentes Nacionales

Maldonado et al., (2023) Evaluaron diferentes combinaciones de plantas, sustratos
y celdas de combustible microbianas. Todos los tipos de humedales mostraron eficiencia
en la eliminacion de los antibidticos, con una absorciéon promedio de 3.13 pg/g de
tetraciclina y 0.36 ug/g de cloranfenicol en las plantas. Ademas, se observaron mejoras
en los parametros fisicoquimicos del agua tratada, como el oxigeno, el potencial de
oxidacion-reduccién y el pH. Aunque no se encontr6 un humedal ideal, todas las
combinaciones fueron efectivas en la remocidn antibidticos. La generacion de energia
eléctrica en los humedales se vio inicialmente afectada por los antibioticos, pero aumento

con el tiempo. En resumen, los humedales artificiales con plantas, sustratos y celdas de
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combustible microbianas demostraron ser una opcion eficiente para remover tetraciclina

y cloranfenicol en aguas.

Ccora Repuello et al., (2020) Investigaron el empleo de celdas de combustible
microbiano para la produccion de electricidad y el tratamiento de aguas residuales
urbanas. Se utilizaron electrodos de grafito y aluminio diferentes tamafios, mientras que
el sustrato consistié en una muestra de agua residual de una comunidad rural en Per(.
Durante un periodo de 12 dias, se registraron datos de voltaje, corriente y conductividad
para evaluar el desempefio energético de las celdas. Los resultados mostraron que las
celdas con electrodos de 64 cm? lograron una mayor eficiencia en la generaciéon de
electricidad. Asimismo, se constatd una reduccion significativa en la DQO, la presencia
de coliformes termotolerantes y la turbidez del agua residual, mientras que el pH
permanecio estable. En conclusion, las celdas de combustible microbiano (MFC)
representan una alternativa viable para la produccion de energia sostenible y el

tratamiento eficiente de aguas residuales municipales.
22 BASES TEORICAS PARA LA INVESTIGACION
2.2.1 Antibiotico y Sulfametazina

Los antibioticos pueden tener dos efectos principales sobre las bacterias: actlan
como bacteriostaticos, lo que significa que impiden su crecimiento y reproduccion sin
destruirlas, o como bactericidas, eliminando las bacterias. Aunque originalmente el
término se usaba para describir sustancias bioldgicas como la penicilina, hoy en dia
también se aplica a compuestos semisintéticos o totalmente sintéticos creados en
laboratorio. Los antibidticos se agrupan en varias clases, entre las que se encuentran las

quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas, macroélidos, entre otras (Wilson, 2019).

El antibiético SMZ pertenece a la familia de las Sulfamidas. La estructura basica
de una sulfonamida contiene un atomo de azufre unido a un a&tomo de nitrégeno, otro
grupo funcional (R?) y doble enlace a dos moléculas de oxigeno. La sulfadiazina, elimina
las bacterias que causan infecciones, especialmente infecciones en las vias urinarias
(Dorn & Volcheck, 2017).
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Figura 1

Estructura quimica de una Sulfonamida

O P

(Dorn & Volcheck, 2017)

Figura 2
Estructuras y propiedades bésicas de la Sulfametazina

Antibiotics Molecular log Structure
weight Kow
Sulfamethazine (SMT) 278.3 0.80 CHs
C12H14N4058
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(Zhao et al., 2021)
2.2.2 Contaminantes emergentes

Los contaminantes emergentes se definen estrictamente como “cualquier
sustancia quimica sintética o natural, o cualquier microorganismo que no se controle
comunmente en el medio ambiente, pero que tenga el potencial de ingresar al medio
ambiente y causar efectos adversos conocidos o sospechados sobre la ecologia y/o la salud
humana™ (Smital, 2008). Debe tenerse en cuenta que la mayoria de los contaminantes

emergentes no son nuevas sustancias contaminantes que acaban de llegar al medio
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ambiente. En realidad, la mayoria de los contaminantes emergentes son sustancias
contaminantes comunes que se ha descubierto que tienen un efecto dafiino o una forma
de actuar recientemente demostrada. Entonces, cuando decimos que algo es "emergente”,
no solo hablamos del contaminante en si, sino también de la preocupacion creciente sobre
ese contaminante. Por eso, a menudo se les llama "sustancias quimicas que preocupan” a

los contaminantes emergentes.

Los contaminantes emergentes se clasifican en diferentes tipos: medicamentos,
productos de cuidado personal, quimicos utilizados en detergentes, sustancias que hacen
los plasticos flexibles, pesticidas y quimicos retardantes de fuego (Tremblay et al., 2016).

Esta vez vamos a hablar sobre medicamentos especificos, como los antibioticos.

Para resolver el problema de los contaminantes emergentes, es importante utilizar
un enfoque que involucre varias disciplinas. Hay muchas cosas que todavia no sabemos
sobre los nuevos contaminantes. Los cientificos en quimica, biologia y medio ambiente
necesitan trabajar juntos para llenar esos vacios con informacion. Los expertos en
sustancias toxicas seran muy importantes para descubrir coémo estos productos afectan a
nuestra salud y al medio ambiente. Finalmente, es crucial que la gente se dé cuenta del
problema cada vez mayor de los productos quimicos contaminantes. De esta manera, se

puede presionar a las agencias reguladoras como la EPA para que aborden este tema.
2.2.3 Ocurrenciay destino de los antibio6ticos

La disposicién inadecuada de los farmacos no utilizados en hospitales y las plantas
de tratamiento de aguas residuales suelen ser las principales fuentes de liberacion de
residuos de antibidticos (Girijan et al., 2020). Esto se debe a varios factores, en primer
lugar, las plantas de tratamiento no estdn disefiadas para remover compuestos
farmacéuticos, como los antibidticos, ya que suelen encontrarse en concentraciones
trazas, en consecuencia, persisten a lo largo del proceso de tratamiento (Nieto-Juarez et
al., 2021b). Otro desafio, es la falta de monitoreo y regulacion especifica de los
antibidticos en el agua residual tratada. En muchos casos, no existen limites de descarga
establecidos para estos compuestos, lo que limita los esfuerzos para controlar y mejorar

la remocién de antibidticos en PTAR. Por lo tanto, estos compuestos pueden afectar
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negativamente los ecosistemas acuaticos y promover la aparicion de bacterias resistentes

a los antibidticos, lo que representa un riesgo para la salud humana.
2.2.4 Implicancias de los antibioticos en especies acuaticas

Se han desarrollado varios métodos para determinar la presencia de antibidticos y
medir sus concentraciones en el tejido de Salmon, mediante técnicas de cromatografia
liquida/espectrometria de masas (LC/MS) (Pleasance et al., 1992). Se ha reportado que
residuos de antibidticos se acumulan en tejidos hepaticos de los peces, en aguas debajo
de las plantas de tratamiento de aguas residuales, seguidos de los tejidos cerebrales,
musculares y branquiales (J. Liu et al., 2015). Asimismo, las plantas acuticas son
estresadas por los antibi6ticos, lo cual provoca la mala direccion de los electrones, o la
incapacidad de transferirlos correctamente en el proceso de la fotosintesis, lo cual provoca
la sobreproduccién de radicales libres o ROS en plantas, lo cual puede alterar la
homeostasis celular y promover el dafio irreversible a proteinas lipidos, carbohidratos y
ADN que finalmente resulta en estrés oxidativo, lo cual influye en la disminucion de
fijacién de carbono y nitrogeno; Sin embargo, las plantas poseen enzimética muy
eficiente y sistemas de defensa antioxidante no enzimaticos como los compuestos
fendlicos, ambos sistemas trabajan en conjunto para controlar los radicales libres y
proteger celulas vegetales del dafio oxidativo (Gill & Tuteja, 2010). No obstante, estudios
demostraron los cambios fisiol6gicos en plantas acuaticas inducidos por antibidticos, que

se detalla a continuacion:

Figura 3
Implicancias de los antibioticos en especies acuaticas

(J. Liu et al., 2015)



17

2.2.5 Humedales construidos

Los humedales construidos (CW) son sistemas disefiados para imitar los sistemas
de humedales naturales para el tratamiento de aguas residuales. Estos sistemas,
compuestos principalmente de vegetacion, sustratos, suelos, microorganismos y agua,
utilizan procesos complejos que involucran mecanismos fisicos, quimicos y biologicos
para eliminar diversos contaminantes o mejorar la calidad del agua (H. Wu et al., 2015).
Estan creados para utilizar diversos procesos que tienen lugar en los humedales naturales,
pero en un entorno mas supervisado. Algunos de estos sistemas han sido disefiados y
operados especificamente para el tratamiento de efluentes, mientras que otros han sido
implementados con fines maltiples, como utilizar los efluentes tratados como fuente de
agua para la creacion y restauracion de habitats de humedales para la vida silvestre, su

reutilizacion en la agricultura o la mejora del entorno ambiental.

Los primeros experimentos con el uso de plantas de humedales para el tratamiento
de aguas residuales se llevaron a cabo en Alemania en la década de 1950, pero los
sistemas a gran escala se construyeron solo a fines de la década de 1960, los humedales
construidos se han utilizado tradicionalmente para tratar aguas residuales municipales,
pero durante las Ultimas dos décadas, la aplicacion de humedales construidos se aplica
con éxito a muchos tipos de aguas residuales (Vymazal, 2014).

2.2.5.1 Tipos de humedales construidos

Los humedales disefiados para el tratamiento de efluentes se suelen categorizar en
dos tipos segun su hidrologia: humedales de superficie con agua libre (FWS) y humedales
de flujo subterrdneo (SSF). Este ultimo puede subdividirse en humedales de flujo
subterraneo vertical (CW-SSF vertical) y humedales de flujo subterraneo horizontal (CW-
SSF horizontal).

a) Humedales construidos con superficie de agua libre

Los humedales artificiales con flujo superficial (CW-FWF), son areas que
consisten en canales o cuencas con un sustrato que permite que las plantas crezcan,

mientras que el agua fluye a poca profundidad. La baja profundidad del agua, la velocidad
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lenta del flujo y la presencia de plantas y restos vegetales ayudan a controlar el paso del
agua. En canales largos y estrechos, esto asegura que el agua fluya de manera continua.
Estos sistemas generalmente tienen zonas aireadas, especialmente cerca de la superficie
del agua debido a la difusion atmosférica, zonas andxicas y anaerobicas dentro y cerca

de los sedimentos (Vymazal, 2014).

Los microorganismos presentes en el agua y sedimento son responsables de
descomponer los compuestos organicos, tanto con oxigeno en el agua como sin oxigeno
en el fondo. La manera en que se descomponen estos compuestos depende del equilibrio
entre la cantidad de carbono y oxigeno disponible. El oxigeno llega al agua a través de la
difusion desde el aire y por el proceso de fotosintesis de las plantas acuaticas (Gracia-
Marin et al., 2024). En los CW FWS con macrofitos flotantes, las plantas cubren
completamente la superficie del agua, lo que impide que la luz llegue a la columna de
agua, como resultado, el crecimiento de las algas es muy limitado y pueden prevalecer
condiciones andxicas/anaerobicas debido a la falta de fotosintesis de las algas.

b) Humedales construidos con flujo subterraneo horizontal

En los humedales construidos con flujo subterraneo horizontal, las aguas
residuales se introducen en la entrada y fluyen lentamente a través del medio poroso
(como tierra, arena o grava) bajo la superficie, recorriendo un camino horizontal hasta
llegar al extremo de salida, donde se recogen antes de ser expulsadas a través de un
sistema de control de nivel. Durante este recorrido, las aguas residuales pasan por
diferentes zonas, que incluyen areas con oxigeno (aerdbicas), andxicas y anaerdbicas. Las
areas con oxigeno se encuentran cerca de las raices y rizomas de las plantas, que liberan
oxigeno al sustrato (Saeed et al., 2022). La materia organica se descompone en este
sistema mediante procesos microbianos, tanto aer6bicos como anaerodbicos,
complementando con la sedimentacion y filtracion. Ademas, en este sistema prevalecen
los procesos andxicos/anaerdbicos, mientras que los procesos aerobicos ocurren solo en
pequefias areas cercanas a las raices de las plantas, donde el oxigeno se difunde, y en una

capa superficial donde el oxigeno puede provenir del aire.



19

c) Humedales construidos con flujo subterraneo vertical

Son sistemas de tratamiento de aguas residuales, en los que el fluido circula de arriba
hacia abajo a través de materiales como arena o grava. En lugar de fluir horizontalmente
como en otros tipos de humedales, el agua entra por la parte superior y baja por el sustrato.
El agua en estos humedales entra en contacto con las raices de las plantas y con pequefios
organismos en el sustrato, que ayudan a limpiar el agua al descomponer los
contaminantes. Las raices de las plantas también liberan oxigeno, lo que facilita la

eliminacién de sustancias no deseadas (Saeed et al., 2022).

Figura 4
Tipos de humedales construidos

Nota: a) CW de flujo superficial b) CW flujo horizontal subsuperficial c) CW flujo vertical
(Montenegro-Rosero et al., 2019).

2.2.6 Celdas de combustible microbiano

Una celda de combustible microbiana (MFC) es un dispositivo bioelectroquimico
que genera energia eléctrica aprovechando la energia de los enlaces quimicos de un
sustrato organico, en condiciones de bajo oxigeno, gracias a la accion de
microorganismos electroactivos, como Nocardia, E. coli, entre otros. En 1931, se
descubrié una MFC que consistia en celdas de combustible individuales conectadas en
serie, compuestas por bacterias que formaban una pila (Bullen et al., 2006). Desde
entonces, se han realizado esfuerzos para aprovechar el potencial de las MFC. Debido a

sus ventajas, como la produccion de energia ecoldgica y econdémica, y su relevancia para
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los objetivos de desarrollo sostenible (Bajracharya et al., 2016), las MFC han ganado

importancia.

Propiedades exclusivas de los MFC que los hacen mas ventajosos que cualquier

otra técnica de bioenergia son:

- Laeficiencia de conversion de energia quimica en energia eléctrica es mayor.
- Pueden trabajar a diferentes temperaturas (20—40 °C), pH acido o basico, con una
variedad de aceptores de electrones, etc.

- No requieren aireacion externa ya que el catodo puede ser aireado pasivamente.
2.2.6.1 Clasificacion de las celdas de combustible microbiano
a) Celdas de combustible microbiano de una sola cAmara

Esta compuesta principalmente por dos electrodos: el &nodo y el catodo, que son
las partes encargadas de generar energia. Estos electrodos pueden estar en la misma
camara o estar separados por una membrana de intercambio de protones (PEM), que
permite el paso de protones del anodo al catodo. Los protones (iones de hidrogeno, HY)
se generan en el anodo durante la reaccion bioquimica, y a través de la PEM, estos
protones se trasladan hacia el catodo (Nimje et al., 2012). Este movimiento es esencial
para la produccion de energia. La difusidon de oxigeno desde el catodo hacia el &nodo y la
contaminacion por microorganismos pueden reducir la eficiencia de la MFC. Estos
factores pueden interferir con las reacciones y disminuir la generacion de energia
(Sangrulkar et al., 2023).
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Figura 5
Celda de Combustible Microbiano de una sola cdmara que consta de ambos electrodos

en la misma camara.
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(Sangrulkar et al., 2023)

b) Celdas de combustible microbiano de doble cAmara

Las celdas de combustible microbianas (MFC) de doble cAmara, son dispositivos
bioelectroquimicos que se componen de dos compartimentos separados: el anodo y el
catodo. En este tipo de MFC, el &nodo contiene el sustrato organico, que es descompuesto
por microorganismos para generar electricidad, mientras que el catodo contiene un fluido
catolito, como aire, que facilita la transferencia de electrones. La conexién entre el anodo
y el catodo se realiza a través de una membrana de intercambio de protones (PEM) vy los
electrones viajan a través de un circuito externo, generando energia. Dependiendo del
fluido usado en el catodo, como el aire, se puede clasificar como una MFC de doble
camara aire-catodo (Sangrulkar et al., 2023). Sin embargo, un reto de este tipo de MFC
es que el pH dentro de la celda puede variar debido a la distribucion desigual de iones, lo

que puede generar inestabilidad y afectar la eficiencia del sistema.
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(Sangrulkar et al., 2023).
c) Celda de combustible de flujo ascendente

El MFC de flujo ascendente es un dispositivo con forma de columna, donde el
catodo se ubica en la parte superior y el &nodo en la inferior, sin una membrana que los
separe. En este sistema, el sustrato fluye desde el extremo inferior hacia el superior,
impulsado por una fuente de alimentacion externa que crea una diferencia de potencial
entre ambos electrodos (Marassi et al., 2020). Sin embargo, una de las principales
limitaciones de este tipo de MFC es el alto costo de energia necesario para bombear el
sustrato del anodo al catodo, lo que supera la energia generada por el sistema. Por esta
razon, este tipo de MFC se usa principalmente para tratar aguas residuales en lugar de ser
utilizado para la produccion de energia. Aunque el MFC de flujo ascendente, al no tener
membrana, puede generar una alta densidad de potencia (270 mW/m?2), su eficiencia es
menor (49,6 %) debido a la inestabilidad del sistema (Ismail & Jaeel, 2013). Esta

inestabilidad se debe a la diferencia en la concentracién de iones entre los electrodos.



Figura 6
Configuracion de una celda de combustible microbiano de tipo flujo ascendente
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2.2.7 Sistemas combinados de humedades acopladas a celdas de combustible

microbianas

Los humedales construidos tienen un ambiente aerdbico en la interfaz aire-ag

ua

superior y una capa inferior anaerdbica, que establece un gradiente redox estratificado

existente naturalmente que es altamente consistente con las condiciones operativas de las

MFC (Srivastava et al., 2019). Esto hace que las MFC sean compatibles con |
humedales construidos. Por lo tanto, los investigadores han incorporado un anodo
MFC en la capa inferior de un CW mientras colocan el catodo de MFC en la ca
superficial para formar la novedosa tecnologia de celda de combustible microbia

0sS
de
pa
na

acoplada a humedal construido (CW-MFC) (W. Wang et al., 2020). Por lo tanto, CW-
MFC es un sistema hibrido que emplea la sinergia entre CW y MFC para el tratamiento

de efluentes de PTAR vy la generacion de energia. El sistema combina las ventajas de |

0s

dos sistemas de manera econémica y eficaz, capaces de lograr altos niveles de tratamiento
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de aguas residuales y bioenergia (Miwornunyuie et al., 2025). EI mecanismo de la MFC
implica la oxidacion del sustrato organico (biomasa) por bacterias electroquimicamente
activas, que rompen el enlace atébmico, lo que da como resultado la liberacion de
electrones que se mueven hacia el anodo a traves de membranas de intercambio de
protones en un circuito externo que genera corriente. El funcionamiento general de la
MFC incluye 2 reacciones: oxidacion en el &nodo y reduccion en el cadtodo (Sangrulkar
etal., 2023).



Figura7

Representacion esquematica de un humedal construido con celda de combustible microbiano
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2.3 DEFINICION DE TERMINOS

Antibidticos: Los antibidticos actian como bacteriostaticos (previenen el desarrollo y
multiplicacién bacteriana) y bactericidas (provocan la lisis bacteriana). Anteriormente,
este término se referia a sustancias biologicas como la penicilina o la estreptomicina, pero
actualmente también incluye sustancias semisintéticas o sintéticas fabricadas en
laboratorio. Los antibidticos se clasifican en diferentes grupos como aminoglucésidos,
betalactamicos, anfenicoles, glucopéptidos, lincosamidas, nitroimidazol, oxazolidinona,
quinolonas, rifamicinas, sulfonamidas, tetraciclinas, miscelanea y macrolidos (Wilson,
2019).

Planta de tratamiento de agua residual: Conocida también como Estacion Depuradora
de Aguas Residuales (EDAR), es un sistema de procedimientos y actividades disefiados
para purificar las aguas residuales antes de su descarga en cuerpos de agua. Su propésito
es evitar posibles efectos negativos sobre la salud humana y los ecosistemas acuéticos. El
proceso de depuracion en una PTAR consta de un pretratamiento, tratamiento primario,
tratamiento secundario (para eliminar materia organica soluble y suspendida, asi como
patdgenos y otros contaminantes) y un tratamiento terciario (para la eliminacion de
contaminantes especificos como nitratos, metales, patdgenos, pesticidas, entre otros)
(Belzona Inc., 2010).

Celdas de combustible microbiano: Son dispositivos para el tratamiento de agua
residual y la generacién de energia simultanea, esto se logra mediante el uso de
microorganismos como biocatalizadores, los cuales oxigenan la materia organica e
inorganica generando una gran cantidad de electrones, que al ser recolectados en un

electrodo (4nodo) se convierte en energia eléctrica (Montenegro-Rosero et al., 2019).

Electrodos: Los electrodos compuestos de biocarbon poseen una mayor eficiencia (41-
43 %) que los tradicionales compuestos de granulos de grafito (35 %) (Huggins et al.,
2014). EIl biocarbén preparado a partir de cascaras de sandia se puede emplear como
catodo en MFC debido a su alto contenido de nitrogeno y excelente area electroquimica
activa (Zhong et al., 2019).
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Fitodepuracion: Es un proceso de tratamiento de aguas que utiliza plantas acuéticas,
como Lemna gibba, para remover impurezas y mejorar la calidad del agua. Las plantas
acuaticas pueden absorber y metabolizar compuestos toxicos, incluidos los residuos de
antibioticos, ayudando asi en su eliminacion del agua.

Remocidn de antibioticos en aguas residuales: Existen diversos métodos y tecnologias
utilizados para la remocion de residuos de antibidticos en aguas residuales, como la
oxidacion avanzada, los procesos fisicoquimicos y bioldgicos, y la utilizacion de lodos
activados. La electrocoagulacion y la fitodepuracion han mostrado ser alternativas

prometedoras y sostenibles para eliminar estos contaminantes emergentes.

Toxicidad y evaluacion de riesgos: La toxicidad de los residuos de Sulfametazina y
otros antibidticos en ambientes acuaticos puede afectar a diferentes organismos no
objetivos. La evaluacion de riesgos es importante para determinar los posibles impactos

en la salud y el ecosistema y para establecer limites seguros de exposicion.
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CAPITULO 11l
METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1 TIPO Y DISENO DE LA INVESTIGACION
De acuerdo con el enfoque de la investigacion, esta es de tipo cuantitativo.

El disefio de investigacion del presente estudio es experimental, ya que se
evaluaron la generacion de energia y la tasa de remocion de Sulfametazina, mediante el
uso de electrodos de carbon vegetal y grafito, junto con Lemna gibba, en humedales
construidos. El experimento consistio en tres tratamientos (control, electrodo de carbén

vegetal y barra de grafito), y cada tratamiento incluyo tres réplicas.

Tabla 1

Identificacion de tratamientos

Disefio completamente al azar

Electrodo de

Repeticiones Control Electrodo de Carbon Vegetal .
Barra de grafito
1 Y11 Y21 Y31
2 Y1, Y2 Y3,
3 Yi3 Ya3 Ya3

Nota: El elemento Y ij en esta tabla es la j-ésima observacion en el tratamiento i; se considera 3 repeticiones
observadas en el tratamiento i.

3.2 AMBITO TEMPORAL Y ESPACIAL

El estudio se realizé en el Laboratorio de Contaminantes Organicos y Ambiente del
Instituto de Investigacion para el Desarrollo del Perd, perteneciente a la Universidad
Nacional de Moquegua. El experimento tuvo lugar en un ambiente controlado, con una
temperatura media de 21.4 °C y humedad relativa de 58.4 %. El experimento tuvo una
duracion de 72 horas y se desarrollé en el mes agosto del 2024. Para el desarrollo del
experimento, se emplearon electrodos de carbdn vegetal y una barra de grafito, en
conjunto con Lemna gibba en humedales construidos, sistema destinado a la generacién

de electricidad y a la remocion de Sulfametazina.



Figura 8

Mapa de ubicacién sobre la conduccion del experimento
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3.3 ACCIONES Y ACTIVIDADES PARA LA EJECUCION DEL PROYECTO
3.3.1 Cultivo de macrofitos (L. gibba) y produccion de carbén vegetal

Las plantas acuaticas fueron recolectadas en la bahia del lago Titicaca, ubicado en
la ciudad de Puno. Posteriormente, las plantas fueron cultivadas en recipientes con agua
osmotizada, a la que se afiadieron los nutrientes necesarios para su desarrollo. Con el fin
de evitar la presencia de contaminantes en las plantas, las primeras generaciones fueron
desechadas, y el agua se renovo regularmente. A partir de la tercera generacion, las
plantas fueron sometidas a un proceso de secado a 60 °C durante 24 horas. Luego, las
plantas secas fueron llevadas a la mufla para la elaboracion de electrodos de carbén
vegetal. La relacion entre Lemna gibba humeda y seca es que el volumen de la planta

seca corresponde a una cuarta parte del volumen de la planta himeda.

Para la elaboracion de los electrodos de carbdn vegetal, se utilizaron las plantas
secadas, siguiendo las metodologias de Zha et al., (2020); Allam et al., (2020) con ligeras
modificaciones. Estas fueron colocadas en crisoles, los cuales se cubrieron con tapa y se
introdujeron en una mufla de marca ISOLAB (Alemania), con capacidad de 5 L. El
proceso de carbonizacion se realizd a 400 °C, con una gradiente de temperatura de 10
°C/min durante una hora. Una vez transcurrido este tiempo, los crisoles se retiraron de la
mufla, y el material resultante se triturd y tamiz6 mediante una malla de 200 um. La
relacién entre Lemna gibba seca y carbonizada, es que el volumen de la planta
carbonizada corresponde a la mitad del volumen de la planta seca. Posteriormente, se
pesaron 30 gramos de carbdn tamizado, los cuales se mezclaron con 1 gramo de azUcar y
6 mL de agua destilada en un mortero, seguidamente, se sometié a 900 °C, con una
gradiente de 10 °C/min durante 1 hora. Finalmente, el material obtenido se almacené en
un recipiente plastico. El volumen de Lemna gibba carbonizada es igual al del carb6n
tratado a 900 °C. La medicion de los cambios en el volumen de los materiales, antes y
después de cada proceso (secado, carbonizacion a 400 °C y 900 °C), permiti6 estimar las

variaciones volumétricas a lo largo del experimento.

Adicionalmente, las plantas acuaticas Lemna gibba fueron cultivadas en agua

residual sintética, con el fin de permitir su aclimatacion. La preparacion de esta agua
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residual consistio en disolver los siguientes compuestos: glucosa (300 mg/L), cloruro de
amonio (NH4CI) (80 mg/L), fosfato de dipotésico (K-HPOs) (12.8 mg/L), cloruro de
hierro (FeCls) (0.05 mg/L), sulfato de magnesio heptahidratado (MgSOa4-7H20) (4.5
mg/L), cloruro de calcio (7.3 mg/L) y estiércol de cerdo (10 mL/L) (J. Li et al., 2017).
Los macrofitos se introdujeron en este medio de agua residual sintética 1 mes antes del

inicio del experimento.
3.3.2 Disefio y Operacion de los humedales

Para el disefio y operacion de los humedales se empled el método reportado por
Maldonado et al. (2023) con ligeras modificaciones. Los humedales fueron disefiados
para funcionar en un mismo tanque y de forma individual. El disefio consistié en una zona
anodica en la parte inferior del sustrato (arena) y una zona catodica cerca de la superficie
del agua. Las unidades experimentales se instalaron en recipientes de 42 cm de alturay 4
pulgadas de didmetro, con un volumen de 1 litro de agua residual. El sustrato estaba
compuesto por graba, arena gruesa y arena fina, materiales que han mostrado resultados
prometedores en estos sistemas para la remocion de contaminantes (Jia et al., 2010;
Maldonado et al., 2023). El sistema consistid en 12 cm de graba, 7 cm de arena gruesa y
7 cm de arena fina. A cada humedal se le agregd 2 gramos de Lemna gibba. Para promover
el crecimiento de la poblacion bacteriana necesaria, se afiadieron 20 ml de estiércol de
cerdo, con el fin de que los microorganismos contribuyeran a la produccion eléctrica y la
degradacion de antibidticos en el sistema. EIl experimento incluyé tres tratamientos: el
primer tratamiento utilizé electrodos de carbdn vegetal, el segundo tratamiento empled
electrodos de barra de grafito, y el tercer tratamiento fue un control, en el que no se
utilizaron electrodos. Los electrodos estuvieron conectados a un sistema de corriente de
cobre, el cual a su vez se conect6 a Data logger de energia, el cual almacend el voltaje en

intervalos de tiempo en una memoria externa.

Por otro lado, la concentracion de Sulfametazina en el agua experimental fue de
3.98 mg/L. Ademas, antes de comenzar con el experimento, se procedié a medir los
parametros fisicos del agua residual para caracterizar adecuadamente el medio en el que
se llevaria a cabo el estudio. Para ello, se utilizé un medidor multiparametro de la marca

HANNA, el cual permitio obtener las siguientes mediciones:
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e Temperatura: 17.70 °C, lo cual es importante para evaluar las condiciones de
estabilidad térmica en el sistema.

e pH: 7.3, loque indica que el agua se encontraba en condiciones cercanas a neutras,
lo que podria influir en la actividad microbiana y en la eficiencia en los procesos
de remocion.

o Oxigeno disuelto: 6.21 mg/L, valor que refleja la cantidad de oxigeno disponible
presente en el agua, un pardmetro fundamental para el desempefio de los
microorganismos aerobicos involucrados en la eliminacion del contaminante.

o Conductividad: 542 puS/cm, un indicador de la cantidad de iones presentes en el
agua.

o Solidos totales: 271 ppm, lo que muestra la cantidad total de particulas

suspendidas en el agua.
Figura 9

Esquema del experimento
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cada unidad experimental, de acuerdo con las recomendaciones de los protocolos de
muestreo de aguas residuales (MVCS & OMA, 2014). Las primeras cuatro muestras se
tomaron cada hora, y la quinta muestra se recogio a las 72 horas, con el objetivo de evaluar

el tiempo maximo de remocion. Para la recoleccion, se filtraron las muestras de agua
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utilizando un filtro de jeringa de 0,45 pum y se almacenaron en viales de 2 mL. Por otro
lado, la recoleccion de Lemna gibba se realizé al final del experimento para conocer la

absorcion de Sulfametazina por parte de la planta.

3.3.3 Determinacion de Sulfametazina en muestras de aguas para conocer la

remocion

La determinacién de Sulfametazina en muestras de agua, se realizé empleando el
método por Z. L. Zhang & Zhou, (2007) con ligeras modificaciones. Las muestras
recolectadas tanto del afluente como del efluente fueron filtradas a través de un filtro de
jeringa con un tamafio de poro de 0.45 um y se almacenaron en viales de 2 mL.
Posteriormente, las muestras fueron inyectadas en un cromatografo liquido de ultra alta
resolucion (UHPLC, Agilent 1290 Infinity I1I, EE.UU.), equipado con un detector de
arreglo de diodos (DAD). Para la separacion, se utilizé una columna Poroshell EC-C8
(2.1 mm x 150 mm x 1.9 um). El equipo cromatografico se programo a una temperatura
de 40 °C, con un caudal de 0.25 mL/min y un volumen de inyeccion de 0.5 puL. La
preparacion de la fase movil se realizo utilizando las siguientes fases moviles: B (agua
ultrapura con 0.1 % de &cido formico) y C (acetonitrilo con 0.1 % de &cido férmico),
empleadas en modo gradiente. El gradiente se programé de acuerdo con la Tabla 2, con
un tiempo de post-inyeccion de 5 minutos. Por otro lado, el limite de deteccion es 0.01
ug mL?t y el limite de cuantificacion es 0.033 pg mL™. El tiempo de retencion es a los
11.42 minutos.

Tabla 2
Programacion de modo gradiente de las fases mdviles

Tiempo (min) B (%) C (%)
0,00 99,00 1,00
1,00 95,00 5,00
13,00 80,00 20,00
17,00 70,00 30,00
20,00 99,00 1,00

Nota: B (%) es agua ultrapura con 0.1 % de acido férmicoy C (%) es acetonitrilo con 0.1 % de &cido férmico.
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El contenido de Sulfametazina se determind por medio de una curva de calibracion
utilizando concentraciones de 0.05, 0.5, 2, 4 y 10 ug mL™, obteniendo un coeficiente de
correlacion de 0.9997, lo que indica una alta relacion entre las concentraciones propuestas
(figura 10). La ecuacion de la curva de calibracion fue: y = 37.23x + 2.95

donde "y" representa la respuesta del detector, que puede ser el area mostrada por el
equipo, y "X" es la concentracion de Sulfametazina en pg/mL. Los resultados fueron
expresados en términos de pg/L. Para la conversion de unidades, se utilizo la siguiente
formula:

.y ug 1000ml
Concentracion de SMZ = SMZE * —T

Figura 10
Correlacion entre el area y las concentraciones de la curva de calibracién del analito

de Sulfametazina
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Para determinar la tasa de remocién de Sulfametazina en el sistema
electrohumedal, se utiliz6 la siguiente formula:

Efluente

R=0Q1-—F7—"—
( Afluente

) % 100

donde:

e Res latasa de remocion expresada como un porcentaje.
o Efluente es la concentracién de Sulfametazina medida en el efluente del sistema.

o Afluente es la concentracion de Sulfametazina medida en el afluente del sistema.

Esta formula permite evaluar la eficacia del sistema para remover el contaminante,
comparando las concentraciones de Sulfametazina en el afluente y el efluente. Un valor

de R mas alto indica una mayor eficiencia en la remocion del antibi6tico.

3.3.4 Registro de la biomasa de Lemna gibba

El registro de la biomasa se llevo a cabo siguiendo la metodologia descrita por (C.
Li et al., 2020). Para ello, se utiliz6 una balanza analitica para pesar la biomasa al inicio
y al final del experimento. Con estos valores, se calculo la tasa de crecimiento relativo
(RCR) utilizando la siguiente ecuacion:
Pf — Pi
RCR = ———
Tf — Ti

Donde:
e Pf: peso final al término del experimento.
e Pi: peso inicial al inicio del experimento.
e Tf: tiempo final, correspondiente al término del experimento (72 horas).

e Ti: tiempo inicial, correspondiente al comienzo del experimento (O horas).
3.3.4.1 Determinacion de Sulfametazina en Lemna gibba

Para determinar Sulfametazina en Lemna gibba, se aplic6 un método simple y
confiable conocido como QUEChERS. Primero, las muestras de plantas se trituraron en
un mortero y se colocé 1 g de muestra en un tubo de centrifuga de 50 mL. Luego, se
afiadieron 10 mL de acetonitrilo y se mezclaron con 4 g de sulfato de magnesio (MgSOa4)



36

y 1 g de cloruro de sodio (NaCl). La mezcla se agitd durante 10 min en un vortex.
Posteriormente, se sometio a ultrasonido durante 10 min a 25 °C. Después, las muestras
fueron centrifugadas durante 5 min a 4000 rpm. Seguidamente, se transfirio 1 mL del
sobrenadante a un tubo de centrifuga de 2 mL, que contenia los sorbentes de la fase de
extraccion solida dispersiva (50 mg PSA y 150 mg MgSOas). Esta mezcla se agitd durante
5 min y luego se centrifugd a 3500 rpm en una microcentrifuga durante 5 minutos.
Finalmente, el sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de jeringa de PTFE de 0,22 um
y 13 mm. Luego, se transfirid en un vial para su posterior analisis UHPLC - DAD
(Maldonado et al., 2023).

3.4 TRATAMIENTO DE DATOS

En funcion de los objetivos de nuestro estudio y teniendo en cuenta las variables
de respuesta, los datos se sometieron a la prueba U de Mann-Whitney para muestras
independientes, con el fin de comparar la produccion de voltaje entre el uso de electrodos
de carbon vegetal y barras de grafito. Ademas, se utiliz6 el analisis de Kruskal Wallis
para comparar la eficiencia de remocién y el comportamiento de la biomasa total de
Lemna gibba en los tres tratamientos (control, electrodo de carbdn vegetal, electrodo de
barra de grafito), posteriormente, se realiz6 una prueba de contraste utilizando la Prueba
Dunn. Por otro lado, se realiz6 un andlisis de permutaciones exactas para evaluar el
comportamiento de la tasa de remocion de Sulfametazina en funcion del tiempo y los
tratamientos. El nivel de significancia () utilizado fue 0,05. Las evaluaciones estadisticas

se realizaron con el software RStudio para Windows.



CAPITULO IV

RESULTADOS DE LA INVESTIGACION

4.1 Produccion de voltaje en aguas residuales
a) Verificacion de supuestos

Supuesto 1: La distribucion de normalidad
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Tabla 3
Prueba de Normalidad para la produccion de voltaje
Shapiro-Wilk
Tratamientos  Estadisticos gl p-valor
Data: Electrodo de
Produccién carbon vegetal 0.60744 2 7.487e-07
de voltaje
Electrodo de barra
0.93477 2 0.1246

de grafito

Formulacion de hipétesis

Ho: Los datos se ajustan a una distribucion normal.
Ha: Los datos se ajustan a una distribucion normal.
Nivel de significancia: 0.05

Prueba estadistica Shapiro — Wilk

Parametro de decision

Si el p-valor es menor que el nivel de significancia (0.05), entonces rechazamos

la hipotesis nula.
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Conclusion estadistica:

El p-valor obtenido en el tratamiento con electrodo de carbon vegetal es 7.487e-
07. Dado que este valor es menor a 0.05, se rechaza la hipétesis nula, lo que indica que
los datos no siguen una distribucion normal. Por lo tanto, se procede a realizar una prueba
no parametrica, como la prueba U de Mann-Whitney, que es equivalente a la prueba t de
Student para muestras independientes.

b) Prueba U de Mann-Whitney

Para comparar los dos tipos de electrodos en cuanto a la produccion de voltaje
mediante humedales construidos con celdas de combustible microbiano realizamos una

prueba no paramétrica.
Formulacién de Hipotesis

Ho: No hay diferencia entre los tratamientos

Ha: Si hay diferencia significativa
Nivel de significancia: 0.05
Prueba estadistica

El estadistico de prueba utilizado, es la prueba U de Mann Whitney para
muestras independientes, con el objetivo de comparar dos grupos o
tratamientos: el primero, que utiliza un electrodo de carbdon vegetal, y el
segundo, gue utiliza una barra de grafito. No se ha considerado el grupo sin

electrodo, ya que no se ha registrado produccion de voltaje en este caso.
Criterio de decision

Si p-valor es mayor al alfa, entonces rechazamos la hipotesis alterna.
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Toma de decision

Los resultados obtenidos en la prueba U de Mann Whitney muestran un valor
de p <0.05, lo cual es menor al nivel de significancia. Por lo tanto, se concluye
que existe una diferencia significativa entre el uso de carbédn vegetal y la barra
de grafito. Sin embargo, independientemente del tipo de electrodo, ya sea de
carbon vegetal o barra de grafito, ambos registran la produccion de voltaje. En
ese sentido, los electrodos estarian contribuyendo a la produccion de energia
en un sistema de humedales construidos con celdas de combustible

microbiano.

Tabla 4

Produccidn de voltaje de los electrodos barra de grafito y carbon vegetal

Electrodo n X DE Minimo Mediana Maximo p valor

Barra de grafito 24 0.0347 0.0092 0.0124 0.0320  0.0533
Carbon vegetal 24 0.0948 0.0229 0.0380 0.1060  0.1080

P <0.05

Nota. Desviacion estandar (DE) y promedio (X).

Figura 11
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Este resultado evidencia que la produccion de voltaje es mayor utilizando
electrodos de carbon vegetal, en comparacion con barras de grafito. La produccion de
voltaje se mide en voltio (V), siendo el valor minimo generado con barra de grafito de
0.0124 V, mientras que con carbon vegetal es de 0.0380 V. En cuanto a la produccién
méaxima, la barra de grafito alcanza 0.0533 V, mientras que el carbon vegetal llega a
0.1080 V. Ademas, el promedio de produccion de voltaje con barra de grafito es de 0.0347
V, mientras que con carbon vegetal es de 0.0948 V. Si bien es cierto, la produccion de
voltaje es baja para ambos electrodos, lo cual es muy inferior a las energias renovables,
sin embargo, su potencial podria estar en acelerar el tiempo de remocidn de contaminantes

organicos.
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4.2 Remocion de Sulfametazina en aguas residuales

En la tabla 5, se detallan los valores obtenidos en el afluente, efluente y la remocién de Sulfametazina en un sistema de humedales

construidos con celdas de combustible microbiano, utilizando dos electrodos (carbdn vegetal y barra de grafito).

Tabla 5
Concentracion de Sulfametazina en el afluente, efluente y porcentaje de remocion
NGmero de _ Concentracion del AFLUENTE Concentracion del Remocién de Sulfametazina (%0)
el Tratamientos _ pg/L _ EFLUENTE pg/L (1—I§FLUENTE/AFLUENTE)*lOO
X DS CV (%) X DS | CV (%) X DS CV (%)

Crt. 3097.22 322.62 10.42 489.10 79.16 16.18 84.24 1.58 1.87
1 Carbon Vegetal 3348.58 200.84 6.00 16.61 3.00 18.09 99.51 0.06 0.06
Barra de Grafito 3250.04 415.93 12.80 22.09 3.83 17.32 99.31 0.16 0.16
Crt. 3822.95 68.80 1.80 482.73 94.67 19.61 87.39 2.29 2.62
2 Carb6n Vegetal 3715.51 44.62 1.20 17.93 0.83 4.60 99.52 0.03 0.03
Barra de Grafito 3759.71 71.26 1.90 22.79 4.62 20.25 99.39 0.13 0.13
Crt. 3680.78 59.77 1.62 471.04 106.31 22.57 87.23 2.66 3.05
3 Carbon Vegetal 3624.67 104.35 2.88 17.38 0.46 2.63 99.52 0.02 0.02
Barra de Grafito 3716.67 88.05 2.37 25.58 5.51 21.56 99.31 0.15 0.16
Crt. 3744.07 75.09 2.01 534.10 106.93 20.02 85.71 3.00 3.50
4 Carb6n Vegetal 3670.78 80.83 2.20 14.69 3.45 23.47 99.60 0.10 0.10
Barra de Grafito 3711.30 70.28 1.89 24.23 0.87 3.58 99.35 0.03 0.03
Crt. 3608.72 98.76 2.74 994.30 217.79 21.90 72.43 6.07 8.38

5 Carbon Vegetal 2533.23 325.96 12.87 N.A. N.A. N.A. 100 0 0

Barra de Grafito 3183.65 195.33 6.14 N.A. N.A. N.A. 100 0 0

Nota. X es el promedio, DS es la desviacion estandar y CV es el coeficiente de variacion en porcentaje.
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4.2.1 Porcentaje de remocion de Sulfametazina por el sistema de humedales con

celdas de combustible microbiano
a) Verificacién de supuestos
Supuesto 1: La distribucion Normal

Tabla 6

Prueba Normalidad para la remocién de Sulfametazina en aguas residuales

Shapiro-Wilk
Tratamientos Estadisticos gl p-valor
Control
0.72673 2 0.0004872
Data: Electrodo de
Remocion de carbén vegetal 0.63836 2 5.859e-05
Sulfametazina
Electrodo de
0.72584 2 0.0004763

barra de grafito

Formulacion de hipétesis

Ho: Los datos se ajustan a una distribucion normal.
Ha: Los datos se ajustan a una distribucion normal.
Nivel de significancia: 0.05

Prueba estadistica Shapiro — Wilk

Parametro de decision

Si el p-valor es menor que el nivel de significancia (0.05), entonces rechazamos

la hipotesis nula.
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Conclusion estadistica:

El p-valor obtenido en los tres tratamientos es menor a 0.05, por lo tanto, se

rechaza la hipotesis nula, lo que indica que no sigue una distribucion normal.

En ese sentido, se procede a realizar una prueba no paramétrica, lo cual es un
Kruskal-Wallis, que es equivalente a un ANOVA de un factor para muestras

independientes.

b) Kruskal-Wallis
En la tabla 7, se presenta los resultados del analisis de Kruskal Wallis,
para comparar la eficiencia de remocion de Sulfametazina de los tres
tratamientos (control, electrodo de carbdn vegetal, electrodo de barra de

grafito), apreciandose que si existe diferencia significativa.

Tabla 7
Kruskal Wallis para la remocion de Sulfametazina en aguas residuales

Kruskal-Wallis
Kruskal-Wallis chi-squared 33.432
gl 2

p-valor 5 50-08

Formulacion de Hipotesis

Ho: No hay diferencia entre los tratamientos.

Ha: Si hay diferencia significativa; es decir, por lo menos uno de los

tratamientos presenta una diferencia.

Nivel de significancia: 0.05
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Prueba estadistica

El estadistico de prueba utilizado es Kruskal-Wallis, se utilizo esta prueba
con el objetivo de comparar la eficiencia de remocion de Sulfametazina

entre los tres tratamientos.
Criterio de decision
Si p-valor es mayor al alfa, entonces rechazamos la hipotesis alterna.
Toma de decision

Dado que el p-valor es 5.5e-08 es menor a 0.05, entonces aceptamos la
hipotesis alterna; se concluye, por lo menos uno de los tratamientos es

diferente.
Prueba de contraste

Dado que la prueba de Kruskal Wallis nos indica que, al menos un
tratamiento es diferente, realizamos la prueba de Dunn, ajustado con el
método de Bonferroni, con la finalidad de realizar comparaciones

multiples que a continuacion se detalla:

Tabla 8
Prueba de Dunn para la remocién de Sulfametazina

Contraste Estadistica p-valor

Barra de grafito - Crt 3.694967 0.0003*

Barra de grafito - Carbdn -2.004050 0.0676
Vegetal

Carbon Vegetal - Crt 5.699017 0.0000*

Nota. * indica una diferencia significativa.
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Eficiencia de remocidn de Sulfametazina (%)

En el Figura 11 se presentan los resultados obtenidos sobre la remocion de
residuos de Sulfametazina en aguas residuales. Se observa que existe una diferencia
estadisticamente significativa, entre el tratamiento control y los tratamientos con
electrodo de barra de grafito y con electrodo de carbon vegetal. Por otro lado, no se
encuentra una diferencia significativa entre los tratamientos que utilizaron electrodos de
carbén vegetal y barra de grafito. Esto sugiere que el carbdn vegetal, elaborado a partir
de Lemna gibba, puede reemplazar al electrodo de barra de grafito en este sistema. El
control alcanz6 un promedio de remocion del 83.9 %, basado en las cinco mediciones
realizadas, mientras que el tratamiento con electrodo de carbdn vegetal obtuvo un
promedio de 99.6 %, y el tratamiento con electrodo de barra de grafito alcanz6 un
promedio de 99.4 %. Por lo tanto, se concluye el uso de electrodos asociados a especies
de macrdfitas (Lemna gibba) en los humedales, facilita la remocion de residuos de

Sulfametazina en aguas residuales.

Figura 12

Graéfico sobre la eficiencia de remocion de Sulfametazina
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Nota. Letras diferentes indican diferencias significativas por cada variable respuesta (p < 0.05).
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4.3 Tiempo de remocion de residuos de Sulfametazina

a) Verificacion de supuestos
Supuesto 1. Esfericidad

Tabla9

Supuesto de esfericidad para el tiempo de remocion de Sulfametazina

Test - Mauchly

Estadisticos p-valor
Data: Tiempo de .
remocion de Tiempo 6.4466e-06 1.2393e-07
Sulfametazina
Tratamiento : tiempo 6.4466e-06 1.2393e-07

Formulacion de hipétesis

Ho: Los datos cumplen con la esfericidad.
Ha: Los datos no cumplen con la esfericidad
Nivel de significancia: 0.05

Prueba estadistica: Test-Mauchly

Parametro de decision

Si el p-valor es menor alfa, entonces rechazamos la hipotesis nula.

Conclusion estadistica:

El p-valor obtenido en el test de Mauchly es 1.2393e-07. Dado que este
valor es menor a 0.05, se rechaza la hipétesis nula, lo que indica que los datos
cumplen con el supuesto de esfericidad. Por lo tanto, se procedié a calcular
permutaciones exactas, lo cual es equivalente a un ANOVA de medidas repetidas

para dos factores (tiempo y tratamiento).
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b) Permutaciones exactas
En la tabla 10, se observa los valores obtenidos del andlisis de
permutacion exacta, lo cual nos da conocer el efecto del tiempo y la
interaccion en tratamiento y tiempo en relacion con la variable

dependiente (tasa de remocién de Sulfametazina).

Tabla 10
Efecto sobre la tasa de remocion de Sulfametazina en funcién al tratamiento, tiempo y

la interaccion entre tratamiento y tiempo

Remocion de Sulfametazina

Fuente de I Suma de Media cuadratica -valor
Variacion g cuadrados P
Trat 2 2709.02 1354.51 2.48e-05 ***
Residuals 6 58.48 9.75

Remocidn de Sulfametazina

Fuente de I Suma de Media cuadratica -valor

Variacion g cuadrados P
Tiempo 4 168.37 42.093 < 2.2e-16 ***
Trat: Tiempo 8 420.78 52.597 < 2.2e-16 ***
Residuals 24  10.03 0.418

Nota. Si el p-valor es menor al alfa (0.05), entonces existe efecto sobre la tasa de remocién de Sulfametazina.



48

Toma de decision

El andlisis muestra que tanto el tratamiento como los momentos de medicion, que
consistieron en 5 evaluaciones realizadas en diferentes tiempos (1 hora, 2 horas, 3 horas,
4 horas y 72 horas), tienen un efecto significativo sobre la remocion de Sulfametazina,
debido a que los p-valores son muy pequefios. Ademas, la interaccion entre el tratamiento
y el tiempo también es significativa, lo que indica que el efecto del tratamiento cambia a

lo largo del tiempo.

Figura 13
Grafico de la remocion de Sulfametazina en funcion al tiempo y los tratamientos
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En la Figura 12 se presenta el comportamiento de la remocién de Sulfametazina,
en funcion del tiempo y los diferentes tratamientos aplicados. EI grupo control mostr6 un
promedio de remocion de 84.24 % en la primera hora, con un ligero incremento a 87.39
% en la segunda hora. Sin embargo, a partir de la tercera hora y hasta la quinta, se observo
una disminucidn progresiva en el porcentaje de remocion, alcanzando un 72.43 % en la
ultima medicion. En contraste, los tratamientos con electrodos de carbon vegetal y barra
de grafito mostraron un incremento continuo en el porcentaje de remocion a lo largo del
tiempo, logrando hasta un 100 % de remocién de Sulfametazina. Cabe destacar que el
electrodo de carbdn vegetal mostrd un porcentaje de remocion ligeramente superior al del
electrodo de barra de grafito. Estos resultados sugieren que ambos tratamientos con
electrodos pueden ser eficaces para la remocion de Sulfametazina, siendo el electrodo de

carbdn vegetal ligeramente mas eficiente.
4.4 Biomasa total de Lemna gibba
a) Verificacion de supuestos
Supuesto 1. La distribucion de normalidad

Tabla 11

Prueba de Normalidad para la ratio de crecimiento relativo de la Lemna gibba

Shapiro-Wilk
Tratamientos Estadisticos p-valor
Control
1 1
Data: Ratio de
o Electrodo de carbon
crecimiento
) vegetal 0.75 2.2e-16
relativo de Lemna
gibba
Electrodo de barra de . L

grafito
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Planteamiento de hipotesis

Ho: Los datos siguen una distribucién normal.
Ha: Los datos no siguen una distribucion normal.
Nivel de significancia: 0.05

Prueba estadistica Shapiro — Wilk

Parametro de decision

Si el p-valor es menor alfa, entonces rechazamos la hipotesis nula.

Conclusion estadistica:

Los p-valores obtenidos para los tratamientos control y barra de grafito fueron
mayores a 0.05, en cambio, el p-valor para el tratamiento con carbdn vegetal fue inferior
a 0.05, lo que llevé al rechazo de la hipotesis nula, indicando que los datos no siguen una

distribucién normal.

En ese sentido, se procede a realizar una prueba no paramétrica, lo cual es un
Kruskal-Wallis, que es equivalente a un ANOVA de un factor para muestras

independientes.
b) Kruskal-Wallis

En la Tabla 12 se presentan los resultados del andlisis de Kruskal-Wallis, para
comparar la ratio de crecimiento relativo de Lemna gibba en el sistema de tratamiento de
agua utilizando electrodos de carbdn vegetal, barra de grafito y un control, el cual no

emplea ninguno de los electrodos.
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Tabla 12
Ratio de crecimiento relativo de Lemna gibba en el sistema de tratamiento de agua

Tratamientos Promedio DS CV (%) p - valor
Crt 0.00090 0.0001 7.7

Carbdn vegetal 0.00095 0.0000 4.2 > 0.05

Barra de grafito 0.00097 0.0001 14.3

Formulacién de Hipotesis

Ho: Los tratamientos no presentan diferencias.

Ha: Al menos uno de los tratamientos muestra una diferencia.
Nivel de significancia: 0.05

Prueba estadistica: Kruskal-Wallis

Criterio de decision

Si p-valor es mayor al alfa, entonces rechazamos la hipotesis alterna.

Toma de decision

Dado que el p-valor es mayor a 0.05, entonces rechazamos la hipotesis alterna,
por lo tanto, se concluye no hay diferencia entre los tratamientos. Por otro lado, la ratio
de crecimiento relativo es cercano a cero, por lo tanto, Lemna gibba, no experimentd un
cambio significativo en su tamafio 0 peso durante el periodo observado. En ese sentido,

el uso de electrodos asociadas a especies macrdéfitas en humedales no tiene efecto sobre

la biomasa total de la especie usada.
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Tabla 13

Peso de Lemna gibba al inicio y al final de experimento

TRATAMIENTO PESO INICIAL PESO FINAL
PROMEDIO DS PROMEDIO DS
Crt 1.52 0.01 1.59 0.01
Carbon Vegetal 1.52 0.01 1.59 0.01
Barra de grafito 1.51 0.01 1.58 0.02

En el presente estudio, analizé también la concentracion de Sulfametazina en el
tejido vegetal de Lemna gibba al final del experimento, con el objetivo de comprender el
mecanismo de eliminacion de este compuesto. Sin embargo, los resultados indicaron que
las concentraciones de Sulfametazina en el tejido vegetal, fueron inferiores al limite de
deteccidn, sugiriendo que Lemna gibba presenta una baja capacidad de absorcion de este
compuesto en un sistema CW-MFC. A pesar de ello, las plantas como Lemna gibba
desempefian un papel crucial en estos sistemas, ya que su funcién principal es suministrar
oxigeno, el cual actia como fuente de energia y catalizador para varios procesos

metabolicos microbianos, acelerando asi el proceso de eliminacion de contaminantes.



53

DISCUSIONES

En este estudio, se reveld que el uso de electrodos de carbdn vegetal facilita la
produccién de voltaje, lo cual puede atribuirse a las propiedades electroquimicas del
material, como su alto contenido de carbono y su alta conductividad eléctrica (Ahuja et
al., 2024), estas propiedades obtenidas podria deberse al tratamiento térmico aplicado de
400 y 900 °C para obtener dispositivos grafiticos en base a Lemna gibba, al someterse a
400 °C durante una hora, en ausencia de oxigeno, los biopolimero de la especie, como
son la hemicelulosa y la celulosa, se degradan completamente, mientras que la lignina se
transforma en material carbonoso a temperaturas superiores a 600 °C (Gontijo et al.,
2023). Por lo tanto, este proceso permite obtener carbon vegetal ideal para utilizarlo como
electrodo en celdas de combustible microbiano. Por otro lado, el tipo de material del
electrodo puede influir en la densidad de la potencia, esto implica la cantidad de energia
generada por unidad de volumen y area, asi como el voltaje (Kumar et al., 2023). Ademas,
la transferencia de electrones microbianos depende de la compatibilidad del material de
electrodo, ya que las bacterias eléctricamente activas transfieren electrones directamente
al electrodo, segun las propiedades electroquimicas, que incluye la conductividad
eléctrica, la porosidad, el area superficial y la biocompatibilidad (J. Wang et al., 2016);
asimismo, los materiales a base de carbono tienen una excelente biocompatibilidad y una
alta conductividad eléctrica (Mier et al., 2021), lo que permite el crecimiento y a la
actividad de los microorganismos en su superficie, ademas de facilitar la transferencia de
electrones desde los microorganismos hacia los electrodos, mejorando la eficiencia en la
generacion de la electricidad. En este sentido, los electrodos de carbon vegetal, en
comparacion con las barras de grafito, podrian ofrecer ventajas en aplicaciones de celdas
de combustible microbiano; por lo tanto, se recomienda realizar un analisis exhaustivo de

sus propiedades electroquimicas.

El electrodo de carbon vegetal en la celda de combustible microbiano puede
remover hasta un 100 % de Sulfametazina, al igual que el electrodo barra de grafito, lo
cual podria deberse a que en este sistema actlan microorganismos como las bacterias
eléctricamente activas, y son las responsables de degradar los contaminantes organicos,

para generar electrones y protones, convirtiendo ocasionalmente la energia quimica de
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los contaminantes orgénicos en energia eléctrica (Doherty et al., 2015) , Por otro lado, se
ha reportado que Sulfadiazina aumenta la abundancia relativa de bacterias relacionadas
con la eliminacidn de antibioticos, en un sistema CW-MFC (F. fei Liu et al., 2023), siendo
Sulfadiazina de la misma familia que Sulfametazina, pude tener el mismo efecto sobre
estas bacterias, lo cual contribuye a su eliminacion. En ese sentido los microbios podrian
utilizar los antibio6ticos como fuente de carbono (H. Li et al., 2023), por otro lado, se ha
evidenciado que la principal via para la eliminacion de antibidticos es la degradacion
microbiana (Xu et al., 2024); Asimismo, el sustrato utilizado en el sistema podria adsorber
el contaminante y proporcionar sitios para la supervivencia de los microorganismos, ya
que se ha evidenciado que el sustrato influye en la composicién y estructura de las
comunidades microbianas, lo cual también contribuye a la eliminacion del antibidtico (Xu
etal., 2023).

La eficiencia en la eliminacion de Sulfametazina del sistema de humedales
construidos con celdas de combustible microbiano, ya sea con electrodos de carbdn
vegetal y barras de electrodos, puede estar influenciada también por las plantas de los
humedales, ya que liberan oxigeno de sus raices, mejorando la oxidacion aerdbica y la
nitrificacion de la materia organica en el sistema, ademas de promover la prevalencia de
las bacterias eléctricamente activas, y mejora el rendimiento general de CW-MFC para la
eliminacién del farmaco y la generacién de electricidad (Youssef et al., 2023). Por otro
lado, también se observa una remocién del sistema sin electrodo, lo cual confirma el
trabajo sinérgico de los microorganismos y la planta, en ese sentido, el electrodo es un
catalizador para la eliminacion de Sulfametazina. Un estudio inform6 que las plantas
acudticas y celdas de combustible microbiano de sedimento, logran una eliminacién
sinérgica de Sulfametoxazol, las plantas acuaticas producen oxigeno y exudados, para
servir como un sustrato adicional que puede promover la eficiencia de los catodos y
anodos en el sistema (Q. Liu et al., 2024). Por otro lado, estudios indican que, tanto los
factores bidticos, como el consorcio de microalgas y bacterias, y los abioticos, como la
absorcion y fotdlisis, impulsan la disipacion de Sulfametoxazol, mediante la produccién
de enzimas que degradan este compuesto en moléculas méas simples, que luego son
metabolizadas por estos organismos, mejorando asi la eficiencia general (Eheneden et al.,

2024); esta situacién podria darse en nuestro sistema. Por otro lado, se ha reportado que
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en la capa del anodo las concentraciones de Tetraciclina y Sulfametazina fueron méas
bajas, lo que sugiere que, en el proceso de digestion anaerdbica en la region del &nodo,
contribuyd predominantemente a la eliminacion de antibioticos (Wen et al., 2022). Por
otro lado, la conversion de los antibioticos en compuestos mas simples, permite la
transformacion de energia quimica en energia eléctrica, lo que contribuye a su remocion,
ya que se ha reportado que, la generacién de electricidad estéa correlacionada con la tasa

de eliminacion (Arliyani et al., 2024).

El sistema CW-MFC, utilizando electrodos de carbdn vegetal y barra de grafito,
demostré una alta eficiencia en la remocion de Sulfametazina, en comparacion con el
sistema de control sin electrodos, que present6 una tasa de remocion considerablemente
mas baja. A partir de la segunda hora del experimento, el sistema de control mostré una
disminucion en su tasa de remocion, lo que destaca la importancia de los electrodos para
mejorar la eficiencia del proceso. Los resultados obtenidos con los electrodos de carbon
vegetal y barra de grafito (Figura 12), indican que el &nodo y el catodo funcionan como
aceptores y donantes de electrones, respectivamente, lo que acelera tanto la velocidad
como la efectividad del tratamiento (Hartl et al., 2021). Ademas, otro factor que podria
haber influido en el tiempo de remocién es la distancia entre los electrodos y el
mantenimiento de las condiciones andxicas en el &nodo y aerdbicas en el catodo (Doherty
et al., 2015). Por otro lado, estudios diversos sugieren que Lemna gibba se destaca en
humedales artificiales para la remocion de contaminantes organicos (Di Baccio et al.,
2017) (Maldonado et al., 2022); asimismo, sus raices cortas, al no alcanzar al &nodo,
contribuyen a mantener las condiciones anaerdbicas en esa area, lo cual podria tener
influencia en el tiempo de remocion. Por otro lado, recientemente reportaron que la
eficiencia coulémbica fue mayor en presencia de sulfametoxazol en comparacion con su
ausencia (Mu et al., 2024). En ese sentido, se sugiere que el sistema esta aprovechando
de manera mas eficiente los electrones generados durante los procesos de biodegradacion
o las reacciones electroguimicas, lo que podria explicar la rapida eliminacion de
Sulfametazina. Por otro lado, evidenciaron que la tasa de remediacion de sulfametoxazol
fue superior a 98.8 % en un sistema de celda de combustible microbiana osmotica,
sugiriendo que la concentracion del sustrato mejora la remocion del compuesto (H. Zhang

et al., 2025). En este contexto, es probable que la tasa carga organica, aplicada en el
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presente estudio, haya sido adecuada para este sistema de celda de combustible

microbiano, contribuyendo significativamente al tiempo de remocion de Sulfametazina.

Para dilucidar el mecanismo de eliminacion de Sulfametazina, evaluamos su
concentracion en el tejido vegetal despues de 72 horas. Sin embargo, se encontré que las
concentraciones de Sulfametazina en tejido vegetal estaban por debajo del limite
detectable, lo que sugiere que Lemna gibba presenta una baja absorcion de este
compuesto en un sistema CW — MFC. Esto podria deberse a que, en este tipo de sistema,
la biodegradacion microbiana se considera uno de los principales mecanismos de
eliminacién de contaminantes emergentes (Chen et al., 2024). Por otro lado, algunos
estudios reportaron que la absorcién del contaminante por parte de las plantas en un
sistema CW - MFC es relativamente bajo o representa el 1 % de la eliminacion total (X.
Liu et al., 2021 ; Q. Liu et al., 2024). Sin embargo, esto no implica que las plantas no
jueguen un papel relevante, ya que en un sistema CW-MFC, las plantas suministran
oxigeno que sirve como fuente de energia y catalizador para varios procesos metabélicos
microbianos (Saeed et al., 2022). Estudios previos reportaron que el ibuprofeno inhibe la
actividad de la comunidad microbiana electroactiva, en un sistema CW-MFC con Planta,
sin embargo, este sistema puede recuperar su funcionamiento tras un periodo de
adaptacion, en comparacion con un sistema S-MFC (celda de combustible microbiana
sedimentaria sin planta), en ese contexto, sugieren que las plantas en el sistema CW-MFC
tienen un efecto positivo al reducir la inhibicién de la respiracion anddica, favoreciendo
asi la actividad metabdlica de los microorganismos electroactivos (Youssef et al., 2023).
Por lo tanto, deducimos que los macréfitos (Lemna gibba en nuestro caso) ayudan no solo
a generar materia organica través de la fotosintesis, sino que también interactdan con lo
microorganismo electroactivos del sistema contribuyendo la degradacion de compuestos
organicos (por ejemplo, Sulfametazina) y mejora en la produccion de electricidad (J.
Wang et al., 2017). Por otro lado, la absorcion del antibidtico por la planta, esta
fuertemente influenciada por las propiedades fisicoquimicas del antibiético, por ejemplo,
el coeficiente de particion n-octanol-agua (log K ow) es 0.80 (Zhao et al., 2021), lo que
indica que la Sulfametazina puede ser absorbida por la planta; Sin embargo, aunque las
plantas pueden ser eficientes para absorber y eliminar contaminantes, su eficiencia en la

degradacion de antibidticos es relativamente lenta, lo que implica que el proceso de
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remocion del compuesto lleva un tiempo prolongado (Deng et al., 2024). En este sentido,
se sugiere que el uso de plantas, en humedales construidos acoplados a celdas de
combustible microbiano (MFC), es crucial para asegurar el funcionamiento éptimo del

sistema CW-MFC.
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CONCLUSIONES

El uso de electrodos de carbdn vegetal, elaborados a partir de Lemna gibba, y barras
de grafito, en combinacion con especies macréfitas como Lemna gibba, favorece la
produccién de voltaje. En cuanto a la remocion de SMZ, los tratamientos con
electrodos tienden a incrementar la tasa de remocion, alcanzando hasta un 100 %
en la quinta medicion, mientras que el control muestra una disminucion en dicha
tasa. Por otro lado, la biomasa de Lemna gibba no experimenta cambios
significativos, asimismo, las concentraciones de SMZ en el tejido vegetal fueron
inferiores al limite de deteccion, lo que sugiere que la absorcién de SMZ por parte
de Lemna gibba es baja en este sistema.

El uso de electrodos de carbdn vegetal, elaborados a partir de Lemna gibba, en
combinacién con especies macrofitas como Lemna gibba, en sistemas de
humedales, facilita la produccion de voltaje.

La aplicacion de electrodos de carbon vegetal y barras de grafito, en combinacion
con macrofitas como Lemna gibba, en sistemas de humedales, mejora la
eliminacién de Sulfametazina hasta un 100 % en aguas residuales.

La implementacion de electrodos de carbdn vegetal y barras de grafito, junto con
macrofitas como Lemna gibba, en sistemas de humedales, influye
significativamente en el tiempo de remocién de Sulfametazina (SMZ) en aguas
residuales, alcanzando una eliminacién de hasta un 99,9 % en tan solo una hora.
La aplicacion de electrodos de carbon vegetal y barras de grafito, no ocasiono
variaciones significativas en la biomasa de la especie Lemna gibba. Por otro lado,
las concentraciones de Sulfametazina en el tejido vegetal, se mantuvieron por
debajo del limite de deteccidn, lo que sugiere una baja capacidad de absorcion de
este compuesto por Lemna gibba en el sistema utilizado para el tratamiento de aguas

residuales.
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RECOMENDACIONES

e Se sugiere a las autoridades de salud publica y los encargados de la regulacion
ambiental, promover el uso responsable de fa&rmacos como estrategia para prevenir
riesgos ambientales. Esto contribuiria a reducir el impacto de estos compuestos en
los ecosistemas acuaticos y terrestres, protegiendo la biodiversidad y preservando la
calidad de los recursos naturales.

e Serecomienda a los investigadores y expertos en electroquimica, realizar un estudio
mas detallado de las propiedades electroquimicas del electrodo de carbdn vegetal,
con el fin de comprender mejor su potencial en el tratamiento de aguas residuales.
Este andlisis permitird optimizar su rendimiento y explorar nuevas aplicaciones en
sistemas de tratamiento ecoldgicos.

e Sesugiere a los investigadores del &rea ambiental, evaluar la emision de CO2 y otros
gases de efecto invernadero, generados por el sistema. Este andlisis permitira
determinar si el uso de electrodos y humedales podria contribuir a la reduccién de la
huella de carbono en procesos de tratamiento de aguas, lo que haria més sostenible
el sistema propuesto.

e Se sugiere a los investigadores del area ambiental, como los bidlogos, realizar una
evaluacion mas profunda de los macrofitos utilizados en estos sistemas, considerando
aspectos fisiologicos como la produccion de metabolitos secundarios. Esta
investigacion podria proporcionar informacion valiosa sobre como las especies

empleadas en los humedales responden a los contaminantes.
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ANEXO

Figura 14
Programacion en la mufla para elaboracion de electrodos de carbdn vegetal
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Figura 15
Cultivo de Lemna gibba
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Figura 16
Electrodo de carbon vegetal

Figura 17
Electrodo de barra de grafito




Figura 18
Seleccion de Lemna gibba

Figura 19
Pesado de Lemna gibba
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Figura 20
Estandar de Sulfametazina

Figura 21 Afiadiendo Concentracion conocida de Sulfametazina al agua residual
sintética
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Figura 22
Medicién de parametros del agua residual sintética

Figura 23
Instalacién del experimento
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Figura 24
Sistema de Humedal construido con celda de combustible microbiano

Ll #

Figura 25
Analisis de muestra de agua en el UHPLC-DAD
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Figura 26
Trituracion de Lemna gibba

Figura 27
Centrifugacion de las muestras de Lemna gibba




Figura 28
Muestra de Lemna gibba Centrifugada

Figura 29
Muestra de Lemna gibba en el clean up
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Figura 30
Muestra de Lemna gibba en la microcentrifuga

Figura 31
Analisis de Sulfametazina en tejido vegetal




Figura 32

Cromatograma de Sulfametazina

DAD1 F, Sig=270,4 Ref=360,100 ,(001-P1-A1-10 ug ml de curva4.D)

200
190
180
170
160
150
140
130
120
110

% 100

90+
80+
70+
60
50+
40+
304
20+
10

Sulfametazina

[

o

o=

-~

10 11
Time [min]

T
12

13

14

T

15

16

17

18

19

20

82



83

Ecuacion de la Recta

y=ax+b

Donde:

x: Concentracion de analito

y: Valor de la respuesta expresado en el area del pico cromatografico
a: Pendiente de la recta

b: Interseccion de la recta con el eje "Y"

Curva de calibracion

Tabla 14
Curva empleada para la calibracion de Sulfametazina

Antibidtico Tiempo  Concentracion  Area Ecuacion de la recta

11.4 0.05 3.34
114 0.5 20.43
y = 37.2269X + 2.949
Sulfametazina 114 2 80.57
r=0.99974
11.4 4 156.77
11.4 10 372.68

Nota: La correlacion entre las concentraciones de la curva de calibracion y el area es de 0.99974

Limite de Deteccion

_ €%333+1

LD
SN

Donde:
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C: Concentracion minima de la curva de calibracion
SN: Sefial ruido obtenido del equipo y a partir de la concentracion minima.
Aplicamos la formula:

_ 0.05%3.33%1
B 1.71

LD = 0.01 pug/mL

Limite de Cuantificacion

LQ =LD x3.33
LD = 0.033 pg/mL

El limite de cuantificacion determinado permite medir Sulfametazina a partir de
0.066 pg/mL.
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