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Introduccion

l. INTRODUCCION

Para contribuir a la mejora de la calidad de vida que la poblacion mundial ha
experimentado durante el ultimo siglo, ha sido necesario desarrollar nuevos productos
quimicos cuyas consecuencias a mediano y largo plazo eran desconocidas en el
momento de su fabricacion; sin embargo, tras numerosas evidencias cientificas se puso
de manifiesto la peligrosidad de algunas de estas sustancias, entre las cuales se
encuentran plaguicidas, dioxinas, furanos, colorantes, hidrocarburos arométicos
policiclicos, retardadores de flama, refrigerantes, etc.; y que debido a su baja capacidad
de biodegradacién, son bioacumulables, toxicas y pueden ser difundidas largas
distancias hasta regiones donde nunca fueron utilizadas ni producidas son denominadas

contaminantes organicos persistentes (COP’s) (PNUMA, 2011).

Algunos de estos compuestos estan disefiados para reducir la inflamabilidad o
demorar la propagacion del fuego a lo largo y a través de la superficie del material con el
que se mezclan; las cuales son caracteristicas altamente apreciadas en los sectores
industriales, asi como en la fabricacién de productos comerciales; es por esta razon que,
los asi llamados retardadores de flama (RF) han sido utilizados ampliamente en la
proteccion de materiales de construccién, incluyendo estructuras metalicas, plasticos,
fibras sintéticas y textiles, componentes electronicos, cables, etc.; logrando reducir la tasa
de incendios y accidentes al reducir la velocidad de propagacion del fuego, asi como la
produccion de humos y gases de combustion, minimizando asi la pérdida de vidas y los

costos econdmicos (Abou-Elwafa Abdallah, 2016).

Su uso es tan generalizado que en 2016 la demanda mundial alcanzé 2.6 millones
de toneladas para los mas de 175 diferentes RF, de las cuales se estima que 200,000
toneladas pertenecen a los RF bromados (Eljarrat & Barceld, 2011; Segev, Kushmaro, &
Brenner, 2009); sin embargo, es su gran estabilidad y extensa distribucién en casi todo
tipo de productos, sumados a sus respectivos ciclos de vida til (produccion, aplicacién,
adquisicion, uso, desecho y reciclado) es que se crea una ruta de acceso continua al
medio ambiente con sus consecuentes efectos adversos(Birnbaum & Staskal, 2004;
Malkoske, Tang, Xu, Yu, & Wang, 2016).
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Es por su ubicuidad y efectos negativos a la salud y al medio ambiente que se han
comenzado a estudiar mas detalladamente; esto ha llevado a la generacion de medidas
legislativas para la regulacién de la produccion, exposicion, tratamiento y sustitucion de
los RF, ya que a medida que estos se desprenden de los materiales que los contienen
contaminan los diferentes compartimientos ambientales (Eljarrat & Barcelo, 2011;
Malkoske et al., 2016).

Estudios recientes han demostrado la presencia de diferentes concentraciones de
estos compuestos en el 100% de las muestras de aguas superficiales de lagos y rios en
Albania, Grecia, Italia, Noruega, Portugal, Espafia, Reino Unid, China y Estados Unidos
en concentraciones de 0.43 — 867 ng/L (Andresen & Bester, 2006; Aznar-Alemany et al.,
2018; Segev et al., 2009), asi como en aguas procedentes de plantas de tratamiento de
aguas residuales en China 305 — 1,202 ng/L; Nueva York 30.1 — 69.8 ug/L; y Espafna
(Corazzari et al., 2015; Cristale, Garcia Vazquez, Barata, & Lacorte, 2013; Kim, Oh, &
Kannan, 2017; Segev et al., 2009; Wei et al., 2015; Yu et al., 2017).

Actualmente el tratamiento de estos compuestos presentes en diferentes matrices
se ha realizado empleando métodos convencionales (quimicos, fisicoquimicos y
bioldgicos) los cuales resultan poco satisfactorios, debido a que los RF persisten aun
después de su aplicacion, por lo que se requiere el desarrollo de tecnologias sustentables
para removerlos. Por lo anterior es importante identificar y evaluar la eficiencia de otras
tecnologias para su tratamiento, con el fin de proponer alternativas que permitan su

presencia a un bajo costo econémico, energético y ambiental.

En este trabajo se propone la aplicacién de tecnologia biolégica para el tratamiento
de mitigacion de estos contaminantes, como una tecnologia eficiente y amigable con el
medio ambiente. El desarrollo del tema incluye la construccion de un marco tedrico en
donde se abordaran las generalidades de la contaminacién por COP’s. Ademas, se
resume la estrategia internacional conocida como Convenio de Estocolmo, para contribuir
a entender y resolver el problema ambiental de los COP’s y los RF en particular, entre
ellas la aplicacion de tecnologias sustentables de tratamiento. Posteriormente se

describen a mayor detalle la tecnologia conocida como Biocatédlisis Ambiental, y el




Introduccion

enfoque planteado para aplicarla en la transformacion de los RF a compuestos no toxicos.
Se explicaran sus ventajas y desventajas, su potencial y sus limitaciones para la su

eventual aplicacion.




Justificacion

. JUSTIFICACION

Si bien los RF pueden salvar y prevenir dafos materiales, existe una creciente
preocupacion sobre sus impactos medioambientales y efectos sobre la salud debidos a
su ubicuidad, persistencia, biodisponibilidad y algunos indicios sobre posibles efectos
adversos como neurotoxicidad, disrupcidn endocrina y carcinogénesis (Moreira,
Goncalves, & Beretta, 2013); sin embargo, el impacto o los efectos de la mayoria de estos
compuestos todavia se encuentran en estudio; asi mismo, la normatividad existente en
materia de regulacion del uso o comercializacibn que contribuya a incrementar la
prevencion de la contaminacion también se encuentra limitada o nula para la gran

mayoria de RF.

Es por estas razones que es necesario la implementacion de tecnologias de
tratamientos para mitigar el problema en los compartimientos donde han impactado estos
compuestos. Los tratamientos convencionales han mostrado ser parcialmente exitosos
en la eliminacion de estos compuestos, adicionalmente, estos métodos aun se
encuentran limitados debido a la generacion de contaminantes secundarios, tiempos
largos de operacion, técnicas complejas y elevados costos de equipo y operacion (Bes-
Monge, Silva, & Bengoa, 2015; Forero, Ortiz, & Rios, 2005).

Por tal motivo surge la necesidad de aplicar tecnologias innovadoras sustentables
como la biocatélisis ambiental, la cual consiste en la aplicacién de biocatalizadores libres
o inmovilizados para la transformacién de sustancias contaminantes, con el fin de lograr
la reduccion o eliminacion del impacto ambiental de estas Ultimas. La biocatalisis
ambiental es amigable con el medio ambiente, ademas de que presenta elevada
eficiencia de transformacion, asi como la posibilidad de reutilizar el biocatalizador si se
encuentra inmovilizado. Algunos estudios han demostrado que la incorporacion de los
biocatalizadores a nanomateriales mejora su estabilidad y resistencia a condiciones mas
agresivas de reaccion optimizando el rendimiento del biocatalizador en la degradaciéon de
clorofenoles, bisfenoles, anilinas, farmacos, y otros contaminantes (Wong, Dai, Talbert,
Nugen, & Goddard, 2014; Xu, Tang, Liu, Li, & Zhang, 2015).




Justificacion

Es por lo anteriormente expuesto que la generacion de informacion técnico-
cientifica que permita comprender la problematica ambiental de los RF y generar el
desarrollo de tecnologias sustentables que contribuyan a la eventual eliminacion de estos
contaminantes contribuira a disminuir el impacto ambiental provocado por estos

compuestos.
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Il. MARCO DE REFERENCIA

3.1. Marco Tedrico
3.1.1. Antecedentes

3.1.1.1. Contaminacién del agua

Se define como contaminacion a la presencia en el ambiente de uno o mas
sustancias, organismo y formas de energia que no pertenecen, 0 que se encuentran
presentes en concentraciones mayores que la natural en un ecosistema, causando su
desequilibrio como consecuencia de esta perturbacion que no ha sido eliminada (Castillo,
2005; SEMARNAT, 2012).

En la actualidad, la contaminacion atiende multiples origenes y fuentes, siendo una
causa importante de graves trastornos ambientales y dafios a la salud que se
incrementan con la poblacién (Albert, 1997). Las principales causas, tanto para el agua
dulce como la salada, son los vertidos incontrolados de las aguas residuales urbanas e
industriales, muchas veces sin tratamiento, asi como las practicas agricolas deficientes,
la contaminacién atmosférica, la acumulaciébn de sustancias quimicas en suelos y
sedimentos, el exceso de bombeo de aguas subterraneas, la destruccion de zonas
pantanosas, la mineria y otras industrias de extraccion también contribuyen a su

deterioro.

De esta forma, se puede considerar que casi todos los usos pueden contaminar el
recurso y convertirlo en no disponible para otros usos, siendo indispensable un
tratamiento adecuado (Lattemann, Kennedy, Schippers, & Amy, 2010). Es asi que la
contaminacion de aguas se ha convertido en un problema que va en aumento y que
puede ser considerado como uno de los principales problemas ambientales (Fenner,
2017). En la Figura 1 se representa los elementos que intervienen en la contaminacion

del agua.
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Figura 1. Esquema de la contaminacion del agua donde se muestran los elementos causales y
su papel en la comprension o resolucién del problema (Elaboracién propia, 2018).

3.1.1.2. La complejidad en el tratamiento de aguas residuales.

Dentro de la problematica de la contaminacion del agua, un componente esencial
es la planta de tratamiento. Para el abordaje de las plantas de tratamiento (PTAR) desde
las ciencias ambientales, se considera el enfoque de sistemas complejos, la tecnologia,
guimica y salud ambiental. ElI enfoque de los sistemas complejos permitirh observar al
sistema de tratamiento como una totalidad organizada, identificar sus elementos y las
interacciones entre los mismos. Para ello, se requiere el enfoque y aplicacion de variadas
disciplinas (como las mencionadas en la Figura 1) que ayuden en la generacion de
soluciones innovadoras desde la Tecnologia Ambiental; al entendimiento de los impactos
de la contaminacion y su deficiente tratamiento en la salud humana y ambiental, enfoques

proveidos por la quimica y la salud ambiental respectivamente.

Para su evaluacion, la PTAR sera considerada el sistema de estudio, ya que

pueden identificarse y definirse las caracteristicas que define a un sistema ambiental. El
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enfoque de sistemas complejos permite observar e identificar un sistema como una
estructura compleja que se auto organiza, en donde intervienen diferentes componentes
que ademéas de interactuar se interrelacionan entre si, creando una sinergia
interdependiente. Todo sistema comprende cinco elementos importantes (componentes,
interacciones, entradas, salidas y limites), que es necesario identificar para ir
adentrandose en el analisis de un sistema complejo, -en este caso, la planta de
tratamiento-, que implica interdependencia, interrelacion, no linealidad, auto

organizacion, emergencia, entre otros (Hart, 1985; Garcia, 2006).

De acuerdo con Rojas-Remis y Mendoza-Espinosa (2014), en las plantas de
tratamiento de aguas residuales (PTAR) una vez que comienza la fase de operacion se
generan nUevos procesos no previstos y la relacion dependiente de sus subprocesos o
subsistemas exige su analisis desde la complejidad para encontrar estrategias factibles

de resolucion a los nuevos impactos sociales y ambientales generados.

Las PTAR emiten gases que se mezclan con el aire y que, al combinarse con las
condiciones atmosféricas locales, pueden generan olores que molestan a los habitantes
cercanos a estas (Garcés et al., 2008). Adicionalmente los lodos residuales derivados del
proceso de tratamiento representan un problema de manejo y disposicion final que
genera contaminacion ambiental y suele implicar cerca del 45% del gasto anual para los

operadores (Onyeche, 2010).

Debido a esto, la operacion de las PTAR no solo debe considerar el tratamiento
de las aguas residuales para cumplir con la normatividad vigente para que estas puedan
ser descargadas a cuerpos de agua o ser reutilizadas, sino que se debe considerar la
operacion como un todo, es decir, incluyendo los problemas sociales y ambientales que

se generan, con la finalidad de buscar y proponer posibles soluciones.

El tratamiento de las aguas residuales permite elevar el nivel de calidad de vida de
la sociedad evitando las enfermedades de origen hidrico generadas por el contacto
directo o indirecto con el agua residual. De manera general, la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Educacion, la Ciencia y la Cultura (UNESCO) ha propuesto dos

métodos complementarios para enfrentar los problemas relacionados con la




Marco de Referencia

contaminacion causada por las aguas residuales. El primero implica reducir el uso
excesivo del recurso agua y evitar su contaminacion desde el primer uso (principio
precautorio), lo que reduce el volumen global de las aguas residuales producidas, asi
como su carga contaminante. El segundo involucra la recoleccion de aguas residuales y
la aplicacion de niveles adecuados de tratamientos para su descarga al medio ambiente
(remediacioén), lo cual incluye establecer normas y niveles de calidad para los flujos de
aguas residuales entrantes y aguas residuales tratadas salientes de las PTAR (UNESCO,
2017).

Es por este segundo aspecto que la importancia de las PTAR radica en su
capacidad de depuracion de las aguas residuales, sirviendo de interfase entre la sociedad
y el medio ambiente, ya que el vertido de las aguas residuales sin tratar o con tratamiento
inadecuado tendra consecuencias a la salud humana por la reduccién de la calidad del
agua; efectos ambientales negativos debido a la degradacion de los recursos hidricos;

asi como efectos en las actividades econdmicas. Figura 2.

Sociedad: Sistema socioecondémico basado
en recursos materiales, habitos culturales y
flujos monetarios

Almacenamiento
fosil y mineral

.
Naturaleza |
Sistemas de produccion
forestal, agricultura,
acuacultura, ganaderia, etc. /

Circulacion de
materia y energia

Figura 2. Planta Tratadora de Aguas Residuales como interfase naturaleza-sociedad (Adaptado
de Gronlund et al., 2013).

Sin embargo, uno de los principales motivos por los que el tratamiento de aguas
residuales ha generado poco interés, es que a menudo no se ha considerado la verdadera

dimension del costo economico de dejar de invertir en infraestructura, investigacion y

——
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saneamiento de aguas residuales (UNESCO, 2017). De acuerdo con la Organizacion de
las Naciones Unidas (ONU, 2017), los efectos negativos al medio ambiente y a la salud
humana se han acrecentado de forma proporcional al incremento de las aguas residuales

vertidas sin tratamiento alrededor del mundo.

De manera global, la gestion de aguas residuales y saneamiento se considera una
actividad costosa y con uso intensivo de capital, ya que la construccion de las PTAR
implica una gran inversion econdmica inicial, generalmente de millones de ddlares en
funcion del caudal a tratar (Eugenia, Pefia, & Ducci, 2013). Y una vez en operacion, estos
sistemas rara vez generan ingresos importantes y, por lo tanto, no pueden cubrir sus
propios costos de operacion y mantenimiento a mediano y largo plazo, siendo la energia
eléctrica el principal insumo en la operacion de las PTAR con cerca del 70% de los costos
de operacion (CONAGUA, 2017), lo que lleva a un rapido deterioro de sus instalaciones
con la consecuente disminucion de su capacidad de tratamiento o su inactividad. Es por
lo anterior que la inversidon en el tratamiento de aguas residuales no se ha considerado

prioridad politica en muchas economias en desarrollo (UNESCO, 2017).

La falta de financiamiento es un impedimento importante en la aplicacion de
tratamientos adecuados y eficientes, pues el elevado costo de las tecnologias de punta
dificulta su aplicaciébn generalizada, especialmente en paises en vias de desarrollo
(Daigger, 2011). Esta situacion se ve favorecida debido a la falta de informacion
actualizada referente a la contaminacion por aguas residuales, sumado a la baja
vinculacién entre el sector académico, los centros de investigacion, la industria y los

gobiernos.

Es en este contexto, que los contaminantes emergentes, incluidos los COP’s,
presentan un claro vacio en conocimiento e investigacion sobre los niveles de ocurrencia
de estos ultimos en aguas residuales y cuerpos de agua; por lo cual, es necesario
comprender integramente el ciclo de vida de estos contaminantes en los recursos
hidricos y el ambiente, para su posterior mitigacién y eliminacion de los diferentes

compartimentos ambientales.

10
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No obstante, no debe subestimarse la dimension social, pues se requiere de la
comprension y participacion de las partes interesadas en el saneamiento de las aguas
residuales. Algunas acciones como las campafas de concientizacion pueden ayudar a
sensibilizar a los ciudadanos sobre las formas en que el agua puede contaminarse, la
importancia de las PTAR y los riesgos y beneficios que implica el uso de aguas residuales

tratadas.

Ademas, es fundamental promover la creacion de capacidades organizativas e
institucionales (procesos de planificacion, coordinacion, toma de decisiones, etc.) que
permitan elaborar planes de accion nacionales, regionales o locales que protejan el medio
ambiente y garanticen el tratamiento adecuado de las aguas residuales, ya que si las
instituciones a cargo de la operacién y mantenimiento de las PTAR no cuentan con la
capacidad institucional adecuada, se pone en riesgo la funcion de dichos sistemas
(Murray y Drechel, 2011). En este sentido, es necesario abordar la gestion de las aguas
residuales desde los puntos de vista cientifico, social, ambiental, econémico y politico,
que puedan hacer frente a los problemas que surgen en las interconexiones de la
operacion de las PTAR haciendo especial énfasis en los riesgos a la salud humana y al

medio ambiente.

Por dltimo, una adecuada regulacion debe ser adecuada a la region y flexible en
él tiempo, permitiendo reconocer las diferencias econdmicas, politicas y socioculturales
(Hernandez-Sancho, Lamizana-Diallo, Mateo-Sagasta, & Qadir, 2015); esta flexibilidad
permite tomar en cuenta los costos y beneficios a lo largo de toda la vida util de la PTAR,
elevando paulatinamente la calidad del agua. Para lograr un marco regulatorio eficaz es
indispensable que la autoridad a cargo posea los conocimientos técnicos y de gestion
adecuados, que actle de manera independiente y que cuente con las facultades
necesarias para ejecutar normas y lineamientos referentes a calidad del agua y su uso o

reuso en las diferentes actividades econdémicas.(UNESCO, 2017).

Si bien es cierto que el costo de construccién, operacién y mantenimiento de una
PTAR es elevado, este deberd de compararse con diferentes beneficios ambientales,
econdémicos y socioculturales que se obtienen de la gestion adecuada de aguas

residuales, especialmente en zonas de elevada presién hidrica (particularmente en areas

11
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urbanas), cuando se compare con el costo de construccion de una nueva represa, la
importacion de agua limpia desde otra cuenca o el ahorro econdmico a los sistemas de
salud causados por enfermedades hidricas (Hernandez-Sancho et al., 2015). Mejorar la
gestion de las aguas residuales, por lo tanto, requiere la coordinacion de los diferentes
actores involucrados para poder incrementar la calidad de los recursos hidricos, al tiempo
gue se maximizan los beneficios en los distintos sectores involucrados en la gestion de

estas aguas.

En relacion con lo planteado anteriormente, es de esperar que uno de los objetivos
de la Agenda 2030 para el Desarrollo sostenible tenga como prioridad garantizar la

disponibilidad, el acceso al agua y su saneamiento.
3.1.1.3. Tratamiento de aguas residuales en la Agenda 2030

El 25 de Septiembre de 2015, 193 paises miembros de la Asamblea General de
las Naciones Unidas adoptaron la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible que incluye
17 Objetivos (ODS), cada uno con metas especificas a alcanzar en un periodo de 15 afios
(ONU, 2015), con la finalidad de poner fin a la pobreza, proteger el medio ambiente y

garantizar la prosperidad para todos.

De manera particular, para el agua, la Agenda 2030 hace un llamado a mejorar la
gestién de los recursos hidricos de manera amplia inclusiva e integrada haciendo énfasis
en 1) agua potable, 2)saneamiento e higiene, 3) calidad del agua y aguas residuales, 4)
eficiencia en el uso del agua y escases, 5) gestion integrada del agua, 6) proteccién de
los ecosistemas y 7) cooperacion internacional y participacion de las partes interesadas

en la gestion de los recursos hidricos (UNESCO, 2017), ver Tabla 1.
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6.1

6.2

6.3

6.4

6.5

6.6

6.b

Tabla 1. Metas e indicadores del ODS 6 (ONU, 2015)

ODS 6

META

Para 2030, lograr el acceso universal y equitativo al agua
potable, a un precio asequible para todos.

Para 2030, lograr el acceso equitativo a servicios de
saneamiento e higiene adecuados para todos y poner
fin a la defecacién al aire libre, prestando especial
atencién a las necesidades de las mujeres y las nifias y
las personas en situacién vulnerable.

Para 2030, mejorar la calidad del agua mediante la
reduccién de la contaminacidn, la eliminacién de
vertimiento y la reduccién al minimo de la descarga de
materiales y productos quimicos peligrosos, la
reduccién a la mitad del porcentaje de aguas residuales
sin tratar y un aumento sustancial del reciclado y la
reutilizacion en condiciones de seguridad a nivel
mundial.

Para 2030, aumentar sustancialmente la utilizacién
eficiente de los recursos hidricos en todos los sectores
y asegurar la sostenibilidad de la extraccion y el
abastecimiento de agua dulce para hacer frente a la
escasez de agua y reducir sustancialmente el nimero de
personas que sufren de escasez de agua.

Para 2030, poner en practica la gestion integrada de los
recursos hidricos a todos los niveles, incluso mediante
la cooperacion trasfronteriza, segun proceda.

Para 2020, proteger y reestablecer los ecosistemas
relacionados con el agua, incluidos los bosques, las
montafias, los humedales, los rios, los acuiferos y los
lagos.

Para 2030, ampliar la cooperacién internacional y el
apoyo prestado a los paises en desarrollo para la
creacion de capacidad de actividades y programas
relativos al agua, la desalinizacion y el aprovechamiento
eficiente de los recursos hidricos, el tratamiento de
aguas residuales y las tecnologias de reciclaje vy
reutilizacion.

Apoyar y fortalecer la participacion de las comunidades
locales en mejora de la gestidn del agua y saneamiento.

13
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Garantizar la disponibilidad de agua y su gestion sostenible y el saneamiento para todos

INDICADORES

Proporcion de la poblacion que utiliza servicios de
agua potable administrada de forma segura.

Proporcion de la poblacion que utiliza servicios de
saneamiento administrados de forma segura que
incluyan instalaciones para lavarse las manos, agua
y jabodn.

Proporcion de aguas residuales tratadas de manera
segura.

Proporcion de las masas de agua con buena calidad
de agua ambiental.

Cambio con el tiempo en la eficiencia en el consumo
de agua.

Nivel de estrés hidrico; extracciéon de agua dulce en
proporcion a los recursos de agua dulce disponible.

Grado de aplicacion de la gestion integrada de los
recursos hidricos (0-100).

Proporciéon de zonas de cuencas transfronterizas
para las que existe un acuerdo operacional de
cooperacidn en materia de recursos hidricos.

Cambio con el tiempo de la extension de los
ecosistemas relacionados con el agua.

Cuantia de la asistencia oficial para el desarrollo
relacionada con los recursos hidricos y el
saneamiento que forma parte de un plan de gastos
coordinado por el gobierno.

Proporcion de unidades administrativas locales con
politicas y procedimientos establecidos y operativos
para la participacion de las comunidades locales en
la gestidn de los recursos hidricos y saneamiento.

'
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De acuerdo con la tabla anterior, la meta 6.3 de los ODS es la mas estrechamente
relacionada con la gestion de las aguas residuales, y para medir su progreso se han
propuesto dos indicadores: 1) proporcién de aguas residuales tratadas de forma segura
y 2) proporcion de las masas de agua con buena calidad de agua ambiental.

Uno de los retos mas importantes para el monitoreo del progreso de esta meta, es
de acuerdo con la UNESCO (2017), la falta de datos relativos en practicamente todos los
aspectos de la calidad del agua y la gestion de las aguas residuales, particularmente en
los paises en vias de desarrollo. De ahi, la importancia de generar informacién técnico-
cientifica que permita comprender las diferentes causas de la contaminaciéon del agua.
Esta informacion generard datos confiables que permita a los sectores publicos y
privados participar en la toma de decisiones en todos los niveles. Para ello, se requieren
inversiones en infraestructura y tecnologia apropiadas que permitan incrementar la
calidad de las aguas residuales tratadas; ademas de desarrollar capacidades

institucionales para el monitoreo, control de la calidad y gestion de los recursos hidricos.

De acuerdo con UNESCO (2017), el bajo nivel de tratamientos secundarios y
avanzados en aguas residuales en los paises en vias de desarrollo reflejan la necesidad
urgente de contar con actualizaciones tecnoldgicas para el tratamiento de aguas

residuales y opciones de uso seguro que permitan favorecer la meta 6.3 de los ODS.

En este contexto, en México, la infraestructura hidraulica actual permite tratar el
63% de las aguas residuales municipales (CONAGUA, 2018). Mientras que en el Informe
Nacional Voluntario de 2018 para el Foro Politico de alto nivel sobre Desarrollo
Sostenible, se plantea que los desafios a vencer para el cumplimiento de la meta 6.3 de
los ODS son: el financiamiento para infraestructura hidraulica adecuada que considere
costos y beneficios socioambientales, asi como costos de operacion y mantenimiento;
mejorar la regulacion de los servicios de saneamiento a nivel municipal; asegurar la
recoleccion completa del agua, el tratamiento de aguas residuales y su correcta
disposicion en cuerpos de agua que no afecten su calidad y los ecosistemas vinculados;
incrementar la reutilizacion del agua en la industria, en los servicios municipales y en la
recarga de acuiferos; asi como, la creacion de una Ley General de Aguas que contemple

la gestion participativa, sostenible y productiva del agua, de suerte que permita la
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realizacion del derecho humano al agua, asi como su saneamiento e higiene (SEGOB,
2018).

Son estos desafios los que evidencian que la calidad del agua, su abastecimiento
y uso sostenible, asi como los ecosistemas relacionados con el agua son sistemas
interdependientes. Por ello, se debe propiciar las condiciones de saneamiento que
permitan un aumento en el tratamiento de las aguas residuales que contribuyan a la
mejora de la calidad del agua, garantizando asi ecosistemas saludables (ONU, 2015); sin
embargo, estos desafios pueden ser altamente complejos en las zonas urbanas, donde
pueden agravarse por el aumento de los niveles de poblacion y las infraestructuras

de agua potable y residuales (Koop & van Leeuwen, 2017)

En consecuencia es que durante los ultimos afios, se han desarrollado diferentes
marcos de referencia para la mejora de la administracion de los Servicios Ecosistémicos
(SE) y en particular para gestion integral de los recursos hidricos, a menudo con un
enfoque especial en las zonas urbanas, en donde comunmente se incluyen nuevas
técnicas que permitan la disminucion de las presiones e impactos hacia dichos recursos,
entre las cuales se encuentran el desarrollo de técnicas para la recarga del agua
subterranea, asi como las intervenciones tecnoldgicas para la mejora de los tratamientos

gue reciben las aguas residuales municipales e industriales en las PTAR
3.1.1.4. Marco de referencia DESSIN

Para poder valorar eventualmente los efectos de una intervencién tecnoldgica de
mitigacion es necesario tomar en cuenta la gama completa de posibles impactos o
mejoras en el ecosistema, por ejemplo, los beneficios que la poblacion percibe de su
interaccion con la naturaleza. Es por ello que, para evaluar los cambios en los SE
asociados a soluciones tecnolégicas o de gestion implementadas a los cuerpos de agua
a nivel subcuenca, Anzaldua et al. (2018) desarrollaron el marco de referencia DESSIN
(Demonstrate Ecosystem Services Enabling Innovation in the Water Sector) para la
evaluacion préactica de las intervenciones antes mencionadas en ecosistemas de agua
dulce para la Unidon Europea. Dicho marco se basa en el Sistema de Clasificacion

Internacional Comun de los Servicios Ecosistémicos (CICES, por sus siglas en inglés)
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desarrollados por Haines-young, Potschin, & Haines-young (2012) y el Sistema de
Manejo Adaptativo de Fuerza Motriz — Presion — Estado — Impacto - Respuesta (DPSIR

por sus siglas en inglés) creado por la Agencia Europea de Medio Ambiente (1999).

El modelo DESSIN permite a sus usuarios evaluar los cambios en los SE
relacionados con las medidas implementadas en un sistema de agua dulce dado,
enfocando dicha evaluacion a nivel local para poder asociar intervenciones a pequefia
escala a posibles impactos ambientales, econémicos y sociales. Este modelo ofrece,
ademas, la ventaja de permitir la formulacién de argumentos cualitativos que pueden ser
Utiles en la toma de decisiones cuando la cuantificacidon de los SE no es posible,
facilitando asi, el analisis de escenarios y la comparacion de diferentes soluciones
(Anzaldua et al., 2018).

Como se mencion6 con anterioridad, en este modelo se considera a cualquier
innovacion tecnoldgica o su implementacion como una respuesta y se encuentra ubicada
en el centro del marco debido a que esta respuesta puede influir en las fuerzas motrices,
las presiones o el estado del sistema en estudio o en una combinacion de los tres (ver
Figura 3); por su parte, los Impactos dentro de este marco DESSIN son dividido en dos
tipos: el Impacto | que tiene que ver con el rango y la escala en el que el SE esta
disponible y el Impacto Il que hace referencia a los beneficios percibidos y el valor

resultante de la utilizacion real del SE (Anzaldua et al., 2018).

Respuestas

Politicas y toma
de decisiones

Soluciones
innovadores

Impacto Il

Efectos sobre el
bienestar humanos
(valor y beneficios)

Impacto |
Efectos en SE

Fuerzas motrices
Actividades antropogénicas

que pueden tener
efectos ambientales

Presiones
Efectos ambientales
directos

Estado
Condicién del
ecosistema

Figura 3. Estructura del marco de evaluaciéon DESSIN (adaptado de Anzaldua et al., 2018).
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A continuacion, se describe de forma general las cinco partes necesarias para

ejecutar una evaluacion utilizando el marco DESSIN.

Descripcion del estudio: Permite al evaluador establecer la zona de estudio,
incluyendo sus limites fisicos, asi como y los objetivos de la evaluacién. Esta etapa
se debe elaborar una lista de las partes interesadas ubicadas dentro del area de

estudio lo que permite identificar a los beneficiarios de la intervencion.

Caracterizacién del problema: Tiene como objetivo identificar y describir las
fuerzas motrices (actividades antropogénicas que pueden tener un efecto
ambiental) y las presiones (efectos ambientales directos que resultan de las

actividades humanas).

Capacidad de respuesta al cambio e identificacién de beneficiarios potenciales: Su
objetivo es identificar las respuestas (Intervencion tecnolégica, gestién, medidas
politicas o una combinacion de estas que tienen como objetivo mejorar el estado
del ecosistema en estudio) que se pueden implementar para abordar los
problemas en el area de estudio y determinar los SE y beneficiaros relevantes para

el caso.

Evaluacion del impacto: Tiene por objetivo medir el impacto de la respuesta
cuantificando el estado del ecosistema antes y después de la intervencion
mediante el uso de indicadores adecuados en la provision del o los SE (Impacto [)
y en el uso de los SE por los beneficiarios (Impacto Il), lo que permite revelar el

impacto de la respuesta.

Evaluacion de la sostenibilidad: Son un conjunto de pasos que tienen por objetivo
poner en perspectiva los cambios evaluados en los SE al considerar otros
aspectos de la sostenibilidad (aspectos sociales, ambientales, financieros,
gubernamentales, etc.) que permitan comparar posibles ventajas y desventajas de

la respuesta.

La figura 4 esquematiza el procedimiento descrito para una mejor explicacion del

marco DESSIN
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Parte | Parte ll Parte lll Parte IV Parte V
Caracterizacion Capacidad de Evaluacién de impactos Evaluacién de
Descripcion del problema respuestay Sostenibilidad
del estudio beneficiarios
potenciales
e N ( ) s N
( )
Paso 1 Fuerzas [ Estad ) Impacto | | Impacto Il Paso A
. stado
el Motrices Do ge]
etalles efinicion de la
administrativos Paso 2 PASO 6 PASO 7 PASO 8 decision
L, Respuestas Identificacién de los Seleccién de Seleccién de los
Revision .gt?neral pardmetros que indicadores indicadores Paso B
— de las actividades Paso 4 indican la condicién apropiados para apropiados para —
Objetivos dela antropogeénicas actual del sistema medir los medir los beneficios Seleccion de
evaluacion que pueden tener Descripcion de la de estudio que parametros humanos relevantes Indicadores
efectos intervencion pueden ser biofisicos del Estado referente a los SE
ambientales en el propuestay sus afectados por la de los SE. Paso C
— p sistema ambiental capacidades intervencién
Limites del area - . ~ /N 7N 7 Definicidn adicional
. de interés. o
de estudio de indicadores
\ J Paso 9
) Paso 5 Paso D
=) . Cuantificacidn de los indicadores de estado, Impacto | e Impacto Il
Lista de partes rFresiones Identificacién de los (antes y después de la intervencién) Recopilacién y
interesadas Paso 3 beneficiarios de los evaluacion de datos
cambios hipotéticos
T ) P Estado Impacto | Impacto Il PASO E
Identificacién de producidos por la
: v (antes) (antes) (antes)
Terminologia los efectos intervencion ltad
directos al medio Resultados y
ambiente Discusidn
ocasionados por
A A 4 A Paso F
las fuerzas
motrices del paso Estado Impacto | Impacto Il
. , . Apoyo a las
1 (después) (después) (después) 7
decisiones

J

- AN J h

Figura 4. Etapas y pasos de la evaluacion del marco de referencia DESSIN (adaptado de Anzaldua et al., 2018).
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3.1.1.5. Contaminantes Organicos Persistentes

De acuerdo con el Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente
(UNEP por sus siglas en ingles), los contaminantes organicos persistentes (COP’s) son
compuestos que, por sus caracteristicas fisicoquimicas resisten en grado variable la
degradacion fotoquimica, quimica y biolégica, lo que causa que su vida media en el
ambiente sea larga, siendo en su gran mayoria compuestos xenobioticos (Dominguez-

Guilarte et al., 2011; UNEP, 2011), sus principales caracteristicas son:

a. Persistencia: estabilidad a la degradacion quimica o bioldgica, lo que supone una
larga vida de estos. El criterio de persistencia establecido en el Convenio de
Estocolmo se basa en la permanencia de la sustancia en agua, suelo, sedimentos

0 aire por encima de un tiempo determinado.

b. Bioacumulables: se acumulan en los tejidos corporales de los organismos en
concentraciones mayores que las ambientales debido a su naturaleza; se
incorporan a la cadena alimenticia, provocando consecuencias en las especies
superiores de la cadena tréfica. El criterio de bioacumulacién establecido en el
Convenio de Estocolmo se basa en la superacion de umbrales de bioacumulacién

preocupante para las especies y en la toxicidad o ecotoxicidad de la sustancia.

c. Toxicos: tienen el potencial para causar dafios a la salud humana y/o a los
ecosistemas; entre los dafios que ocasionan a los diferentes seres vivos se
encuentran alteraciones del sistema endocrino, trastornos congénitos, dafio del
sistema inmunoldgico y respiratorio, alteraciones dermatoldgicas, pérdida de
fertilidad, deformaciones, desérdenes de indole sexual, periodos de lactancia mas
cortos, ademas de ser potencialmente carcindgenos. El criterio de toxicidad
establecido en el Convenio de Estocolmo se basa en la produccion de efectos
adversos en la salud humana o el medio ambiente y en datos de toxicidad y/o

ecotoxicidad que indiquen el potencial de dafio.

d. Mdviles: se distribuyen a grandes distancias desde la fuente de emision a través

del aire, el agua, o mediante especies migratorias, depositandose especialmente
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en las regiones mas frias de la tierra incluyendo aquellas como los océanos y
zonas polares. El criterio de potencial transporte a larga distancia en el medio
ambiente establecido en el Convenio de Estocolmo se basa en la deteccion de las
sustancias en lugares alejados de la fuente de liberacién y en la comprobacion de
que el transporte puede haber ocurrido por medio del aire, agua o especies

migratorias.

Se han identificado sitios y personas contaminadas con COP’s en todo el mundo,
incluyendo los polos y los océanos, al punto de que se puede considerar que no existe
un lugar libre de la contaminacién de estos compuestos (ubicuidad); esto ha llevado a
numerosas investigaciones a relacionar los COP’s con una amplia gama de
enfermedades en humanos y la disminucién de muchas especies silvestres alrededor del
mundo (Venegas Mata & Naranjo Aguilar, 2010).

En un esfuerzo de tratar esta problematica en mayo de 2001, en Estocolmo,
Suecia, un total de 127 paises adoptaron un tratado de las Naciones Unidas para prohibir
0 minimizar el uso de doce de las sustancias tdxicas mas utilizadas en el mundo,
consideradas causantes de cancer y defectos congénitos en personas y animales. Los
COP’s objeto de este convenio incluyen ocho pesticidas, entre ellos el DDT, dos
productos industriales y dos subproductos de diversos procesos de combustion,
incluyendo los incendios accidentales de desechos y materiales plasticos: las dioxinas y
los furanos (UNEP, 2011). En la tabla 2 se muestran los primeros COP’s.
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Tabla 2. Primeros COP’s y sus propiedades (UNEP, 2011; Venegas Mata & Naranjo Aguilar,

2010).
Anexo Nombre Estructura Quimica Propiedades
Cl Cl
cl Plaguicida organoclorado de alta toxicidad para los
A Aldrin Cl mamiferos y no mamiferos, por la bioacumulacién de

residuos en la cadena alimentaria y en los tejidos
humanos. Es persistente y bioacumulable.

Plaguicida bajo los nombres registrados de Octachlor®
y Velsicol 1068®. La exposicién al clordano ocurre
principalmente al comer alimentos contaminados tales
como tubérculos comestibles, carnes, pescados y
mariscos, o al tocar tierra contaminada. Los niveles
altos de clordano pueden dafiar el sistema nervioso y el
ol - higado.

(]

A Clordano

Compuesto es altamente tdxico por cualquier ruta de
exposicion. La exposicidon a los agentes neurotoxicos
puede producir opresion del pecho, salivacion excesiva,
calambres abdominales, diarrea, vision borrosa,
temblores y la muerte.

A Dieldrin

La exposicion a dosis altas puede causar dolores de
cabeza, mareo, nerviosidad, confusidn, ndausea,
vomitos, convulsiones, dafio al sistema nervioso central
y la muerte del organismo.

A Endrin O

La exposicion a altos niveles puede dafiar la piel, el
higado o los sistemas nervioso y reproductivo. Se
A Mirex ; a pueden acumular en peces u otros organismos que
viven en agua contaminada o que se alimentan de otros
animales contaminados.

El toxafeno es un pesticida cuyo uso en los Estados
Unidos esta actualmente prohibido. El toxafeno se
acumula en el tejido adiposo de peces y mamiferos.
Exposicion a niveles elevados de toxafeno puede dafiar
el sistema nervioso, higado, rifiones, y causar la
muerte.

A Toxafeno

En seres humanos, es probable que cause irritacién de
la piel y los ojos, un aumento en la susceptibilidad a
infecciones respiratorias y alteraciones del sistema
nervioso.

C Furanos 3

s ON~

©Q

w0
(4]
~!
o
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Tabla 2. Primeros COP’s y sus propiedades (UNEP, 2011; Venegas Mata & Naranjo Aguilar,
2010) Continuacion.

Anexo Nombre Estructura Quimica Propiedades

Los PCB’s ingresan al organismo a través de los
pulmones, el tracto gastrointestinal y la piel. Por

Bifenilos i z 3 . .
A oliclorados 4 depender en mayor medida del pescado y de animales
P )y ch, con cantidades elevadas de tejido adiposo, las
5 ¢ 6 5

(PCB’s) . . .
poblaciones mas expuestas a los PCB son las proximas

cl
cl
Cl
Cl
) cl
Dicloro-
- cl——cl
Irenil-
B .
tricloroetano
(DDT)
cl cl
o g La exposicion a las dioxinas ocurre principalmente al
2 8 . . . .
L. 10 ingerir alimentos contaminados con estas sustancias.
C Dioxinas ) .y
3 o 7 Producen efectos en la piel y pueden producir cancer
5 6

4 en seres humanos.

a las regiones articas.

La exposicion breve a niveles altos de HCB puede causar

Ulceras en la piel, efectos del higado y la tiroides,
Hexaclorobe

efectos sobre el sistema nervioso tales como debilidad,
nceno (HCB)

temblores y convulsiones; la exposicidn prolongada
puede causar dafo al higado y al sistema reproductivo.

Pesticida usado extensamente en el pasado para
controlar insectos en agricultura e insectos que
transmiten enfermedades como la malaria. El DDT
afecta el sistema nervioso, la lactancia, la reproduccion

c
cl”

y el higado. Puede ser carcinogénico en seres humanos.
1

Es de destacar que dentro de aquellos COP’s de reciente prohibicion y de mayor
problemética se encuentran actualmente compuestos retardadores de flama (RF), los
cuales también han sido incluidos en el Convenio de Estocolmo a fin de reducir su
presencia a nivel mundial; ya que recientes investigaciones han demostrado su
presencia, comportamiento ambiental y los efectos de estos al medio ambiente. La
exposicion humana a los RF provoca la alteracion del equilibrio de las hormonas tiroideas,
dafios permanentes en el aprendizaje y la memoria, cambios de conducta, pérdida de
audicién, retraso en inicio de la pubertad, disminucién del nUmero de espermatozoides,
malformaciones fetales y, posiblemente cancer (Eljarrat & Barcel6, 2011; Rahman,
Langford, Scrimshaw, & Lester, 2001; UNEP, 2011).
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3.1.1.6. Convenio de Estocolmo

El Convenio de Estocolmo tiene por objeto proteger la salud humana y el medio
ambiente frente a los COP’s, asi como promover las mejores practicas y tecnologias
disponibles para reemplazar a los que se utilizan actualmente, y prevenir el desarrollo de
nuevos COP’s a través del fortalecimiento de las legislaciones nacionales y la
instrumentaciéon de planes nacionales de implementacibn para cumplir estos

COmMpromisos.

Establece un fuerte régimen internacional para promover la accion global respecto
a los COP’s que amenazan la salud y el desarrollo de los seres humanos y la vida
silvestre, por lo que dispone una serie de medidas de control sobre su produccién,
importacion, disposicion, uso y eliminacién. Desde su creacion se han establecido las
reglas de procedimiento y los 6rganos subsidiarios necesarios, como el Comité de
Revision de COP’s, que garantizan su operacion. Ademas de promover que los paises
parte integren sus Planes Nacionales de Implementacion (PNI) para cumplir los

compromisos que establece este instrumento

Dentro de las sustancias incluidas en el Convenio de Estocolmo (ver Tabla 2) se
suman otras sustancias de reciente inclusion como: surfactantes, antiadherentes,
retardadores de flama (como Penta-BDE, hexabromobifenilo (HBB) y Octa-BDE),
Hexaclorobenceno (HCB) y parafinas cloradas de cadena corta, los cuales se pueden
generar de manera no intencional, en procesos industriales quimicos o térmicos (como
la incineracién de residuos), o en la quema de basura a cielo abierto, en incendios de
vertederos de basura y de bosques, en la quema del rastrojo agricola o bien en la
combustion de lefia intramuros para cocinar o calentarse. El Convenio establece ademas
un mecanismo para la adicion de nuevos COP y actualmente se encuentran en proceso
de revisién diversas sustancias de uso industrial y plaguicidas como el Lindol y sus

isbmeros alfa y beta propuestos por México para su inclusién (SEMARNAT, 2007)

México firmo el convenio el 23 de mayo de 2001, en Suecia, y lo ratificd el 10 de
febrero de 2003. Siendo el primer pais de Latinoamérica en ratificar este convenio, el cual

entrd en vigor el 17 de mayo de 2004 lo cual llevo a la integracién del PNI de composicién
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multisectorial en octubre 2007 al ser aprobado por el Comité Nacional de Coordinacion
de México. En este contexto, en nuestro pais, el PNI cuenta con ocho planes de accién,
a través de los cuales se busca dar seguimiento, reforzar y avanzar en la eliminacién o
reduccion de la liberacibn de COP’s al ambiente y de sus riesgos a la salud de la

poblacién y los ecosistemas acuaticos y terrestres (Tabla 3).

Tabla 3. Planes de accion que conforman el PNI de México para la implemtacipon del Convenio

de Estocolmo (SEMARNAT, 2007)

Plan de Accidn

Mejora del régimen juridico y de la
capacidad institucional para la gestion de
COP’s y otras sustancias toxicas

Evaluacion para la evaluacion de los
efectos de los COP en la salud y el
ambiente, asi como de sus implicaciones
socioeconémicas.

Eliminacion de BPC.

Eliminacion de la liberacion al ambiente de
plaguicidas que son COP’s

Reduccion o eliminacion de la liberacion al
ambiente de COPNI.

Desarrollo de capacidades analiticas
confiables sobre plaguicidas COP, BPC,
HCB, dioxinas y furanos.

Integracion de inventarios de informacion
sobre COP en un sistema unificado (Siscop).

Comunicacion, sensibilizacion y
participacion ciudadana.

Objetivos

Que México cuente con un marco juridico apropiado e instituciones
fortalecidas para da cumplimiento efectivo, eficaz y eficiente a los
dispuesto en el Convenio de Estocolmo

Que se prevengan o reduzcan los riesgos para la salud humana, a la
biota acuatica y terrestre, y al ambiente derivados de Ia
contaminacién por COP’s y sus impactos socioeconémicos

Que las existencias de BPC se eliminen de manera segura,
ambientalmente adecuada, econdmicamente viable y verificable; y
que los sitios contaminados con BPC sean inventariados,
cuantificados y priorizados; para evitar o reducir los riesgos al
ambiente y a la salud humana asociados con los BPC.

Que en México se eliminen las existencias de plaguicidas COP’s, se
evite que se generen plaguicidas caducados y se prevengan o
reduzcan los riesgos al ambiente y la salud de los sitios
contaminados con ellos.

Que en México se reduzcan las liberaciones totales no intencionales
de COP’s al ambiente de fuentes antropogénicas, con la meta de
seguir reduciéndolas al minimo y, en los casos en que sea viable
técnica y econdmicamente, eliminarlas definitivamente

Que el pais cuente con capacidad analitica confiable para evaluar el
impacto de las acciones que se desarrollen en el marco del PNI y
ofrezca apoyo analitico a los paises de la region de Centroamérica y
el Caribe que lo requieran.

Que México cuente con un proceso de integracidn de inventarios de
informacién y un sistema informatico sobre COP’s que facilite la
ejecucion del PNy la evaluacién de su eficacia.

Que México cuente con una estrategia efectiva y continua de
comunicacion y capacitacion mediante la cual se logre Ia
participacion ciudadana informada y organizada en la puesta en
practica del PNI.

——
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3.1.1.7. Retardadores de Flama

Los retardadores de flama (RF), también llamados ignifugos, son compuestos o
mezclas de compuestos que se incorporan principalmente en plasticos, textiles, madera,
circuitos electrénicos y otros materiales para prevenir, reducir y demorar la inflamabilidad
0 propagacion de las flamas a través de una superficie cuando se exponen a una fuente
de ignicion de baja energia como cigarros, fésforos, velas, etc. (Baron Gonzalez, 2015;
Barrera Cordero, Castro Diaz, & Gavilan Garcia, 2004; Guerra Gomez, 2011).

En consecuencia, los RF se encuentran distribuidos ampliamente en edificios
publicos, centros comerciales y recreativos, aeropuertos, escuelas, etc. De manera
analoga, estan presentes en los hogares en productos como alfombras, ciertas telas para
tapiceria y cortinas, en recubrimientos, elementos de construccion y muebles de
procedencia industrial, asi como en una multitud de aparatos electrodomésticos
(Janssen, 2005).

La produccién mundial de estos compuestos en 2016 fue estimada en 2.6 millones
de toneladas métricas con un incremento anual del 5.4% desde los ultimos 30 afios. Este
aumento esta relacionado con el aumento en el uso de materiales basados en polimeros
y también por la estricta regulacién contra incendios. En la figura 5 se muestra la

produccién mundial de RF (Vahabi, Sonnier, & Ferry, 2015).

Inorganicos
27%

Bromados
39%

Fosforados Clorados
24% Nitrogenados 6%

4%

Figura 5. Produccion mundial de retardadores de flama (De la Torre Haro, 2010; Vahabi et al.,
2015).
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En funcion de la manera en la que los retardantes de llama se incorporan a los
distintos materiales, éstos se clasifican en: retardantes de caracter reactivo y retardantes
de caracter aditivo. Los compuestos de caracter reactivo se incorporan al material
mediante enlaces covalentes entre éstos y el material, mientras que los de caréacter

aditivo, se disuelven simplemente en el material (Alaee, Arias, Sjodin, & Bergman, 2003).

De acuerdo con su naturaleza, se puede clasificar a los RF en: fosforados,
nitrogenados, inorgénicos y halogenados (RFH); estos ultimos son los compuestos mas
utilizados a nivel mundial con el 45% de la produccién total (De la Torre Haro, 2010). Los
RFH siguen principalmente un mecanismo de interaccion quimica con los radicales libres
presentes en la fase gaseosa ya que, cuando se exponen a altas temperaturas los RFH
liberan también radicales libres del halégeno (X)) del cual estdn compuestos, estos
reaccionan con las moléculas de los gases combustibles resultado de la pir6lisis del
material, generando material halogenado HX. Los HX a su vez reaccionan con los
radicales libres de alta energia (H* y OH") produciendo agua y radicales X", los cuales
guedan disponibles para comenzar un nuevo ciclo de captura de H* y OH", es por ello
que la efectividad del RFH dependera de la cantidad de atomos hal6genos que contenga
y la facilidad para liberarlos; este mecanismo se muestra en la figura 6 (Eljarrat & Barcelo,
2011; Troitzsch, 1983).

Gases Combustibles -

— > CH,

Calor _

Material-RFH

Figura 6. Mecanismo de accién quimica por captura de radicales de los RFH (Troitzsch, 1983).

Existen mas de 75 tipos distintos de retardantes bromados (Eljarrat & Barcelo,
2011) sin embargo los principales, en cuanto a volumen de produccion y uso, destacan
los siguientes: bifenilos polibromados (PBB), tetrabromobisfenol A (TBBPA),
hexabromociclododecano (HBCD) y polibromodifenil éteres (PBDE). En la tabla 4 se

muestran los principales usos de los retardadores de flama bromados.
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Tabla 4. Usos de los principales RFB (Janssen, 2005).

Nombre Quimico

Eter de Pentabromodifenilo
(Penta-BDE, PBDE o Penta)

Productos de aplicacion

Colchones, cojines, muebles tapizados y otros envases de espuma,
relleno de alfombras, imitacion de madera, pinturas, paneles de
aislamiento de sonido, componentes electrdnicos, recubrimientos de

tela, resinas epoxi, cintas transportadoras.

Carcasas para maquinas de fax, computadoras, adornos de automoviles,
teléfonos, carcasas de electrodomésticos, componentes electronicos,
equipos de audio y video.

Carcasas para televisores, computadoras, celulares, policarbonatos,
resinas de poliéster, poliamidas, polipropilenos, tereftalatos, cloruro de
polivinilo, pinturas, recubrimiento de cables, detectores de humo,
conectores eléctricos, fusibles.

Resinas Epoxi y de policarbonato, placas de circuitos impresos en
electrénica, carcasas de equipos de oficina, plasticos diversos, papel,
textiles, televisores, revestimientos adhesivos en papel y textiles.
Plasticos de poliestireno y polipropileno, textiles, televisores, carcasas
de equipos de oficina, textiles en automdviles, materiales de
construccion (paneles aislantes, bloques de construccion, aislamiento
térmico, techos) espuma para tapizados, aglutinantes para latex.

Eter de Octabromodifenilo
Octa-BDE, OBDE u Octa)

Eter de Decabromobifenilo
(Deca-BDE, DBDE, o Deca)

Tetrabromobisfenol A (TBBPA)

Hexabromociclodecano (HBCD)

La demanda mundial para esta familia de quimicos en el afio 2001 fue de 203,740
toneladas (CPRAC, 2010); si bien hay importantes diferencias regionales, como puede
observarse en la Tabla 5, el TBBPA y Deca-BDE, suponian ya en el afio 2001 el 87% de
la demanda del mercado, mientras el HBCD representaba el 8%, y otras dos mezclas

comerciales de PBDE contribuian con el 6%.

Tabla 5. Demanda total de RFB en toneladas métricas (CPRAC, 2010).

Europa América Asia Otros Total

TBBPA 11,600 18,000 89,400 600 119,600 (59%)
Deca-BDE 7,600 24,500 23,000 1,050 56,150 (28%)
HBCD 9,500 2,800 3,900 500 16,700 (8%)
Penta- BDE 150 7,100 150 100 7,500 (4%)
Octa- BDE 610 1,500 1,500 180 3,790 (2%)
Total 29,460 53,900 117,950 2,430

(14.5%) (26.5%) (579%) (1.2%)

3.1.1.8. Tetrabromobisfenol A

El Tetrabromobisfenol A (TBBPA) es un compuesto de estructura aromatica en el
que las cuatro posiciones libres del bisfenol se encuentran sustituidas por atomos de
bromo. Es el retardante bromado mas utilizado. Alrededor del 91 % de la produccién de

TBBPA se afiade de forma reactiva, en las resinas epéxicas que contienen los circuitos
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impresos, aunque también se puede usar de forma aditiva en polimeros como el
acrilonitrilo butadieno estireno (Alaee et al., 2003), La Tabla 6 muestra las propiedades

fisicoquimicas del TBBPA.

Tabla 6. Propiedades Fisicoquimicas del TBBPA (Abou-Elwafa Abdallah, 2016).

Propiedad Valor
Formula Quimica C1sH12Brs0O2
HaC CHs
Br Br
Estructura Quimica O O
HO OH
Br Br
Numero CAS 79-94-7

2,6-Dibromo-4- [2- (3,5-dibromo-4-

Nombre IUPAC hidroxifenil) propan-2-il] fenol

Peso Molecular 543.9 g mol?
Punto de ebullicion ~ 316 °C
Punto de fusion 181 -182°C
Densidad 2.12gcm3
Presion de Vapor 6.24 x10®Pa a 25 °C
pH5-0.148 mg Lta?25°C
Solubilidad en Agua pH7-1.26mgLta25°C
pH9-234mgLta25°C
Log P 5.90

Diversos estudios han encontrado cantidades detectables de TBBPA en el aire
cercano a los sitios de produccién, en suelo y sedimentos (Malkoske et al., 2016). Se han
llevado a cabo estudios sobre la tasa de biodegradacion tanto en condiciones aerobias
como anaerobias en distintos medios, con un resultado medio de 2 meses (CPRAC,
2010).

Dependiendo del tipo de suelo, temperatura, humedad, y la composicion del suelo,
aproximadamente 40-90% del TBBPA permanecia en el suelo tras 56-64 dias (CPRAC,
2010; Fan et al., 2017). También esta demostrada la sensibilidad a la luz de este
compuesto, lo que resulta en una vida media por fotodegradacién en agua que varia de
7 a 80 dias, dependiendo de la estacion del afio (CPRAC, 2010; Feng, Lu, Gao, & Mao,
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2017). La vida media del TBBPA en peces es inferior a 1 dia, y en ostras, menor de 5
dias (Abou-Elwafa Abdallah, 2016; Eljarrat & Barcelo, 2011).

Algunas de las preocupaciones mas recientes estan basadas en su potencial como
disruptor endocrino, dado que no existen estudios sobre las rutas de exposicion y de
incorporacion de estos compuestos mediante la dieta: sin embargo, diversos estudios
han encontrado trazas de esta sustancia en muestras de polvo de interiores y, si bien las
fuentes de origen del polvo no se pudieron identificar, se puede asumir que provienen de
alfombras tratadas, mobiliario, cableado, computadoras y otros aparatos electrénicos
(Aznar-Alemany et al., 2018; Eljarrat & Barceld, 2011; Janssen, 2005). Debe resaltarse
gue estos estudios confirmaron la existencia de concentraciones de TBBPA en polvo de
interiores 1 a 3 6rdenes de magnitud (10 a 1000 veces), mas bajos que los encontrados
de otros RFB como PBDE (Eljarrat & Barceld, 2011; Janssen, 2005).

De acuerdo con Malkoske et. al. (2016) las principales fuentes de contaminacion
por TBBPA son aquellas relacionadas con la industria de sintesis y manufactura de
productos con TBBPA, asi como el reciclaje de residuos electrénicos y PTAR. Por su
parte la Union Europea (2008), en su informe sobre riesgos del TBBPA reporta que las
principales formas de exposicibn a este compuesto son via cutanea, inhalacion e
ingestion, siendo afectados principalmente organismos acudticos y seres humanos. Las
fuentes, distribucion ambiental y vias de exposicion del TBPPA se representan en la
Figura 7.
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Figura 7. Fuentes (rojo), distribucién ambiental (verde) y vias de exposicion del TBPPA.
(Adaptado de Malkoske et al., 2016).

3.1.1.9. Biocatalisis Ambiental

El término Biocatdlisis se refiere a la utilizacion de células o sus enzimas aisladas

para catalizar reacciones o transformaciones que conducen a la obtencién de

compuestos de interés, que satisfacen numerosas necesidades humanas. La utilizacion

de células o enzimas ha demostrado su eficacia en la produccién de biocombustibles

alternativos al petréleo, o en la industria textil y de detergentes, asi como en la sintesis y

degradacion de farmacos, herbicidas, insecticidas y otros productos quimicos. Algunas

de las aplicaciones de tratamientos a efluentes industriales se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Biocatalisis Ambiental en el tratamiento de efluentes industriales (Elaboracion propia,

2017)

Aplicaciones
Degradacion de fenoles, clorofenoles, anilinas, biosensor

Degradacion de fenoles, poliaromaticos y herbicidas.
Oxidacion de compuestos fendlicos. Biosensor en la

Degradacion de compuestos aromaticos y materiales

Enzima Procedencia
Rabano picante S
. P en la determinacion de fenol
Peroxidasa
Artromyces ramosus
Plantas Descontaminacidn de aguas
Cloroperoxidasa Caldariomyces fumago -
P B g deteccidn de clorofenol
Phanerochaete
Lignina peroxidasa chrysosporium fendlicos. Remediacidn del efluente Kraft
Chrysonilia sitophila Descontaminacion de efluente Kraft
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Phanerochaete . L
. Degradacién de fenoles, lignina y pentaclorofenol
chrysopsorium
Manganeso .
peroxidasa LIl I Degradacion de la lignina
Phebia radiata
Lentinula edodes Degradacion de clorofenol
Trametes hispida Decolorizacion de efluentes
Pyricularia oryzae Degradacion de colorantes Azo
. Degradaciéon de efluentes textiles, clorofenoles vy
Trametes versicolor >
Lacasa derivados de la urea
Cerrena unicolor Degradacion de fenoles y 2,4- diclorofenol
Pycnoporus L. .
.y p . Degradaciéon de benzopirenos
cinnabarinus
Comamonas S
. Oxidacion de clorofenoles
Tt testosteroni
Catecol dioxigenasa
Pseudomonas . .
. Bifenilos policlorados.
pseudoalcaligenes

3.1.1.10. Nanofibras biocataliticas

Entre las multiples metodologias dirigidas a superar una de las principales
limitaciones del uso de las enzimas en procesos industriales, principalmente la estabilidad
del biocatalizador; se encuentra la inmovilizacion de enzimas en soportes solidos. En este
sentido, los nanoarreglos de enzimas inmovilizadas en la superficie de nanomateriales
constituyen un grupo de biocatalizadores inmovilizados de Ultima generacion, con
propiedades biocataliticas superiores a las de los derivados inmovilizados
convencionalmente (Caracciolo, Tornello, Buffa, Ballarin, & Cuadrado, 2011).

Los recientes progresos en nanomateriales abren la posibilidad de mejoramiento
a la biocatalisis, ya que muchos materiales nanoestructurados, como los soportes
mesoporosos, las nanoparticulas, las nanofibras y los nanotubos, han demostrado su
eficiencia en la inmovilizacion de enzimas (del Monte-Martinez et al., 2013; Diaz Ramos,
2012; Tighzert, Habi, Ajji, Sadoun, & Daoud, 2017; Wong et al., 2014). Estos materiales
presentan una alta estabilidad, facilidades cinéticas para la reaccién y un area superficial
elevada, lo que posibilita el aumento de la carga de enzimatica en el nanomaterial (del
Monte-Martinez et al., 2013). En los ultimos quince afios se ha explorado una técnica
novedosa para generarlas, denominada electrohilado y a la que se conoce mas por su

nombre en inglés, electrospinning (Caracciolo et al., 2011; Wong et al., 2014).
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La produccion de materiales nanofibrosos mediante electrohilado presenta
importantes ventajas frente a métodos convencionales para obtener fibras como el hilado

en seco, en humedo, en fundido o sol-gel. Estas son:

a. Produccién de micro/nanofibras continuas que generan una matriz tridimensional
altamente porosa.

b. Pueden obtenerse diferentes materiales (polimeros naturales o sintéticos,
biodegradables o bioestables, hibridos, ceramicos o compuestos) en diversas
geometrias.

c. La produccién de fibras resulta en diametros nanométricos, no alcanzados por las
técnicas tradicionales.

d. Las membranas obtenidas poseen un area especifica muy alta, gran flexibilidad.

e. Las fibras obtenidas presentan la capacidad para incorporar agentes activos,
aditivos y biolégicos.

Actualmente la inmovilizacién de enzimas en Nanofibras se ha reportado para la
degradacion de COP’s. La tabla 8 resume algunas de los tratamientos por Nanofibras

biocataliticas en la remocién de contaminantes.

Tabla 8. Uso de Nanofibras biocataliticas en la remocién de contaminantes
(Elaboracion propia, 2017).

Soporte Enzima Contaminante Referencia
Quitosano/ Lacasa 2,4-diclorofenol (Xu, Zhou, Li, & Zhang,
Alcohol Polivinilico Remocidn: 87.6% en 6 horas 2013)

Fenantreno (95.1%)
Fluorantreno (93.2%)
Lacasa Antraceno (79.1%) (Dai, Yin, & Niu, 2011)
Pireno (72.5%)
Remocidn: 1.5 horas

Polietileno/
Polipropileno

Acetato de vinilo/ Lacasa Triclosan (Xu, Si, Wu, Li, &
SiO; Remocidn: 65.5% en 2 horas Zhang, 2014)
Quitosano/ Peroxidasa de TBBPA

Alcohol Polivinilico/ (Xu et al., 2015)

. Rabano Picante Remocion: 95.9 % en 3 horas
Nitrocelulosa

Celulosa Lacasa Colorantes de la industria textil (Sathishkumar et al.,
Remocién: 88% en 3 horas 2014)
Quitosano Manganeso Colorantes de la industria textil  (Bilal, Asgher, Igbal, &
Peroxidasa Remocion: 97.31% Hu, 2016)
1 0,
Poliamida 6/ Lacasa Eti?]lisifss?ccr)ladAic(Jlg((JS/;)%) (Mary, Rotkova, &
Quitosano Sevc, 2016)

Remocion: 1 hora
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Como se puede observar en la tabla 8, la naturaleza del soporte en las nanofibras
biocataliticas puede ser de origen natural o sintético y se pueden aplicar ampliamente en
la remocion de contaminantes de diferente naturaleza, obteniendo porcentajes altos de

remocion en tiempos cortos de reaccion.

En esta investigacion se utilizara Quitosano (QS) como soporte el cual es un
copolimero, formado por unidades de glucosamina y N-acetil glucosamina, unidas por
enlaces glucosidicos B (1-4). El quitosano se obtiene de la desacetilacion de la quitina, el
cual es el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza sélo después de la
celulosa. En la naturaleza este biopolimero forma parte de la pared celular de hongos y
exoesqgueletos de crustaceos, moluscos e insectos, siendo el primero su fuente principal
(Kim et al., 2008; Pillai et al., 2009; Rodriquez et al., 2009).

El grado de desacetilacion (DD) de este biopolimero depende de la cantidad de
glucosamina presente en €l y que, dependiendo del proceso y condiciones de obtencion,
se logran pesos moleculares en un rango de 300 a 1000 kDa con DD de 50% al 95%. En
su forma cristalina, el quitosano es normalmente insoluble en soluciones acuosas
alrededor de pH 7, sin embargo, en acidos diluidos (pH<6.0), se protonan los grupos
aminos libres de la unidad glucosamina, facilitando la solubilizacién de la molécula (Kim
et al., 2008; Pillai et al., 2009) y, creado un comportamiento de polication, el cual le
permite enlazarse con sustancias cargadas negativamente tales como lipidos, proteinas,

colorantes, entre otras (Rodriguez, 2003; Chao et al., 2004).

Generalmente, el quitosano contiene tres tipos de grupos funcionales reactivos: un
grupo amino o acetamido, un grupo hidroxilo primario y otro secundario en las posiciones
C2, C3 y C6 respectivamente. Estos grupos funcionales altamente reactivos permiten la
modificacion del quitosano al insertar en ellos moléculas de diferente naturaleza quimica
para aplicaciones especificas. La estructura de la quitina y el quitosano, asi como la

posicién de sus grupos funcionales reactivos se ilustran en la Figura 8.
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Figura 8. Estructura de la quitina y el quitosano (Elaboracién propia, 2018).

Es esta naturaleza quimica del quitosano la que ofrece muchas posibilidades para
realizar modificaciones io6nicas y covalentes, las cuales le permiten poseer una amplia
gama de propiedades mecanicas, quimicas y biolégicas (Kim et al., 2008), estas incluyen
la biocompatibilidad, biodegradabilidad, toxicidad nula, actividad antifungica, antibacterial
y antioxidante, inhibicion o retardo en el crecimiento de bacterias Gramm-positivas y
Gramm-negativas, asi como un efecto reductor del colesterol, floculante, adherente y
adsorbente, (Sarkar-Majumdar, 2011; Benhabiles et al., 2012) por mencionar algunas. En
este contexto, el quitosano tiene potencial en el area biotecnoldgica como soporte para
inmovilizacién de enzimas, biosensores y biopolimeros. (Kasaai, 2009; Pacheco et al.,
2009; Expasito, 2010; Rani et al., 2010; Zamora et al., 2010; Cabrera, 2011).

Adicionalmente se utilizara alcohol polivinilico (PVA), el cual es un polimero
sintético biocompatible e hidrofilico, producto de la alcoholizacion del acetato de polivinilo
y cuyas propiedades fisicoquimicas dependen del grado de polimerizacion e hidrélisis del
mismo (Figueiredo, Alves, & Borges, 2009). Sin embargo, su aplicacion se ve limitada
debido a su elevada afinidad al agua, la cual puede ser modificada por reticulacion
causada por adicién de glutaraldehido (Abd El-aziz, EI-Maghraby, & Taha, 2017). En la

Figura 9 se muestra la estructura del PVA.
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Figura 9. Estructura del alcohol polivinilico (Elaboracién propia, 2018).

La estabilidad quimica del PVA a temperatura ambiente, asi como sus propiedades
fisicoquimicas, permiten su uso en diferentes aplicaciones practicas, y que en afios
recientes se han centrado en la formacion de hidrogeles en aplicaciones biomédicas, en
la produccion de emulsificantes y adhesivos en la industria papelera y textil (Abd El-aziz
et al., 2017), asi como en la elaboracion de membranas para la liberacion controlada de
medicamentos y la inmovilizacion de células y enzimas, logrando mejorar sus estabilidad

térmica, quimica y mecénica (Figueiredo et al., 2009).

Estudios realizados por Zain, Suhaimi, & Idris, (2011) sobre mezclas de
PVA/alginato y PVA/acido alginico mostraron buena estabilidad mecéanica y quimica,
mezclas de PVA/almidon se han usado como membranas de dialisis y las de
PVA/dextrano y PVA/QS pueden ser aplicacion en sistemas de liberacion controlada de

farmacos y compuestos activos (M. G. Cascone et al., 2001).

De acuerdo con Lee et al. (2012), las mezclas de polimeros se han probado con
éxito en la coagulacion y floculacién de tratamiento de aguas residuales. Majidnia & Idris,
(2015), utilizaron perlas de PVA/alginato para la remocion de Cesio en aguas residuales
radioactivas, los resultados mostraron un rendimiento de eliminacién del 71% de cesio.
Por su parte, Abd El-aziz et al., (2017), estudiaron la remocién iones de Zn?* en aguas
residuales tratadas usando nanofibras de PVA e Hidroxiapatita, los resultados mostraron
un rendimiento en la eliminacién del 100% de estos iones. Es con estos antecedentes
gue resaltan la factibilidad técnica y cientifica de las mezclas de biopolimeros que en este

proyecto se estudiara la mezcla de QS y PVA para la remocién del TBBPA.
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3.2. Marco Conceptual

3.2.1. Tipo de investigacion

Para fines de este trabajo de investigacién se hara uso de las investigaciones de
tipo exploratoria y correlacional. Debido a que la revision bibliografica nos refiere a
literatura con ciertas vertientes que aun no han sido estudiadas completamente. Si bien
existen reportes de la degradacion de COP’s, las investigaciones sobre la degradacion
de RF mediante métodos biocataliticas es limitada. Es por lo que, la presente
investigacion se iniciaria como exploratoria dando paso a una investigacion correlacional
debido a que se estudiara el grado de relacion entre las variables en la degradacion del
TBBPA con el fin de optimizar mediante un disefio factorial las condiciones de mayor

degradacion del compuesto (Hernandez Sampieri, 2014).
3.2.2. Paradigma

El paradigma en una investigacion suele definirse especificando su ontologia, su
epistemologia y su metodologia. Un paradigma es el conjunto de conceptos, valores,
hipétesis y procedimientos que conforman una unidad a una disciplina cientifica, o bien,
el conjunto de creencias o visiones del mundo alrededor de las cuales se organiza la
realidad (Moreno, et al., 2001).

Es por lo anteriormente expuesto que, para la presente investigacion se empleara
un paradigma del tipo constructivista ya que el conocimiento se generara en la
reproduccion de este; por otra parte, se hara uso de una ontologia relativista pues al
tratarse de experimentacion, las condiciones seran establecidas y, en consecuencia, la
veracidad quedara sujeta a su validez subjetiva y relativa a las diferentes fases de
aplicacion (fase de laboratorio y fase de campo). Por ello mismo la epistemologia es
subjetivista dado que los resultados seran obtenidos a partir del proceso de interaccion

entre el investigador y lo investigado.
3.2.3. Enfoque Epistemoldgico

Para la sistematizacién de los enfoques epistemoldgicos se utilizan dos variables:

una es de tipo gnoseoldgico, referente a las evidencias acerca de la fuente del
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conocimiento (empirismo / racionalismo). La otra es de tipo ontoldgico, que tiene que ver
con las relaciones del sujeto con la realidad (idealismo / realismo). De esta manera, la
conjuncion resulta en: el enfoque empirista-realista, el enfoque empirista-idealista, el

enfoque racionalista-realista y el enfoque racionalista-idealista (Padron, 2007).

Asi, el presente trabajo estara sujeto al enfoque Racionalista/Realista al basarse
en deducciones controladas, abstracciones y sistemas légico-matematicos. (Padron,
2007).

3.2.4. Teorias que soportan la investigacion

La teoria de sistemas constituye una propuesta para abordar el estudio de
sistemas complejos. Se trata en primera instancia de una metodologia de trabajo
interdisciplinario, pero al mismo tiempo un marco conceptual que fundamenta sobre

bases epistemoldgicas el trabajo multidisciplinario (Garcia, 2006).

En esta investigacion, en particular, cabe destacar que el estudio es
interdisciplinario debido a las interacciones del sistema que generan multiples variables
gue no pueden explicarse a partir de las propiedades de un solo componente, como el
impacto ambiental de los RF en un ecosistema, efectos a la salud, el desarrollo

tecnoldgico y sus interrelaciones, convirtiéndolo en un sistema complejo.

3.3.  Marco Legal

3.3.1. Normatividad, leyes y reglamentos
La investigacion esta fundamentada con la siguiente normativa relativa a la calidad

del agua:

e Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996, Limites Maximos
Permisibles de Contaminantes en las descargas de Aguas Residuales en Aguas 'y
Bienes Nacionales, la cual establece los limites maximos permisibles de
contaminantes en las descargas de aguas residuales vertidas a aguas y bienes
nacionales, con el objeto de proteger su calidad y posibilitar sus usos, y es de

observancia obligatoria para los responsables de dichas descargas.
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Ley General del Equilibrio Ecolégico y la Proteccién al Ambiente la cual se refieren

a la preservacion y restauracion del equilibrio ecoldgico, asi como a la proteccion

al ambiente, en el territorio nacional y las zonas sobre las que la nacion ejerce su

soberania y jurisdiccion. Sus disposiciones son de orden publico e interés social y

tienen por objeto establecer las bases para:

Vi.

Vil.

viii.

Definir los principios de la politica ecolégica general y regular los
instrumentos para su aplicacion;

El ordenamiento ecoldgico;

La preservacion, la restauracion y el mejoramiento del ambiente;

La proteccién de las &reas naturales y la flora y fauna silvestres y acuaticas;
El aprovechamiento racional de los elementos naturales de manera que sea
compatible la obtencion de beneficios econémicos con el equilibrio de los
ecosistemas;

La prevencion y el control de la contaminacion del aire, agua y suelo;

La concurrencia del gobierno federal, de las entidades federativas y de los
municipios.

La coordinacion entre las diversas dependencias y entidades de la
Administracion Publica Federal, asi como la participacion corresponsable

de la sociedad, en las materias de este ordenamiento.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
4.1. Preguntas de Investigacion
¢,Cual es la eficiencia de la transformacion biocatalitica de los retardadores de
flama a compuestos inocuos usando a la Enzima Cloroperoxidasa en efluentes de la
PTAR de Izucar de Matamoros?
V. HIPOTESIS
5.1. Hipotesis General
La enzima Cloroperoxidasa es capaz de degradar los retardadores de flama
transforméandolos a compuestos de menor impacto ambiental
VI. OBJETIVOS
6.1. Objetivo General

Evaluar la factibilidad de la degradacion de los retardadores de flama a
compuestos de menor impacto ambiental utilizando la enzima Cloroperoxidasa en agua

residual tratada de la Planta de tratamiento de aguas residuales Izucar de Matamoros.

6.2. Objetivos Especificos
1) Determinar los pardmetros cinéticos en la degradacion de los retardantes de

flama mediante el uso de la enzima Cloroperoxidasa en muestras modelo.

2) Producir y caracterizar nanofibras de quitosano/alcohol polivinilico acopladas

con Cloroperoxidasa.

3) Identificar la capacidad de degradacion del sistema Nanofibras-

Cloroperoxidasa.

4) Determinar la biodegradabilidad y toxicidad de los retardadores de flama antes

y después del tratamiento biocatalitico.

5) Aplicar el tratamiento de degradacion en efluentes de una planta de tratamiento
de aguas residuales del estado de Puebla.
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VIl. DISENO DE LA INVESTIGACION
7.1. Localizacioén

La investigacion se realizo en el laboratorio de Bioinorganica Aplicada del Centro
de Quimica perteneciente al Instituto de Ciencias (ICUAP), asi como en el Laboratorio de
Alimentos de la Facultad de Ingenieria Quimica, ambos pertenecientes a la Benemérita

Universidad Auténoma de Puebla.

Los muestreos se realizaron en la Planta de Tratamiento Aguas Residuales IzUcar
de Matamoros, situada en el ejido de San Nicolas Tolentino perteneciente al municipio

de Izdcar de Matamoros, Puebla., cuyo cuerpo receptor es el Rio Nexapa.

7.2. Fase de Campo

7.2.1. Muestreo de Campo
Se recolectaron muestras agua de los efluentes de la planta de tratamiento de
aguas residuales de Izacar de Matamoros en la temporada de lluvias y sequia, esto de
acuerdo con Norma Mexicana NMX-AA-003-1980 para el muestreo de aguas residuales.
La muestra fue preservada durante el transporte en un bafio de hielo y posteriormente

almacenada a 4°C hasta su caracterizacion fisicoquimica.

7.3. Fase de Laboratorio

Esta investigacion se divide en cuatro etapas: 1) Determinacion de constantes
cinéticas y optimizacion de las condiciones de reaccidon del sistema sin inmovilizar, 2)
produccion de nanofibras y caracterizacién del sistema nanofibras-CPO 3) determinacién
de la biodegradabilidad y toxicidad de los productos de reaccion. y 4) aplicacion de la
propuesta biotecnolégica desarrollada, en efluentes de una planta de tratamiento de agua
residuales. La figura 10 muestra la estrategia experimental desarrollada en esta

investigacion
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Transformacién Identificacion Determinacién de: Descripcion de
enzimdtica del ——>| deproductos |—> > Biodegradabilidad la PTAR lIzlcar
TBBPA de reaccién > Toxicidad de Matamoros
Z?CEI,:]ST:;;:? . Modelado y — Estab'il'idad y Toma de
ons! Optimizacién reusabilidad del <{—| muestras de
cineticas sistema inmovilizado agua de la PTAR

|

Produccion de nanofibras
de quitosano acopladas a
CPO

: Caracterizacion Aplicacion en muestras de
fisicoquimica agua de la PTAR

Figura 10. Estrategia experimental (Elaboracién propia, 2018).

7.3.1. Disefio Experimental

7.3.1.1. Oxidacion enzimética del TBBPA

La oxidacion enzimatica se realizd en un volumen de 1 mL, el cual contenia una
concentracion 5 uM TBBPA, 0.1 mM de H202 y 200 mM KCI en amortiguador de
fosfatos 60 mM pH 3.0, a este medio se adicioné 10 nM de la enzima Cloroperoxidasa

de Caldariomyces fumago.

La reaccién fue realizada por triplicado y monitoreada durante 30 minutos por el
cambio de area a 207 nm mediante un cromatografo de liquidos de alta resolucién HPLC
marca Perkin Elmer Serie 200, equipado con detector UV-Vis modelo 785%, sistema de
interfase Network Chromatography NC1900 y una columna C18 de 25 cm de longitud,
4.6 mm de diametro interno y tamafio de particula de 5 um marca Phenomenex. Las
condiciones de operacién fueron establecidas en flujo isocratico de 1 mL/min usando

ACN/Acido fosférico 20mM pH 2.0 en relacién 3:1 como fase mavil.
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7.3.1.2. Conversion del TBBPA

La conversion del TBBPA se realizdé de manera similar al punto anterior para cada
uno de los ensayos del disefio experimental, asi como después del tratamiento con el
sistema nanofibras-CPO y en la aplicacion de muestras de agua residual de la PTAR de

IzGcar de Matamoros. El porcentaje de conversion se determiné con la ecuacion 1.

Xi — Xy .
%C = e x 100 Ecuacion 1

L

Donde:

Xi = Concentracion inicial.
X = Concentracion final.

7.3.1.3. Determinacion de constantes cinéticas

La determinacién de las constantes cinéticas se realizé de manera similar al
apartado anterior, los cambios de area se monitorearon cada minuto por 15 minutos. Los
datos obtenidos se ajustaron de forma no lineal al modelo de Michaelis-Menten, con
ayuda del software OriginPro 8.0.0 para obtener las constantes cinéticas. Este proceso

se realiz6 con la enzima inmovilizada y sin inmovilizar para su posterior comparacion.
7.3.1.4. Extraccion e identificacion de productos de reaccion

La extraccion de los productos se llevé a cabo después del proceso de oxidacién
enzimatica, esta reaccion fue escalada a un volumen de 100 mL, utilizando las mismas
condiciones del apartado 7.3.1.1. Al término de la reaccion, esta fue concentrada 100
veces mediante extraccion en fase sélida utilizando un cartucho SPE Lichrolut ® RP-18
de 200 mg y tamafio de particula de 40-63 um previamente acondicionado con 10 mL de
metanol seguido de 6 mL de agua y flujo de 2 mL/min. El lavado de cada cartucho se
realizé con 10 mL de agua seguidos de 10 mL de una solucién metanol-agua 20/80 v/iv y
secados al vacio durante 5 min. Los productos de reaccion fueron eluidos por gravedad
con 5 mL de metanol, secados en corriente suave de nitrégeno y reconstituidos en 1 mL

de metanol para su posterior identificacion.
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La identificacion de productos de reaccion del apartado anterior se realizo en el
laboratorio de absorcion y cromatografia perteneciente al Instituto de Ciencias ICUAP de
la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla. Los parametros de andlisis
cromatografico y de deteccion se muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Pardmetros de analisis y deteccion de TBPPA y productos de reaccion.

Parametros de analisis cromatografico

Columna Zorbax SB C18-Selec 5 um, 4.6x100 mm
A: H,0 + 0.1% acido férmico

B: MeOH + 0.1% acido férmico

Flujo 0.7 mL/min

Gradiente: 50 —90% B 30 min, 90% B 5

Fase movil

Método min, 50% B 35 — 55 min.
Vol. de inyeccién 100 pL
Parametros de deteccion
Voltaje del capilar 3500V
Voltaje del fragmentador 175V
Voltaje de Skimer 65V
Temperatura de gas de 350 °C
secado
Flujo de gas de secado 11 L/min
Presion de nebulizador 60 psi
Polaridad Negativa

7.3.1.5. Determinacion de la Biodegradabilidad

La determinacion de la biodegradabilidad se establecera de forma indirecta al
cuantificar la Demanda Bioldgica de Oxigeno (DBO) para el TBBPA y los productos de
reaccion del tratamiento biocatalitico. Estas pruebas se realizaran de acuerdo con la
norma OCDE 301-D, la cual mide la evolucién de Oxigeno Disuelto (OD) de cada muestra

problema durante 28 dias en botellas tipo Winkler.

El OD se determiné mediante el método Winkler de modificacion de azida, para lo
cual se utilizé un kit de reactivos HANNA Instruments siguiendo la metodologia
proporcionada por el fabricante; la cuantificacion se realiz6 a 420 nm en un fotometro
modelo HI-83099 de la misma marca, mediante el método 32 correspondiente a la

cuantificacion de oxigeno disuelto entre 0 y 10 mg O2/L.
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Los valores de OD convertidos a DBO y porcentaje de degradacion de acuerdo
con la misma norma mediante el uso de las ecuaciones 2, 3 y 4 presentadas a

continuacion.

DBO; = —Cisp_“TiB Ecuacion 2
' Mgp
BO; Ecuacion 3
% Degradacion = DThOl x 100

1 5 1
:16[20+§(h—cl—3n)+3s+§p+7na—o]
MW

DTh Ecuacion 4

Donde:

DBOi = Demanda biolégica de oxigeno al dia i en mg O2/mg de sustancia de prueba.
ODi sp = Oxigeno consumido por la sustancia de prueba al dia i en mg O2/L.

ODi s =Oxigeno consumido por el medio mineral al dia i en mg O2/L.

Msp = Sustancia de prueba en la botella Winkler en mg/L.

MW = Peso molecular de la sustancia de prueba.

DThO = Demanda tedrica de oxigeno.

c, h,cl,n,nao, pys =Numero de &omos de cada especie atdbmica en la
molécula de la sustancia de prueba con forma CcHhrClciNnNanaOoPpSs.

7.3.1.6. Pruebas de Toxicidad.

Para la determinacién de la dosis letal 50 (LD50) se utiliz6 Artemia salina como
organismo modelo. Se emplearon quistes deshidratados comerciales obtenidos de
Biogrow ® (225,000 nauplios por gramo); estos fueron hidratados en agua de mar Instant
Ocean ® (29.9 g/L) a 28 °C en una celda de incubacién dotada con un sistema de
aireacion por burbujeo y expuestos a iluminacién constante. Los nauplios recién
eclosionados (Instar I) fueron separados de los no eclosionados y cascarones, mediante

fototropismo positivo.

El ensayo de toxicidad aguda 24 y 48 horas se llevé a cabo al evaluar la mortalidad
de los nauplios de Artemia salina de 24 horas de vida (Insar Il y Ill). El ensayo consistio

en la exposicion de 7 - 12 organismos por grupo a concentraciones crecientes de TBBPA
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(1 — 40 pg/L), productos de reaccion, ademas de un grupo control (expuesto a agua de
mar) y un grupo control de peréxido de hidrégeno con una concentracion idéntica a la
presente en la reaccion (0.1 mM). Las diluciones se realizaron en agua salina (29.9 g/L)
hasta un volumen de prueba de 250 pL por ensayo. Los nauplios fueron expuestos
durante 24 y 48 h a temperatura de 21 °C y 28 °C en total oscuridad; todos los
experimentos se realizaron por triplicado con 4 repeticiones por prueba. Durante el tiempo

de exposicién no se suministré alimento a los organismos.

Transcurrido el tiempo de exposicion, se contaron los individuos muertos para el
calculo de la LCso0 mediante el método probit; se consideraron muertos aquellos individuos
gue no presentaron movimiento durante 10 segundos (Libralato, Prato, Migliore, Cicero,
& Manfra, 2016).

7.3.1.7. Nanofibras de quitosano/alcohol polivinilico

Las nanofibras de quitosano/alcohol polivinilico (NFsQ) se electrohilaron a partir
de una solucién 3% wi/v de quitosano/acido acético 1M y una solucién 10% wi/v de alcohol
polivinilico en relacién 1:1. Los parametros de electrohilado fueron fijados a 28 kV, 20 cm

de distancia de coleccién, velocidad de flujo 0.2 mL hty coleccién de 100 rpm.
7.3.1.8. Caracterizacion fisicoquimica de las Nanofibras
7.3.1.8.1. Microscopia Electronica de Barrido

Se tomé 1 cm? de cada una de las nanofibras electrohiladas y fueron sometidas a
un bafio de oro al alto vacio durante 1 minuto con ayuda de una unidad de devastado y
bombardeo de iones marca Denton Vacuum modelo Desk V.

Las micrografias fueron obtenidas a 500X, 1 000X, 3 000X, 5000X y 10 000X con
un voltaje de aceleracién de 25 kV en un microscopio electronico de barrido marca JEOL
modelo JSM-6610 equipado con el software Smile ViewTM. La determinacion del
diametro de las nanofibras se realizé con el software de procesamiento de imagenes

ImageJ v1.51j8.
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7.3.1.8.2. Espectroscopia de Infrarrojo

Los espectros de infrarrojo de las nanofibras electrohiladas se obtuvieron con un
espectrofotometro IR con transformada de Fourier (FT-IR) marca Perkin ElImer, modelo
Spectrum 100 equipado con ATR. Los espectros de infrarrojo se colectaron con el
software Spectrum™ 10 incluido en el equipo, en un intervalo de nimero de onda entre
600 y 4000 cm™.

7.3.1.8.3. Calorimetria de Barrido Diferencial

El analisis térmico de las nanofibras se llevé a cabo en un calorimetro diferencial
de barrido (DSC) marca TA Instruments modelo 2010 equipado con un flujometro de la
misma marca y calibrado con indio (Tm = 429.75 K). En una de las dos celdas de aluminio
se agreg0 aproximadamente 2 mg de las fibras, mientras que la otra celda se coloco
vacia para poder medir las diferencias de flujo de calor entre ambas. El andlisis se realizé
en atmésfera de nitrégeno con un flujo de 70 mL/min, mientras que la rampa de
calentamiento fue establecida en 10 OC/min en un intervalo de 25 a 600 OC. Las
temperaturas de transicion vitrea (Tg) y de fusion ™, asi como las entalpias de fusion

fueron calculadas haciendo uso del software Universal Analysis 2000 v 4.5a.
7.3.1.9. Inmovilizacién enzimatica en NFsQ

El proceso de inmovilizacion de CPO sobre nanofibras se realizdé posterior a la
modificacion del material con la finalidad de activar la superficie y evitar la solubilidad del
soporte; la reticulacion consistio en la exposicion del material a vapores de glutaraldehido
al 25% durante 48 h a temperatura ambiente.

Posteriormente, se us6 en cada prueba de inmovilizacién 1 cm? de fibra activada;
el proceso de inmovilizacién consisti6 en poner en contacto las NFsQ con la dosis
deseada de enzima (2.3 uM) en 1 mL de amortiguador fosfatos 60 mM pH 3.0 durante 24
horas a 4°C en agitacion suave. Transcurrido el tiempo de incubacion, las nanofibras con
actividad biocatalitica (NFsQ-CPO) fueron lavadas con la misma cantidad de

amortiguador hasta que este no presentara actividad enzimatica.
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La cantidad de biocatalizador inmovilizada fue determinada directamente al
cuantificar la actividad enzimatica estandar utilizando Acetato de Tionina como sustrato,
esta prueba se realizé en volumen de 1 mL, el cual contenia una concentracion de 0.10
MM de acetato de tionina, 0.5 mM de H202y 200 mM KCI en amortiguador de fosfatos 60
mM pH 3.0, a este medio se adicion6 0.25 cm? de NFsQ-CPO y se monitorear los cambios
de absorbancia debidos a la oxidacion enzimatica a 598 nm. La pendiente del cambio de
absorbancia por minuto se consideré6 como la velocidad de reaccion y se utilizd para

calcular la actividad enzimatica estandar.
7.3.1.10. Cuantificacion de adsorcion por NFsQ-CPO

Esta prueba consistid en colocar 1 cm? de NFsQ-CPO en una solucion de TBBPA
10 uM en agitacién constante. La cuantificacion de la adsorcion se determiné por HPLC

al monitorear los cambios de area del TBPPA durante 30 min.
7.3.1.11. Estabilidad operacional del sistema NFsQ-CPO

La estabilidad de las NFsQ-CPO se midi6 utilizando como matriz agua destilada y
muestras ambientales de agua de diferente origen: 3 muestras de agua superficial, 2
muestras de agua residual tratada y 1 muestra de agua subterranea. Todas las muestras
ambientales fueron filtradas, ajustadas a pH 3.0 y fortificadas con TBPPA hasta una
concentracion de 10 pM. La metodologia de degradacién del TBBPA se realizd en

concordancia con lo en establecido en el apartado 7.3.1.1.

Finalmente se determiné el nUmero de ciclos en que las NFsQ-CPO conservan su
actividad biocatalitica en muestras modelo a pH 3.0. En estos ensayos, al término de la
reaccion, la NFSQ-CPO utilizada fue extraida después de 30 min de reaccion y lavada
con 5 mL de amortiguador fosfatos 60 mM pH 3.0 antes de ser utilizada en un nuevo ciclo

de reaccion.
7.3.2. Descripcion y toma de muestra de la PTAR lzdcar de Matamoros

Se recolectd informacion del disefio de la PTAR con el objetivo de conocer la

infraestructura con la que cuenta y el proceso de depuracion utilizado.
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Se recolectaron muestras de agua de los efluentes de la PTAR de lzucar de
Matamoros en la temporada de lluvias y sequia, esto de acuerdo con Norma Mexicana
NMX-AA-003-1980 para el muestreo de aguas residuales. La muestra fue preservada
durante el transporte en un bafio de hielo sera almacenada a 4°C para su caracterizacion

fisicoquimica.

7.4. Variables Respuesta

7.4.1. Disefo Factorial
Se utilizé un disefio factorial 23 en dos niveles de composicion (inferior y superior)
para su analisis mediante la metodologia de superficie de respuestas por medio del
programa Design Expert 11.0.0.5. La tabla 10 muestra los valores utilizados en la
transformacion de variables naturales en variables codificadas de acuerdo con los dos

niveles de composicion.

Tabla 10. Parametros de las variables de disefio

Factor Unidades Nivel Inferior  Nivel Superior

Enzima nM 10.0 50.0
Peroxido mM 0.1 0.5

TBBPA UM 1.0 10.0

7.4.2. Variables de entrada

Se utilizaron tres pardmetros para el disefio de experimentos: cantidad de enzima,
concentracion de H202 y concentracion de TBBPA. Las variables naturales se codificaron
a partir de la ecuacion 5 y de la cual se derivan las ecuaciones para las variables
codificadas X1, X2 y X3 (ecuaciones 6, 7, 8) al emplear los valores de la Tabla 10

XActual -X

Xcoaif. = Ecuacién 5
o (XNSup - XNInf)/2

Donde Xcodit. €s la variable codificada; Xacwal s la variable natural; X es la media
entre los valores del nivel superior e inferior del factor; Xninf Y Xnsup SON l0s valores de los

niveles inferior y superior de cada factor (Myers et al., 2009).
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Enzima — 30.0 .
| =E——— Ecuacion 6
20.0
Peroxido — 0.3 >
, = eroxtao Ecuacion 7
0.2
TBBPA —5.5 .
X; = By Ecuacion 8

7.4.3. Variables de salida
Para este disefio se utilizara como variable de respuesta a optimizar el porcentaje
de degradacion del TBBPA.

La Tabla 11 muestra el total de experimentos que componen el disefio factorial 23
gue se empleara en el desarrollo de esta tesis, en ella se incluyen las variables naturales

y sus respectivas codificaciones al emplear las ecuaciones 6,7 y 8.

Tabla 11. Plan de experimentacion, disefio factorial 23

Variables Naturales Variables Codificas Respuesta
. Perdxido TBBPA ..
No. Enzima (nM) X1 Xz X3 Conversion (%)
(mM) (1M)
1 10.0 0.10 0.10 -1 -1 -1 V1
2 50.0 0.10 1.0 1 -1 1 Y2
3 10.0 0.50 0.1 -1 1 -1 Y3
4 50.0 0.50 0.1 1 1 -1 Ya
5 10.0 0.10 1.0 -1 -1 1 Ys
6 50.0 0.10 0.1 1 -1 -1 Ve
7 10.0 0.50 1.0 -1 1 1 Y7
8 50.0 0.50 1.0 1 1 1 Vs

7.5. Andlisis estadistico

Para la contrastacion de las hipotesis se aplicd un analisis de varianza (ANOVA)
con un intervalo de confianza del 95% tanto en las pruebas de transformacion del TBBPA,
biodegradabilidad y toxicidad de los productos de reaccion para detectar la existencia de
diferencias significativas obtenidas para el grupo control en relacion con los grupos
tratados. Para las pruebas de toxicidad, las diferencias significativas entre grupos en los
ensayos se establecieron mediante el modelo lineal generalizado con distribucion de

Poisson.
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VIIl. RESULTADOS

8.1. Planta de tratamiento de aguas residuales IzGcar de Matamoros

La planta de tratamiento IzUcar de Matamoros, se ubica el ejido de San Nicolas
Tolentino, en el municipio de Izicar de Matamoros, Puebla (ver Figura 11). Esta PTAR
fue construida a principios del 2009, afio en el cual inicio operaciones. Dicha planta trata
el agua residual municipal urbana del municipio de lzicar de Matamoros, tiene una
capacidad instalada de 90 L/s y su cuerpo receptor es el Rio Nexapa (SEMARNAT, 2015).
Esta PTAR toma como referencia de descarga la norma oficial mexicana NOM-001-
SEMARNAT-1996, que establece los limites maximos permisibles de contaminantes en
las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales.
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Figura 11. Mapa de ubicacion de la PTAR lzucar de Matamoros (Elaboracion propia, 2019)

1:150,000

La construccion de la PTAR se planifico para contar con dos trenes de tratamiento
idénticos con capacidad instalada de 45 L/s cada uno. Sin embargo, debido a la falta de
programas de mantenimiento, actualmente opera solo una de las lineas de proceso, el
cual da tratamiento a cerca del 60% de las aguas residuales del municipio (Herrera
Céardenas, 2017; SEMARNAT, 2015) el resto del efluente (40%) es derivado antes de la

entrada a la PTAR para su descarga directa al Rio Nexapa.
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El tratamiento que se le da a las aguas residuales municipales consiste en 4
etapas: pretratamiento tratamiento primario, tratamiento secundario, desinfeccion, para
finalmente ser descargada al Rio Nexapa. El diagrama de flujo de este tratamiento se
presenta en las Figuras 12 y 13a.

La depuracion comienza con un cribado grueso del agua cruda, aqui se retienen
los residuos mas grandes por el bastidor de barras (Figura 13b). Posteriormente el agua
libre de sdlidos gruesos pasa al tanque de igualacion con la finalidad de mantener un flujo
lo mas constante posible hacia el resto del tratamiento, el agua es transportada por dos
bombas desde aqui hacia el tanque de desengrasado (Figura 13c) donde se recolectan
todas grasas y aceites que después son concentradas en el lecho de secado, mientras
gue el agua que ha recibido el pretratamiento continua hacia el clarificador primario cuyo
tiempo de retencion es de 120 min, este tiene la finalidad de sedimentar por gravedad los
sélidos mas finos que posteriormente son enviados a un espesador de lodos,
neutralizados con cal y luego llevados al lecho de secado para su deshidratacion y

disposicion final en el relleno sanitario intermunicipal de Izdcar de Matamoros.

El agua clarificada continta su recorrido hacia el tratamiento secundario que
consiste en un reactor aerobio de filtros biolégicos o percoladores (Figura 13d), con
ambos extremos ventilados para permitir el paso de oxigeno a través de su superficie.
Aqui el agua es suministrada desde la parte superior mediante un rociador rotatorio, de
esta manera el material filtrante que contiene las colonias de microorganismos pasa por
ciclos de inundacion y de exposicion al aire, permitiendo la digestion aerobia del agua
residual. Una losa perforada permite la salida del agua y la recoleccion del exceso de

lodos.

En seguida del biofiltro el agua es dirigida a un clarificador secundario (Figura 13e)
en el que los solidos en suspension, materia organica restante y biomasa formada son
sedimentados luego 120 min al igual que en el primer clarificador. Los lodos depositados
en el fondo también son enviados al lecho de deshidratacién. Como ultima etapa, el agua
residual tratada pasa por un tanque de cloracion (Figura 13f) para su desinfeccion y
finalmente es descargada en el Rio Nexapa (Figura 13g).
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(Elaboracién propia, 2019).
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Por otra parte, la toma de muestra de agua residual, residual tratada y superficial
se realizé conforme lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NMX-AA-3-1980. Se
realizaron tres muestreos correspondientes a la temporada de lluvias y estiaje en los
meses de junio 2018, enero 2019 y mayo 2019, en diferentes puntos dentro del tren de
tratamiento, asi como en el cuerpo receptor antes y después de la descarga de la PTAR.

Los puntos de muestreo se presentan en la Figura 28.

La caracterizacion de las muestras tuvo como finalidad conocer: 1) la situacién
actual de las descargas de la PTAR; 2) determinar las caracteristicas fisicoquimicas del
agua que pudieran generar posibles interferencias en el tratamiento biocatalitico
propuesto en el trabajo de tesis y 3) la deteccion del retardante flama TBBPA
seleccionado como compuesto modelo. Adicionalmente, se tomaron muestras de agua
del rio antes y después de la descarga de la PTAR, para conocer el impacto de la

descarga en el cuerpo de agua.

Los parametros fisicoquimicos medidos fueron: Demanda Quimica de Oxigeno,
Demanda Bioldgica de Oxigeno, pH, conductividad eléctrica, solidos suspendidos totales,
nitratos, fosfatos, sulfatos, cloro libre, calcio, niquel y hierro. Cada uno de estos

pardmetros fue comparado de acuerdo con la nhormatividad vigente aplicable.

Cabe destacar que, durante el primer muestreo realizado en junio 2018, la PTAR
se encontraba fuera de actividades debido a labores de reparaciéon de las bombas
principales del carcamo de bombeo. Por esta razon el 100% del caudal del agua residual
procedente de la descarga municipal, era derivado para ser vertido directamente al rio
Nexapa. Bajo estas condiciones de nula operacién, las muestras de agua
correspondientes al tratamiento secundario se tomaron de la masa de agua retenida en
esta unidad de tratamiento; mientras que las muestras correspondientes al influente y

descarga de la PTAR se consideraron idénticas al no recibir tratamiento alguno.

Por otro lado, en el muestreo correspondiente a enero 2019, la reparacion de las
bombas habia sido completada, sin embargo, la planta operaba de manera intermitente

debido a que las descargas de agua residual municipal no eran suficientes para mantener
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un caudal constante; razon por la cual la planta debia de suspender operaciones hasta

lograr el llenado del tanque igualador que le permitiera reanudar operaciones.

Finalmente, en el tercer muestreo correspondiente a mayo 2019, la PTAR
funcionaba de manera continua. Sin embargo, cabe destacar que al igual que en las
visitas anteriores, la planta opera con solo una linea de proceso, es decir, con la mitad
de la capacidad instalada. De acuerdo con la SEMARNAT (2015), esta PTAR se

encuentra en proceso de rehabilitacion.

Los resultados correspondientes a esta caracterizacion se muestran en la Figuras
12a-l. En estas graficas se hace una comparacion de cada uno de los parametros
medidos en el tren de tratamiento y en zona de descarga de la PTAR durante los tres
muestreos y se comparan con el limite maximo permisible (en rojo) establecido en las

normas mexicanas aplicables mostrados en la Tabla 12.

Tabla 12. Limites méaximos permisibles de descarga (Elaboracién propia, 2019)

Limite maximo

Parametro e Norma
DQO (mg 02/L) 210 NOM-001-SEMARNAT-1996
DBO (mg 02/1) 150 NOM-001-SEMARNAT-1996
pH 5a10 NOM-001-SEMARNAT-1996
Conductividad (uS/cm) 1000 CE-CCA-001/89
Sélidos suspendidos (mg/L) 150 NOM-001-SEMARNAT-1996
Nitratos NO3 *(mg/L) 40 NOM-001-SEMARNAT-1996
Fosfatos POs > (mg/L) 20 NOM-001-SEMARNAT-1996
Sulfatos S04 % (mg/L) 130* CE-CCA-001/89
Cloro libre (mg/L) 0.2a15 NOM-127-SSA1-1994
Calcio Ca** (mg/L) 500t NOM-127-SSA1-1994
Niquel Ni?* (mg/L) 2a4(0.2%%) NOM-001-SEMARNAT-1996
Hierro Fe3** (mg/L) 5 NOM-CCA-32-ECOL-1993

* Riego agricola.
** De acuerdo con NOM-CCA-32-ECOL-1993.
* Dureza total en forma de CaCOs.
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Figura 14. Caracterizacion de agua superficial y residual tratada (Elaboracién Propia, 2019).
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Figura 14. Caracterizacion de agua superficial y residual tratada (Continuacion)
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De forma general, los resultados anteriores ponen en evidencia que el tratamiento
que las aguas residuales reciben en la PTAR lzUcar de Matamoros, como era de
esperarse, presenta deficiencias cuando esta no opera de manera continua y que de
acuerdo con lo reportado por Morgan (2016) es un problema recurrente en las PTAR del
pais, debido principalmente a falta de programas de financiamiento, reparacion y

mantenimiento entre otros factores.

Del mismo modo se pude observar que la operacion continua de la PTAR
proporciona un tratamiento que comparado con el modo de operacion intermitente,
resulta en términos generales mas eficiente; sin embargo, es de suma importancia
recalcar que, los valores de descarga de la planta son mayores que sus contrapartes a
la entrada en casi todos los parametros medidos; y por consiguiente no cumplen con lo
dispuesto en el PROY-NOM-001-SEMARNAT-2017. Esta condicion puede deberse a la
subutilizacién de la infraestructura disponible en el tren de tratamiento, ya que la falta de
mantenimiento y reparacion al reactor biologico (figura 13d), indispensable en la
depuracion de las aguas residuales, ha generado que el agua solo sea dispersada en
cuatro zonas especificas por debajo del rociador; lo cual implica que el tratamiento en
esta unidad es deficiente debido a que la capacidad de tratamiento disponible estd muy

por debajo de la capacidad para la cual fue disefiada este equipo.

Estos resultados sugieren que la PTAR lzlcar de Matamoros, actia como una
fuente de contaminacion a su cuerpo receptor, debido a la deficiencia en el tratamiento
por la falta de rehabilitacion a la infraestructura de la PTAR; sin embargo, seran necesario
realizar estudios espacio-temporales que corroboren esta proposicion, ya que de acuerdo
con Aguilar Hernandez (2013), esta planta operaba dentro de los parametros de descarga
establecidos en la NOM-001-SEMARNAT-1996 con la mitad de la capacidad instalada,

como sucede actualmente.

No obstante, este resultado no debera de interpretarse como una premisa que
ocasione la interrupcién de operaciones de la PTAR, sino como un antecedente que
permita tomar acciones en la gestion integral de aguas residuales en la subcuenca del
Rio Nexapa como propone Navarro et al. (2007); ya que la presencia de aguas residuales

no tratadas o parcialmente tratadas vertidas en cuerpos de agua, representan un riesgo
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a la salud publica, y al medio ambiente; debido principalmente al exceso de nutrientes y
contaminantes presentes en dichas aguas, ocasionando afectaciones a los organismos
acuaticos, eutrofizacién y zonas muertas (UNESCO, 2017); asi como, al uso que se le da
al agua extraida del Rio Nexapa en otra actividades econdémicas como lo son riego
agricola en las comunidades de Matzaco, San Felipe Ayutla, y San Nicolas Tolentino (ver
Figura 9) asi como en usos publicos, urbano, doméstico e industrial; siendo el uso
agricola el destino del 94% del agua extraida del cuerpo de agua (Navarro et al., 2007;
Navarro, Herrera, Marrugo, Bayona, & Morales, 2014)

Por otra parte, se analizaron por espectrometria de masas las muestras
ambientales después de ser concentradas 100 veces. Esto permitié la deteccién del
TBBPA en las aguas residuales municipales y residual tratada, no asi en el cuerpo de
agua previo la descarga de la PTAR. Los resultados de este andlisis se muestran en la
tabla 13.

Tabla 13. Analisis por HPLC-ESI/QTOF-MS para deteccion de TBBPA

Masa de Picos

Muestra
m/z
Patrén (TBBPA) 542.7259
Antes de descarga *
Influente +
Tratamiento Secundario +
Descarga +
* TBBPA en concentracion menor al limite de deteccidn
+ Contiene TBBPA

Debido a las aplicaciones industriales que se tienen reportadas para este
retardador de flama principalmente componentes electronicos, recubrimiento de cables y
plasticos de productos eléctricos (De Wit, 2002; Malkoske et al., 2016), que sumados a
la nula presencia de industria de sintesis y de aplicacion del TBBPA en la zona (INEGI,
2017; Yamauchi, 2017; Zhou et al., 2014), la presencia de este compuesto podria deberse
parcialmente a la volatilizacion del TBBPA contenido en productos electrénicos; pues
debido a su caracter fendlico es absorbido en el polvo de los hogares y oficinas, llegando
a la descarga municipal por las labores de limpieza cotidianas (Malkoske et al., 2016;
Peng, Wang, Wei, Huang, & Jia, 2017; Zhou et al., 2014).
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La presencia de TBBPA reportada en este estudio, se suma a una lista de 398
contaminantes reportados por Navarro et al. (2014), entre los que destacan productos de
aseo Yy cuidado personal, farmacos, alquilfenoles, detergentes, plaguicidas e

hidrocarburos aromaticos.

Es por la situacion anteriormente expuesta que se hace necesario generar
informacion técnico-cientifica que permita comprender el impacto ambiental ocasionado
por los RF; asi como, el desarrollo de tecnologia sustentable que permita disminuir la
presencia de dichos compuestos en efluentes de las PTAR al complementar los
tratamientos actuales cuyas deficiencias técnicas, de operacion o disefio acenttan el
impacto antropogénico sobre las aguas del rio Nexapa, lo que se traduce en un mayor
riesgo ambiental y a la salud humana si se considera el uso para riego agricola al que se
destinan estas aguas, sumado a la deteccion de diversos contaminantes en pozos de

agua subterranea de las comunidades cercanas a la PTAR (Navarro et al., 2014).

8.2. Oxidacion enzimatica del TBBPA mediante Cloroperoxidasa

Se ensayl la capacidad oxidativa de la enzima Cloroperoxidasa (CPO) de
Caldariomyces fumago sobre el TBBPA como sustrato, esto de acuerdo con la
metodologia descrita en el apartado 7.3.1.1. En la Figura 15 se muestra el cromatograma
correspondiente a la reaccion de oxidacion enzimatica del TBBPA. Se puede observar
que el tiempo de retencién se ubicé a los 10.36 minutos para este compuesto, ademas
de una clara disminucion del area, lo cual es indicativo de la transformacion del sustrato
por la enzima. De esta forma, al monitorear los cambios de area en este pico es posible
cuantificar el sustrato oxidado por la enzima, ya que la medida del decremento del area
es directamente proporcional a la disminucion de la concentracion del compuesto, que
para este caso es equivalente a una conversion del 93.5% a los 30 minutos de reaccion.
Asi mismo se puede apreciar la aparicion de nuevos picos a tiempos de retencion
inferiores, esto debido a la generacion de los productos de reaccion. Porcentajes
similares de transformacién del TBBPA fueron reportados por Feng, Lu, Gao, & Mao

(2017) para las enzimas oxidorreductadas HRP (95%) y Lacasa (82%) en 30 minutos
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para ambos casos , lo cual pone de manifiesto la alta capacidad de transformacion de la
CPO.

Zz- I
=0

za-

Tiempo (min)
Figura 15. Oxidacion enzimatica del TBBPA por CPO antes (negro) y después (rojo) de la
oxidacién enzimatica (Elaboracién propia, 2018).

Posteriormente se determind la constante cinética de primer orden (k), la cual es
una constante de proporcionalidad entre la velocidad de reaccion y la concentracion, que
permite determinar a la primera en funcién del valor de la segunda (Andres lllanes, 2008).
El valor de k se obtuvo al construir una curva de oxidacion para el TBBPA y realizar un
ajuste no lineal a un modelo exponencial con ayuda del software OriginPro 8.6.0, el valor

de k se ubic6 en 0.11951 mint con un R? = 0.983, lo cual indica un buen ajuste.

En la Figura 16 se muestra el avance de la reaccién de oxidacién del TBBPA en
volumen de 1 mL, se puede observar que la reaccion de oxidacion enziméatica se lleva a
cabo de forma rapida durante los primeros minutos de reaccion y disminuye su velocidad
con el paso del tiempo alcanzando una conversion del 93.5% después de 30 min. Para
este estudio, no es necesario la caracterizacion cinética completa, es decir, la obtencion
de las constantes de Michaelis Menten ya que la concentracion del TBBPA utilizado es
muy baja (1 — 10 uM), por lo que la CPO eventualmente presentaria un comportamiento

de una reaccién de primer orden.
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Figura 16. Cinética de reaccion del TBBPA por CPO (Elaboracién propia, 2018).

8.3. Productos de reaccion

8.3.1. Identificacion

Con la finalidad de evaluar la seguridad ambiental de la transformacion enzimética,

se realizé la identificaciobn de los productos de reaccion mediante cromatografia de
liquidos acoplado a masas HPLC-ESI/QTOF-MS. Los resultados de estas pruebas

permitieron identificar sélo 4 productos debido a efectos de la matriz, lo que gener6 el

sobrelapado de los picos imposibilitando la deteccién del ion molecular. Los productos

identificados se muestran en la tabla 14.

Tabla 14. Productos de degradacion enzimatica del TBBPA por CPO

Formula m/z Estructura Error (ppm) Referencia

C39HloBl"zoz 309.9053

H

H

B
\

CiH1BrsO;  493.8289 oO\ 16.25 (Sun et al., 2014)

B

Br
Br
Br
(Feng et al.,
HO 2.49
2017)
Br OH
Br
OH
(@]
Br
r Br
r
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Los resultados de la tabla anterior muestran la deshalogenacion del TBBPA y la
metilacion de los grupos hidroxilo, ademas de la apertura de uno de los anillos fendlicos.
Estas especies han sido reportados por Feng et al. (2017) y Sun et al. (2014) como
productos de transformacion del TBBPA por las enzimas HRP y lacasa ademas de otros
productos deshalogenados y polimerizados; por su parte Han et al. (2019) reporto las

especies aqui identificadas como productos de degradacidn por ozonizacion.

Es importante mencionar que algunos estudios recientes, reportan la toxicidad de
los productos de degradacion por ozonizacién, oxidacion fotocalitica y reacciones Fenton
(Han et al., 2019; Hou et al., 2018; Malkoske et al., 2016), siendo los productos
intermediarios deshalogenados mas téxicos que el TBBPA sin tratar o los productos de
degradacion finales. Es por esta razén que se realizaron pruebas toxicolégicas y de
biodegradabilidad que permitieran dilucidar el posible riesgo ambiental ocasionado por la

técnica de remediacidn propuesta en esta investigacion.

8.3.2. Biodegradabilidad

Se determind el indice de biodegradabilidad de TBBPA y los productos de reaccion
enzimatica tomando como referencia las especificaciones del test de biodegradabilidad
301D de la Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econémico (OECD, 1992). El
calculo del indice de biodegradabilidad fue realizado sustituyendo la demanda tedrica de
oxigeno (DThO) por el valor experimental de DQO, esto debido a la dificultad presentada
en la separacion e identificacién de los productos de reaccion como se menciona en el

apartado anterior.

Un primer acercamiento a la posible toxicidad del TBBPA y de los productos de
reaccion fue realizado mediante el calculo de la inhibicion de la respiracion aerobia de los
microorganismos no adaptados; para ello, se utilizaron muestras de agua del rio Nexapa
como inoculo en la degradacién de un control de glucosa-acido glutamico (DBOs = 198
mg O2/L, NMX-AA-028-SCFI-2001) de acuerdo con lo establecido en el Anexo Il de la

prueba 301D de la OCDE. Los resultados para este ensayo se presenten en la tabla 15.
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Tabla 15. Biodegradabilidad del TBBPA antes y después del tratamiento enzimético

T DBO,s DQO indice de Inhibicién de la

(mg 02/L) (mg O,/L) Biodegradabilidad respiracion* (%)
TBBPA 21.7 308.0 7.0 80.6
Productos de reaccion 95.0 121.5 78.2 26.5

* La inhibicidn fue calculada como: [1 —-DBO control glucosa /DBO control glucosa/TBBPA o productos] x 100

Los resultados de estas pruebas muestran una relacion inversa entre la DBO y
DQO, lo cual puede explicarse debido a que el tratamiento enzimatico genera productos
de reaccién mas facilmente metabolizados por los microorganismos presentes, lo que
implica un mayor consumo de oxigeno resultado del metabolismo de dichos
microrganismos en comparacion con TBBPA sin transformar, el cual resulta menos

biodegradable.

La premisa anterior puede ser corroborada por el indice de biodegradabilidad de
los productos de reaccion, el cual se situ6 11 veces por encima del indice de
biodegradabilidad del TBBPA. Este resultado puede explicarse parcialmente por el hecho
de que la inhibicion de la respiracion microbiana se ve inhibida cerca del 80% en
presencia de este compuesto, lo que sugiere que el TBBPA actia como inhibidor del
metabolismo de los microorganismos y/o presenta un efecto toxico para los
microrganismos presentes en el cuerpo de agua, lo cual ha sido reportado por diferentes
estudios en efluentes de PTAR con presencia de RF fosforados y halogenados (Bolong,
Ismail, Salim, & Matsuura, 2009; Cristale et al., 2013; Ezechia, Covino, & Cajthaml, 2014;
Malkoske et al., 2016).

Por otra parte, se muestra que los productos enzimaticos son en apariencia menos
toxicos, ya que exhiben una inhibicion de la respiracion microbiana del 26.5%. Sin
embargo, los resultados de estas pruebas no pueden interpretarse como una prueba de
toxicidad verdadera, razon por la cual se realizaron las pruebas toxicologicas

correspondientes que permitieran dar certeza es los resultados aqui obtenidos.
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8.3.3. Toxicidad

Los ensayos biologicos son herramientas de diagnostico que permiten determinar
los efectos de agentes quimicos y fisicos sobre organismos de prueba (biomodelos).
Estos efectos pueden manifestarse en alteraciones del crecimiento, proliferacion,
cambios morfologicos, fisioldgicos e incluso la muerte del organismo; afectando desde
las rutas metabdlicas y estructuras celulares, hasta individuos completos, poblaciones o
comunidades (Morales Castillo, 2004).

De acuerdo con Morales Castillo (2004), la toxicidad puede definirse como la
capacidad de una sustancia para ejercer un efecto nocivo sobre un organismo y
dependera tanto de las propiedades quimicas del compuesto como de su concentracion,
duracion y frecuencia de exposicion al toxico. Lo cual proporciona informacién valiosa en

el proceso de evaluacion de riesgos ambientales.

Por ello, para este estudio se realizaron pruebas toxicoldgicas utilizando como
organismo modelo Artemia salina, el cual es considerado un modelo biol6gico de gran
importancia en estudios toxicoldégicos debido a la alta sensibilidad a compuestos
quimicos, asi como a su facil manipulacion y mantenimiento en condiciones de
laboratorio, disponibilidad de organismos sin necesidad de cultivo, buen conocimiento de
sus caracteristicas bioldgicas, tamafio pequefio que permite reduccion de los volumenes
de ensayo y respuestas altamente reproducibles y comparables con organismos de
pruebas estandarizadas como Daphnia magna, Vibrio fischeri, Danio rerio, entre otros
(Agudelo, Gaviria-Restrepo, Barrios-Ziolo, & Cardona-Gallo, 2018; Libralato, Prato,
Migliore, Cicero, & Manfra, 2016; Morales Castillo, 2004).

Para determinar la posible toxicidad de los productos de reaccién y compararlos
con el compuesto sin modificar (TBBPA) estas pruebas fueron realizadas de acuerdo con
lo establecido en el apartado 7.3.1.5. Las curvas dosis-respuesta para la exposicion a

temperatura de 21 °C y 28 °C se presentan en la figura 17 y 18 respectivamente.

En la figura 15 se observa que la mortalidad maxima registrada para Artemia salina
expuesta a TBBPA (36.8 ug/L) durante 24 horas es de 57.7%, este valor de mortalidad

incrementa al 98.2 % después de 48 horas de exposicion. El analisis de varianza para
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las 12 repeticiones en cada nivel (0.92, 2.3, 4.6, 9.2, 13.8, 18.4, 23.0, 27.6, 32.2 y 36.8
ug/L) no mostré diferencias significativas (p > 0.05) entre repeticiones; no asi entre los
tiempos de exposicion (p < 0.05) por lo que la LCso del TBBPA calculada se situo en 29.86

ug/L 'y 19.18 pg/L para 24 y 48 horas de exposicion respectivamente.
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Figura 17. Curvas dosis-respuesta para Artemia salina expuesta durante 24 h (a) y 48 h (b) a
TBBPA y productos de reaccion; temperatura 21 °C (Elaboracion propia, 2019)

Por otra parte, se puede observar que la curva dosis-respuesta para la toxicidad
de los productos de reaccién a la misma concentracion y tiempo de exposicion que el
TBBPA es nula en este intervalo de trabajo, por lo cual no fue posible calcular la LCso
para los productos de reaccion; sin embargo, se puede afirmar que los productos de
reaccion biocatalitica son significativamente menos téxicos (p<0.05) que su contraparte

sin modificar.

En la figura 18 se presenta la curva dosis-respuesta correspondiente a la
exposicion a temperatura de 28 °C para los mismos compuestos (TBBPA y productos de
reaccion); se puede observar que la mortalidad a la concentracion maxima ensayada
(36.8 pg/L) incrementa del 54.7% al 90.8% correspondientes a 24 y 48 horas de
exposicion. El analisis del modelo lineal generalizado con distribucion de Poisson para
estas pruebas mostré que los organismos se encuentran mejor adaptados a esta
temperatura, lo que resulta en una menor mortalidad de los organismos expuestos. De
acuerdo con Carvalho (2006), el género Artemia puede sobrevivir a temperaturas de 15

a 32 °C, y se encuentra mejor adaptado a temperatura de 26 °C.
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De manera similar, el analisis estadistico no mostro diferencias significativas entre
repeticiones (p > 0.05), no asi entre los tiempos de exposicion (p < 0.05) con lo cual la
LCso se situ6 en 31.91 ug/L y 24.47 pg/L para 24 y 48 horas de exposicion
respectivamente. Al igual que en el caso anterior, la LCso de los productos de reaccion

no pudo ser calculada debido a la menor toxicidad de estos a las concentraciones de
TBBPA evaluadas.
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Figura 18. Curvas dosis-respuesta para Artemia salina expuesta durante 24 h (a) y 48 h (b) a
TBBPA y productos de reaccion; temperatura 28 °C (Elaboracion propia, 2019).

Es importante mencionar que el 100% de los nauplios expuestos a H202 murieron
dentro de las primeras 24 horas al ser expuestos a dosis idénticas a las encontradas en
la solucion de TBBPA sin tratar (36.8 pg/L) equivalente a 0.72 uM de H2032; sin embargo,
los organismos expuestos a la solucibn de reaccion (equivalente a la misma
concentracion de TBBPA) presentaron una mortalidad menor al 3.0% para 24 y 48 horas
de exposicion. Esta disminucion en la mortalidad puede explicarse debido a que la CPO

utiliza H20:2 en su ciclo catalitico, disminuyendo la concentracién de H202 con el avance
de la reaccion.

De manera similar, los nauplios expuestos a la solucion de reaccion sin diluir
(equivalente a 5.44 mg/L), presentaron una mortalidad del 100% dentro de las primeras
24 horas. Esto sugiere la toxicidad de los productos de reaccion, sin embargo, sera
necesario realizar nuevas pruebas con intervalos de concentracibn mas amplios a los

utilizados en este estudio, que permitan determinar la LCso; ya que como se demuestra
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con los resultados anteriores, la toxicidad de los productos es menor al 3.2% a la

concentracion a la que el TBBPA causa la muerte del 100% los organismos.

Resultados similares en la disminucion de la toxicidad del TBBPA fueron
reportados recientemente por Han et al., (2019) utilizando D.magna y V. fisheri como
organismos de prueba. La toxicidad del TBBPA disminuyo de 47.67 UT a un maximo 1.0
UT para los productos de reaccion, después de utilizar la ozonizacidon como técnica de
degradacion del TBBPA. Es importante mencionar que algunos productos de reaccion
reportados en el apartado 8.3.1. de esta tesis, también se encuentran reportados como
productos de degradacion por la metodologia propuesta por Han et al., (2019), lo cual
confirma que los productos de degradacion son menos téxicos; sin embargo, como se
menciond con anterioridad, sera necesario realizar pruebas de toxicidad con intervalos

de concentracibn mas amplios que permitan cuantificar la LDso.

De manera contrastante con los resultados presentados, la LDso-48h reportada por
la Unién Europea se sitta en 960 pg/L utilizando D. magna como organismo modelo (40-
50 veces superior a los valores aqui obtenidos), concluyendo que el TBBPA no
representa riesgos para la salud humana ni para el medio ambiente cuando es utilizado
de forma reactiva y presenta bajo riesgo ambiental cuando es utilizado en forma aditiva
(European Commission, 2008). Esta conclusién se contrapone con resultados recientes
reportados por nuevas investigaciones toxicologicas y de distribucion ambiental
(Malkoske et al., 2016; Waaijers et al., 2013; Yang, Xu, & Zhao, 2013; Zhou et al., 2014)
asi como en la seleccion de organismos mas sensibles a RF para su toxicoldégica como:
V.fisheri, D. rerio, P.subcapitata, T. platyurus, H.attenuata, A. salina o células de O.
mykiss (Debenest et al., 2010; Han et al., 2019; Libralato et al., 2016; Martin-Villamill,
Torres Gavila, & Var6 Vaello, 2016; Mccormick, Paiva, Haggblom, Cooper, & White, 2010;
Molina-Salinas & Said-Fernandez, 2006).
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8.4. Nanofibras de quitosano/alcohol polivinilico

8.4.1. Morfologia

Los estudios de morfologia se realizaron de acuerdo con lo establecido en el
apartado 7.3.1.8.1 y con dos tipos de inyectores diferentes (aguja y carrusel) con el fin de
estudiar la estructura, distribucion y diametro de las fibras electrohiladas. En la Tabla 16
se muestran los diferentes pardmetros de trabajo en la formacion de las peliculas de
nanofibras, asi como las micrografias y observaciones correspondientes.

Tabla 16. Parametros experimentales de electrohilado (Elaboracion propia, 2018).

. " Parametros de .
Micrografia . Observaciones
electrohilado

Muestra: AA-010
‘,‘{:. Tipo de inyector: Aguja
(,ﬁ Potencial eléctrico: 25kV
> . Flujo: 0.2 mL/min
ﬂ[k’ﬁ = Distancia: 20 cm
3 X Tiempo: 30 min
Humedad: 23%
Solucién de procedencia:
100% PVA

4
’;' Las fibras presentan una
v morfologia cilindrica
' uniforme sin presencia de
bulbos; con diametro
medio de 312.9 nm en un

intervalo de 211 a 422 nm

@
%

N
@
9!

v
»
‘»'Qr/

Muestra: RA-010

Tipo de inyector: Carrusel Las fibras presentan
Potencial eléctrico: 25kV morfologia irregular con
Flujo: S/D* ramificaciones y  sin
Distancia: 10 cm presencia de bulbos.
Tiempo: 30 min Didmetro medio de
Humedad: 27% 496.76 en un intervalo de
Solucién de procedencia: 97 a 1886 nm.

100% PVA

Las fibras presentan
bulbos bien definidos de
tamafio variable de 726
nm de ancho por 1663 nm
de largo hasta 1044 x
3200 nm; didmetro medio
de fibras de 222 nm vy
distribucién normal en un
intervalo de 106 a 346
nm.

Muestra: AC-310

Tipo de inyector: Aguja
Potencial eléctrico:20kV
Flujo: 0.2 mL/min

Distancia: 20 cm

Tiempo: 60 min

Humedad: 25%

Solucién de procedencia: 3%
QS, 10% PVA, relacion 1:1
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Tabla 16. Parametros experimentales de electrohilado (Elaboracion propia, 2018).
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Muestra: RD-310
Tipo de inyector: Carrusel
Potencial eléctrico: 20kV
Flujo: S/D*
Distancia 10 cm
Tiempo: 30 min
Humedad: 32%

Solucién de procedencia:
3%QS, 10% PVA, relacién 1:1

Muestra: AG-310

Tipo de inyector: Aguja
Potencial eléctrico:20kV
Flujo: 0.2 mL/min

Distancia: 20 cm

Tiempo: 60 min

Humedad: 25%

Solucién de procedencia: 3%
QS, 10% PVA, relacion 1:1

Muestra: AH-310

Tipo de inyector: Aguja
Potencial eléctrico:25kV
Flujo: 0.2 mL/min

Distancia: 20 cm

Tiempo: 60 min

Humedad: 25%

Solucién de procedencia: 3%
QS, 10% PVA, relacion 1:1

Muestra: Al-310

Tipo de inyector: Aguja
Potencial eléctrico:20kV
Flujo: 0.2 mL/min
Distancia: 15 cm
Tiempo: 60 min
Humedad: 25%

Solucién de procedencia: 3%
QS, 10% PVA, relacion 1:1

Las fibras presentan
irregularidades en su
morfologia y acumulacién
de material de diferentes
tamafos y longitudes, con
baja presencia de bulbos lo
largo de la superficie

Las fibras presentan bulbos
de 462 a 2670 nm de ancho
por 1042 a 2711 nm de
largo distribuidos de
manera uniforme sobre
toda superficie de la fibra;
diametro medio de 224 nm
en un intervalo de 108 nm a
353 nm; sin acumulacion de
material

Las fibras presentan
morfologia cilindrica con
didametro medio de 230 nm
en unintervalode 115 nma
318 nm. Sin evidencia de

bulbos y una aislada
presencia de  material
acumulado.

Las fibras presentan una
morfologia cilindrica
uniforme sin presencia de
bulbos; con diametro
medio de 212.9 nm en un

intervalo de 114 a 302 nm.
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De la Tabla anterior se puede concluir que el mejor método de inyeccion de
muestra es el método de aguja (Tabla 16, figura a), debido a la obtencion de fibras de
diametros homogéneos, sin presencia de bulbos ni de acumulacion de material a lo largo
de la superficie de estudio, en comparacién con la inyeccion por el método de carrusel
(Tabla 16, figura b).

Si bien es cierto que el tiempo de electrohilado es menor en el método de carrusel
debido a la formacién de multiples gotas sobre la superficie de este, representa una
desventaja por la variabilidad del tamafio de estas y su decremento durante el transcurso
del proceso de electrohilado, o que ocasiona que el didmetro de las fibras presente alta
variabilidad y acumulacién de material; es por lo que se decidié utilizar para las pruebas
subsecuentes el inyector de aguja. Los efectos del inyector de tipo carrusel pueden
observarse en las micrografias de las muestras RA-010 y RD-310 (Tabla 16, figuras by

d), mientras que los tipos de inyectores utilizados se muestran en la Figura 19.

Figura 19. Inyector de aguja (a) y carrusel (b) en el electrohilado de nanofibras.

Por otro lado, puede observarse la presencia de bulbos (cuentas), los cuales son
defectos que disminuyen la superficie por unidad de area de fibra (ver fibras AC-310 y
AG-310). Estos son defectos comunes que pueden atribuirse a la tension superficial, que
convierte el cono de Taylor en gotas; a la repulsion de las cargas electrostaticas en la
superficie del jet del polimero; y a potenciales eléctricos bajos, propiciando la
acumulacion de material en la salida del inyector al no contrarrestar la tension superficial
del polimero (Rebia, Rozet, Tamada, & Tanaka, 2018). Es por lo que, aumentar el

potencial eléctrico favorece la repulsion de las cargas electrostaticas a lo largo del cono
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de Taylor y la superficie del jet ayudando a la formacion de fibras homogéneas de

diametros menores, esto se puede observar en las fibras AH-310 y Al-310.

De los resultados anteriores puede observarse que la fibra que presenta la mejor
morfologia es la Al-310, esto es sin presencia de bulbos, fibras uniformes y diametro
pequefio; razén por la cual se utilizara en la inmovilizacion de enzimas. Resultados
similares fueron reportados por Esmaeili & Beni (2014) para fibras de QS-PVA con
diametro de 214 nm, por su parte Seino et al. (2018) obtuvieron didmetros de 230 nm
para fibras de PVA y Zeng et al. (2016) reportaron diametros de fibra en un intervalo de

70 — 200 nm para nanofibras con diferente composicion de QS-PVA.

De forma analoga a la determinacion del diametro de cada fibra, se midié y estimo
con ayuda del software de procesamiento de imagenes, el area superficial de la fibra Al-
310 asi como de sus repeticiones, el area aparente se situdé en 96.6 + 19.1 m?/g. Este
bajo valor de area superficial se debe a la forma de estimacion de la superficie por
procesamiento de imagen, ya que solo es posible medir las capas superficiales de fibras
en la micrografia, dejando de lado las capas mas internas, por lo cual es recomendable
realizar un estudio utilizando isotermas de adsorcion que permitiran cuantificar de mejor
manera el area de las NFsQ. Utilizando isotermas de adsorcién de niquel y cobalto
Esmaeili & Beni (2014) reportaron valores de area superficial de 214 m?/g para
nanofibras de QS-PVA.

Es conveniente realizar estudios detallados de los parametros de electrohilado con
el fin de optimizar y conocer la contribucién de cada uno de ellos en la generacion de
nanofibras de QS-PVA. Finalmente, deberan realizarse pruebas que permitan conocer
de forma adecuada el area superficial de las fibras, pues la estimacion por analisis digital

de imagen no permite conocer el area efectiva de las NFsQ.

8.4.2. Caracterizacion de las NFsQ

8.4.2.1. Espectroscopia de infrarrojo

En la figura 20 se ilustran los espectros infrarrojos obtenidos para el (a) QS, (b)
PVA 'y (c) NFsQ. En el espectro correspondiente a PVA (b) se pueden apreciar bandas
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caracteristicas de este compuesto, las cuales son atribuidas a las vibraciones por tension
de los enlaces —-OH y —CH2 a los 3322 cm™ y 2915 cm, respectivamente (Bonilla,
Fortunati, Atarés, Chiralt, & Kenny, 2014), ademas de las bandas pertenecientes a las
vibraciones por flexiéon de los enlaces —OH a los 1428 cm™*, C-H alos 1321 cmy C-O-H
alos 1088 cm™ (Rebia et al., 2018).

Por su parte, el espectro del QS (a) presenta las bandas caracteristicas de los
grupos funcionales de la molécula de quitosano en la region de los 650 a 4000 cm™. La
banda en la zona de los 3000 a 3600 cm™ se atribuye a las vibraciones por tensién de
los enlaces O-H y N-H, la forma ancha de esta banda se debe a la presencia de enlaces
por puentes de hidrégeno presentes en el biopolimero (Branca et al., 2016), la banda a
los 2870 cm™ es debida a las vibraciones por tensién asimétrica del enlace C-H, mientras
gue las bandas correspondientes a los grupos amino pueden ser asignadas a los 1644
cm para las vibraciones por flexion del enlace —NH2 (Pawlak & Mucha, 2003) y a los
1582 cm! para la tensién del enlace N-H (Bonilla et al., 2014), por su parte la banda
correspondiente a los 1419 cm es debida a la tensién den enlace C-CHz, las bandas a
los 1319 cm (amida lll) y 1377 cm se atribuyen a las vibraciones por flexién de la unidad
glucosamina del biopolimero (Abdel-Fattah, Jiang, El-Bassyouni, & Laurencin, 2007),
también se aprecian las bandas por tension asimétrica a 1144 cm del grupo C-O-C en
la molécula, asi como las vibraciones del anillo piranésico a 1092 cm-! que involucran las
vibraciones del enlace C-O (Mauricio-Sanchez, Salazar, Luna-Barcenas, & Mendoza-
Galvan, 2018), finalmente se puede apreciar una banda de absorciébn a los 893
correspondiente a las vibraciones del grupo CH3CO- (Corazzari et al., 2015; Pawlak &
Mucha, 2003).

Finalmente el espectro correspondiente a NFsQ muestra ligeras diferencias con
respecto al espectro de PVA, puede distinguirse la presencia de algunos de los grupos
funcionales del QS en las bandas correspondientes a los grupos amino, esto es a los
1644 cm*y 1582 cm asignados a las vibraciones por flexiéon y tensién de los enlaces —
NHz y N-H respectivamente (Bonilla et al., 2014; Pawlak & Mucha, 2003); asi como a los
893 cm para las vibraciones del grupo CHsCO- (Corazzari et al., 2015). Ademas, se

puede apreciar la disminucion de la intensidad de la banda correspondiente a la tension
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del enlace —CH2 (2915 cm) en comparacién con el espectro de PVA puro, lo cual de
acuerdo con Bonilla et al. (2014), puede adjudicarse a la presencia de interacciones
especificas como puentes de hidrogeno entre los grupos funcionales de ambos
polimeros, afectando asi las intensidades de banda y generando el enmascaramiento de

los grupos funcionales caracteristicos de cada uno.

Transmitancia (%)

1 l T T ) T L]
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Figura 20. Espectro infrarrojo de (a) QS, (b) PVA 'y (¢) NFsQ (Elaboracion propia, 2018).

8.4.2.2. Calorimetria de Barrido Diferencial

Los ensayos térmicos se realizaron de acuerdo con la metodologia descrita en el
apartado 7.3.1.8.1., En la figura 21 se presentan los resultados de estas pruebas para los
polimeros PVA y QS puros, asi como la NFsQ que presentd la mejor distribucién y

morfologia.
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Figura 21. Termogramas DSC para QS (rojo), PVA (azul) y NFsQ (verde) con rampa de
calentamiento 10 0C/min y atmosfera de nitrdgeno (Elaboracion propia, 2018).

En los termogramas obtenidos en la caracterizacion DSC se puede observar que
el QS (verde) presenta tres eventos térmicos principales, el primero de ellos ocurre ente
los 20-220 °C, observandose un poco endotérmico alrededor de los 75 °C, lo cual de
acuerdo con Kaya et al., (2016) se debe al agua contenida en el interior del polimero la
cual actia como plastificante al formar enlaces por puentes de hidrogeno con los grupos
hidroxilo y amino presentes en el polimero, permitiendo la movilidad de las cadenas

poliméricas.

Un segundo evento térmico ocurre entre los 220 °C y 380 °C con un poco
exotérmico alrededor de los 311 °C, el cual puede ser atribuido a la degradacion de la
estructura sacarida de la molécula, incluyendo la deshidratacion del anillo pirandsico y la
descomposicion de las unidades acetiladas y desacetiladas a lo largo de la cadena

polimerica.

Por su parte, el termograma correspondiente al PVA (azul) muestra un pico
endotérmico a los 53.7 °C lo cual esta relacionado con la temperatura de transicion vitrea

(Tg). Un segundo evento térmico se presentd a los 190 °C, este puede ser asignado a la
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temperatura de fusion del PVA y finalmente un tercer pico endotérmico a los 313 °C lo

cual se atribuye a la degradacion del PVA.

De manera analoga a los espectros FT-IR, los termogramas correspondientes a
NFsQ presenta caracteristicas de los polimeros puros. El valor de la Tg de la mezcla
presento un ligero aumento con respecto al PVA, esto debido a la presencia de QS y sus
interacciones con el PVA a través de la formacion de enlaces por puentes de hidrogeno
y el posible aumento del peso molecular medio de la fibra (Bonilla et al., 2014). Asi mismo,
puede notarse un decremento en la temperatura de fusion del PVA debido a la
degradacion exotérmica del QS la cual ocurre a la misma temperatura. Los resultados de
esta prueba sumados a la espectroscopia FTIR son evidencia de la presencia de una

mezcla de QS y PVA en las nanofibras obtenidas.

8.5. Caracterizacion del sistema NFsQ-CPO

La inmovilizacién de enzimas es una estrategia empleada comunmente para
incrementar la estabilidad de estas, permite su reutilizaciéon, ademas de facilitar la
separacion de los productos obtenidos del medio de reaccién y como resultado de su uso
los procesos enzimaticos son en consecuencia mas econémicos (Gupta, Kaloti, Kapoor,
& Solanki, 2011; Andres lllanes, 2008; Romo et al., 2012).

8.5.1. Morfologia

Es por las razones anteriormente expuestas que, la CPO fue inmovilizada en las
nanofibras. La inmovilizacion se realizé de acuerdo con lo descrito en el apartado 7.3.1.9.
y se eligieron aquellas nanofibras que presentaron una morfologia cilindrica uniforme y
sin presencia de bulbos que pudieran disminuir el area superficial del nanomaterial, lo
que reduciria la cantidad de biocatalizador inmovilizado, ademas de reducir la variabilidad

de los datos.

En la Figura 20 se muestran las micrografias correspondientes a las diferentes

etapas de inmovilizacién (reticulacién e inmovilizacién), en ella se muestra que las fibras
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reticuladas no presentan cambios morfologicos importantes (figura 22a y 22c) en

comparacion con las fibras electrohiladas sin modificar (ver Tabla 15, Figura g).

12mm’ SSB0 X1,000  A0um | se—

m Y e S TR 1457 ¥ ‘i'ag

Figura 22. Micrografias SEM a 5000X (arriba) y 1000X (abajo), para nanofibras de quitosano
activadas con glutaraldehido (a) y (c) e inmovilizadas con CPO (b) y (d). (Elaboracién propia,
2019)

Asimismo, puede observarse que el cambio mas importante registrado ocurre en
la inmovilizacién enzimatica ya que la estructura morfologica de las fibras muestra ser
cilindrica irregular y entrecruzada (Figura 22b) en comparacion con las nanofibras
activadas (Figura 22a), ademas se observa la presencia del biocatalizador en forma de

gotas irregulares presentes a lo largo de la superficie del material (Figura 22d).

Por otra parte, el diametro de las NFsQ-CPO calculado por andlisis digital de
imagen incrementa de 213 nm a 245 nm, mientras que la superficie del material se reduce
un 14% al estar hidratadas y en contacto con el biocatalizador pasando de 1 cm? a 0.864
cm? en promedio, por su parte el andlisis digital de imagen revelé una disminucién del
area superficial de las NFsQ-CPO de 96.6 m?/g a 68.7 m?/g, lo cual representa una

reduccion de aproximadamente 28.8%. Esta reduccién en el calculo del area superficial
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puede explicarse debido a la presencia de CPO sobre la superficie del material, lo cual
ademas de disminuir el area de contacto fisica también reduce la superficie visible de las
fibras al encontrarse cubiertas por el biocatalizador, lo cual puede llevar a subestimar el
area calculada; debido a esta limitacién es que se recomienda realizar isotermas de

adsorcion que permitan conocer el area real de este material.

8.5.2. Adsorcion

Para conocer la cantidad de TBBPA que puede ser removido sin ser degradado
por las NFsQ-CPO se realizaron pruebas de adsorcion que permitieran cuantificarlo.

Estas pruebas se realizaron conforme a lo establecido en el apartado 7.3.1.10.

Los resultados mostraron que después de 30 minutos de contacto, las NFsQ-CPO
solo removieron el 1.6% del TBBPA inicial, este valor incrementa a 2.5% después de 120
minutos de contacto; por lo cual se puede considerar a este fendmeno fisico como
despreciable al no contribuir de manera significativa (p>0.05) a la remocion del TBBPA

presente.

8.5.3. Actividad enzimética

La determinacion de la actividad enzimatica de las NFsQ-CPO se cuantificé de
acuerdo con lo establecido en el apartado 7.3.1.9. utilizando acetato de tionina como
sustrato. Los resultados de estas pruebas revelarén un rendimiento de inmovilizacion del
14.8% de la CPO dosificada, esto es, 340.4 nmoles/cm?.

Este rendimiento de inmovilizacién fue comparado con el rendimiento de otros
materiales nano y micro estructurados haciendo uso de diferentes enzimas; este proceso
de inmovilizacion se realizé de acuerdo con lo reportado por Zimmermann et al. (2011).
Las pruebas fueron realizadas en el laboratorio de Biotecnologia Ambiental perteneciente
al deptartamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Santiago de Compostela,

Espafia. El resumen de estos ensayos se presentan en la Tabla 17.
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Tabla 17. Comparacién del rendimiento de inmovilizacion de enzimas en diferentes soportes
(Elaboracién propia, 2018).

. - o
e e Rendimiento Maximo (%)

uP’s* NP’s"  NFsQ

Lacasa 98.8 114 89.9
Manganeso Peroxidasa 31.7 37.5 64.6
Galactosa Oxidasa 38.4 60.3 17.5
Aril Alcohol Oxidasa 1.2 3.1 10.5
Peroxidasa Inespecifica 122.4 161.8 90.9
Cloroperoxidasa SD SD 14.8

* Microparticulas de silice
T Nanoparticulas de silice

Como puede observarse en la tabla anterior, el rendimiento de inmovilizacién es
variado en funcion del soporte y enzima utilizados; sin embargo, cabe destacar que el
rendimiento en la inmovilizacion para otras enzimas como Lacasa, Manganeso
Peroxidasa y Peroxidasa Inespecifica es cercano o incluso mayor que los soportes de
silice utilizados comunmente en la inmovilizacién de enzimas. Lo cual evidencia el alto

potencial de aplicacion y uso de las NFsQ en la inmovilizacion de biocatalizadores.

8.6. Oxidacién enzimatica del TBBPA mediante NFsQ-CPO

Una vez caracterizadas las NFsQ-CPO, se ensay0 la capacidad oxidativa de
sistema sobre el TTBPA, esto de acuerdo con la metodologia descrita en el apartado
7.3.1.1. En la Figura 23 se muestra el cromatograma correspondiente a la reaccion de
oxidacion enzimatica del TBBPA.

Se puede observar que el tiempo de retencion se ubico a los 8.47 minutos para
este compuesto, ademas de una clara disminucién del area, lo cual es indicativo de la
transformacion del sustrato por la enzima, que para este caso es equivalente a una
conversion del 54.93% en los 30 primeros minutos de reaccion, es decir, una disminucion
de la velocidad de transformacion del 41.25%; sin embargo este valor de remocién se
incremento6 a 89.27% después de 90 minutos de reaccién, con un valor k de 0.076 min-,
lo que representa 36% menos que la enzima libre. Resultados de conversion similares

fueron reportados por Xu et al. (2015) con el uso de nanofibras de nitrocelulosa, logrando
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una conversion del 95.9% en 180 minutos para este RF, lo cual representa el doble de

tiempo en la remociéon del TBBPA.
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Figura 23. Oxidacién enzimatica del TBBPA por NFsQ-CPO antes (negro) y después (verde) de
30 minutos de oxidacion enziméatica (Elaboracion propia, 2019).

Por otra parte, la pérdida de actividad enzimética de los biocatalizadores ha sido
ampliamente reportada y puede atribuirse a la técnica de inmovilizacion, debido a algin
cambio conformacional que diera lugar a una forma desactivada, a que la unién al soporte
impida el paso del sustrato al centro activo de la enzima o a la desnaturalizacion de esta
altima (Miguel Arroyo, 1998; Bilal et al., 2016; Diaz Ramos, 2012; Zimmermann et al.,
2011).

Sin embargo, a pesar de la pérdida de actividad del sistema inmovilizado, los
resultados obtenidos en la degradacion del TBBPA en esta investigacion muestra que,
tanto el porcentaje de biotransformacion (aproximadamente 90%) como el tiempo para
alcanzarla, se encuentra dentro de lo reportado por otras investigaciones, las cuales
hacen uso de métodos quimicos o bioldgicos; como lo reportado por Xu et al., (2015) al
utilizar nanofibras de nitrocelulosa para la inmovilizacion de la enzima HRP, logrando la
conversion del 93.9% de TBBPA en 3 horas; mientras que Fan et al., (2017) emplearon
biofilms de Trichococcus, Propioniciclava y Azoarcus logrando una conversion del 100%
en 48 h; por su parte Sun et al., (2014) lograron la remocion del 60.8% de TBBPA en 20
dias al usar humedales con las especies Oryza sativa y Phragmites austalis; por su parte
Bao & Niu, (2015) degradaron del 72.4% al 99.9% al irradiar un muestras modelo de

TBBPA con luz solar simulada (lampara de Xendon 500W) durante 3 h; o el uso de
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nanotubos de carbono/Fe20s3 irradiados con luz UV reportados por Wu et al., ( 2019) en
la conversion del 60% del TBBPA en 30 min.

Si bien es cierto que la ventaja de un tratamiento quimico o de oxidacion avanzada
puede conducir a la mineralizacion de los contaminantes, presentan una desventaja en
el consumo energético o el tiempo de operacion requerido para lograr dicha
transformacion; mientras que la técnica propuesta en esta investigacion puede lograr
porcentajes de conversion similares en menor tiempo (90 min), ademas de contribuir a

disminucién del caracter contaminante, toéxico y recalcitrante del TBBPA.

Por otra parte, la caracterizacion de las aguas residuales permitio evaluar la
eficiencia biocatalitica en la transformacion del retardador de flama TBBPA. Los
resultados de estas pruebas evidencian que la eficiencia en la conversion del TBBPA por
las nanofibras biocataliticas no se ve afectada en gran medida por la presencia de sales
en forma de nitratos, fosfatos y sulfatos; ni por la presencia de grandes concentraciones
de materia organica e inorganica en el efluente (reflejados por la DBO y DQO) que
pudieran causar algun tipo de inhibicibn del biocatalizador inmovilizado o la
desnaturalizacién de este; ya que la conversion de este compuesto en 30 minutos de
reaccion paso del 94.8% en muestras modelo a 90.2% en aguas residuales tratadas
(disminucion del 4.6%) para el biocatalizador sin inmovilizar; y del 54.9% a 53.5% para el
biocatalizador inmovilizado en muestras modelo y agua residual tratada respectivamente
(disminucion del 1.4%). Sin embargo, se debe mencionar que el pH de las aguas

residuales utilizadas fue ajustado a 3.0 para asegurar la maxima actividad enzimética.

Debido a esta limitante es que fue necesario realizar pruebas de estabilidad
operacional al sistema inmovilizado, evaluando su actividad y eficiencia en la conversion

del RF a pH superior a 3.0 y cercanos al pH del efluente en la descarga de la PTAR

8.7. Estabilidad operacional del sistema NFsQ-CPO

La estabilidad operacional del sistema inmovilizado permite explorar la aplicacién

practica del biocatalizador. Estudios recientes han demostrado que la inmovilizacion con
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QS y otros materias como el PVA y derivados de silice pueden mejorar la estabilidad de
las peroxidasas al proporcionar un microambiente que protege a la enzima de los cambios
de pH que ocurren en el avance de la reaccion (Aburto et al., 2005; Romo et al., 2012;
Xu et al., 2013). Aunado a esto, un sistema biocatalitico inmovilizado adecuado para su
uso en biocatalisis ambiental debera ser capaz de ser estable a condiciones fluctuantes

de pH, temperatura y complejidad de la matriz tratada

En el caso de la CPO, dos de los factores determinantes en su eventual aplicacion
industrial son su estrecho perfil de pH en el que presenta actividad, asi como la dificultad
de reutilizar la enzima en diferentes ciclos de tratamiento. Es por estas razones que se
realizaron pruebas que permitirAn conocer los limites maximos de operacion del
biocatalizador inmovilizado para su potencial aplicacion en diferentes muestras

ambientales.

8.7.1. Estabilidad al pH.

Los resultados para las pruebas de estabilidad al pH presentado en la Figura 24
muestra que la inmovilizacién del CPO en nanofibras amplia el rango de pH hasta un
maximo de 7, mostrando actividad casi de forma constante en el intervalo de pH de 3- 6
y manteniendo a pH 7 el 19.57% de la actividad original exhibida a pH 3; mientras que su

contraparte sin inmovilizar presenta una pérdida del 97.86% a pH 6.0.

Este resultado puede explicarse debido a la formacién de un microambiente
protector debido a la naturaleza biocompatible de los polimeros que forman la
nanoestructura, permitiendo a la enzima permanecer activa a pH superiores. (M. Arroyo,
Acebal, & de la Mata, 2017; del Monte-Martinez et al., 2013; Wang, Wan, Liu, Huang, &
Xu, 2009). Resultados similares fueron obtenidos en una investigacion anterior con el uso
de soportes de quitosano en la inmovilizacion de CPO para la degradacion de
contaminantes farmacéuticos, logrando retencién de la actividad en casi el 100% a pH
5.0 mientras que la enzima sin inmovilizar presenté 60% de dicha actividad (Garcia-
Zamora et al., 2018).
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Figura 24. Comparacion de la estabilidad al pH de la enzima libre e inmovilizada
(Elaboracién propia, 2019)

El hecho de que la inmovilizacién de CPO en NFsQ permita su actividad a un pH
superior a 5, pH al cual la enzima se desnaturaliza irreversiblemente (Aburto et al., 2005;
Valderrama, Ayala, & Vazquez-duhalt, 2002), incrementa el potencial de aplicacién del
sistema NFsQ-CPO en diferentes aplicaciones, incluyendo la posibilidad de su
implementacion en el tratamiento efluentes de las PTAR con minimos ajustes de ser
necesario, ya estas deben de descargar efluentes con pH 6 — 8 (NMX-AA-028-SCFI-

2001), lo cual representa un gran avance para su aplicacion en biocatalisis ambiental.

8.7.2. Reusabilidad.

Como segunda prueba de estabilidad del sistema NFsQ-CPO, se determiné el
namero de ciclos que es posible reutilizar el biocatalizador inmovilizado debido a que este
factor es esencial para la aplicacion practica del mismo. En la Figura 5 se muestran los

resultados de estas pruebas de estabilidad para el sistema NFsQ-CPO.

En dicha figura se puede observar que, este sistema podria reutilizarse durante un
maximo de tres ciclos de reaccion con un porcentaje de conversion superior al 65%, pues
a partir del cuarto ciclo de reaccidn este porcentaje de conversion disminuye
aproximadamente un 27% por cada ciclo posterior, lo cual representa una pérdida del
82.7% en el quinto ciclo de redso, mientras que el sexto ciclo de uso, el sistema solo logra
degradar menos del 1% del TBBPA presente, lo cual indica la desactivacion del
biocatalizador inmovilizado.
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Figura 25. Reusabilidad de las NFsQ-CPO para la oxidacion de TBBPA
(Elaboracién propia, 2019).

Resultados similares fueron reportados en una investigacion anterior para la
inmovilizacion de CPO en macroesferas de quitosano, logrando el retso de dicho
biocatalizador durante tres ciclos y su posterior desactivacion en el cuarto ciclo de
oxidacion de ketorolaco (Garcia-Zamora et al., 2018). La pérdida de actividad de la
actividad peroxidasa ha sido reportada por la inactivacion ocasionada por el H20:2
conocida como inactivacion suicida, lo cual explica la desactivacion de las NFsQ-CPO
(Hidalgo Cuadrado, 2011; Valderrama et al., 2002) .

8.7.3. Degradacién de TBBPA en muestras ambientales

Finalmente, se probé la estabilidad del sistema NFsQ-CPO frente a muestras
ambientales de diferente origen (tres muestras de agua superficial, una muestra de agua
subterranea y agua residual tratada de dos PTAR) las cuales fueron fortificadas con 10
uM de TBBPA y se adicionaron concentraciones de H202 y KCI equivalentes a las
muestras modelo, esto de acuerdo con lo establecido en la seccion 7.3.1.1. Los
resultados de estas pruebas se muestran en la Tabla 18. Estos muestran que la
conversion promedio a los 30 minutos fue del 54%, mientras que a los 90 minutos se

logro una conversion promedio del 89%.
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Tabla 18. Comparacion de la capacidad oxidativa de las NFsQ-CPO para TBBPA en muestras
modelo y ambientales de diferente origen (Elaboracién propia, 2019)

DN (6 I G Degradacié.n de Degradacié.n de
TBBPA 30 min (%) TBBPA 90 min (%)

Muestra modelo 54.93 89.27
Agua destilada 52.87 92.46
PTAR lzUcar Mataros 53.50 87.11
PTAR, C.U. BUAP* 58.62 95.23
Laguna C.U. BUAP? 53.87 91.39
Rio Nexapa* 45.68 79.35
Rio Chapa Chapa’ 57.31 86.75
Subterranea de pozo' 54.86 90.07

Muestras ajustadas a pH: 3.0
Tomada en: *Izticar de Matamoros, Puebla; $Puebla, Puebla; tMisantla, Veracruz.

Lo anterior evidencia que el sistema inmovilizado mantiene la capacidad de
biodegradar al TBBPA en las diferentes matrices de agua, incluidos los efluentes tratados
de las dos PTAR, a pesar de tener condiciones ambientales y caracteristicas
fisicoquimicas diferentes (ver Tabla 19), lo que sugiere que la técnica de degradacion
propuesta en esta investigacion es robusta y de potencial aplicacion en el tratamiento de
efluentes de aguas residuales tratadas y en otras areas como la industria de alimentos o
farmacéutica, en donde la calidad del agua es un requisito muy importante en sus
procesos productivos.

Tabla 19. Caracterizacion fisicoquimica parcial de muestras ambientales de agua

, Agua Agua Superficial Agua residual tratada
Parametro o , z
subterrdanea’ Laguna RioA Rio B PTAR-A PTAR-B
pH 6.55 8.84 7.42 7.54 7.52 7.27
DBO (mg 0, /1) 2.0 3.0 20.0 5.5 160.0 37.0
DQO (mg 0,/L) 5.0 8.5 832.0 16.5 781.5 104.0
SDT (m/L) 652.0 452.0 681.0 636.0 1120.0 1349.0
Conductividad (uS/cm) 921.0 593.0 1313.0 872.0 2260.0 1423.0
Cloro libre (mg/L) 0.09 0.05 0.0 0.165 0.14 0.05
NOs3 ! (mg/L) 4.05 27.45 0.0 39.70 80.0 268.00
PO,3 (mg/L) 0.68 1.78 3.5 0.51 45.0 106.50
S0.% (mg/L) 96.0 74.0 175.0 137.0 95.0 97.0
Mg % (mg/L) 10.0 15.0 35.0 20.0 65.0 15.0
Ca ** (mg/L) 0.0 103.5 160.0 10.0 200.0 0.0
Fe 3 (ng/L) 66.0 18.0 0.375 36.0 1310.0 -

*Muestra tomada en Misantla, Veracruz; Rio A: Nexapa, Izucar de Matamoros; Rio B: Chapa-Chapa, Misantla,
Veracruz; PTAR-A: Izicar de Matamoros; PTAR-B y laguna: BUAP-CU
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8.8. Marco DESSIN en laimplementacion de la propuesta biotecnoldgica

Un problema comun con las intervenciones o respuestas tecnoldgicas para reducir
la problemética ambiental, como el propuesto en esta investigacion, es que los esfuerzos
son dirigidos generalmente contra las causas proximales de problemas especificos,
dejando de lado los factores mas distales o estructurales y sobre todo la articulacion entre
ellos. Este enfoque proximal tiene su fundamento en un enfoque individual de etiologia y
epidemiologia que enfatiza los factores de riesgo inmediatos y a corto plazo, dejando de
lado los riesgos a mediano y largo plazo. Es por lo que se hace necesario la incorporacion
de los procesos mas distales en los andlisis y disefios de las intervenciones o respuestas,
asi como en las interacciones entre los elementos causales, lo cual podria resultar en

respuestas mas efectivas y en ocasiones mas sostenibles.

Por ello en esta investigacion, se propone una serie de respuestas dirigidas a
disminuir los efectos de la contaminacion del Rio Nexapa (el Estado) provocado por la
presencia del COP’s y las actividades antropogénicas en lzucar de Matamoros
(Presiones y Fuerzas motrices del sistema respectivamente), como parte complementaria
a la propuesta biotecnoldgica desarrollada, para la mejora del tratamiento de COP’s en

la PTAR lzUcar de Matamoros, tomando como modelo él TBBPA.

La respuesta tecnoldgica que se propone para PTAR lIzlUcar de Matamoros se basa
en la oxidacion enzimatica, un bioproceso considerado sustentable; pero que, sin
embargo, es normalmente abordado desde la perspectiva disciplinar de biotecnologia, o
ingenieria biol6gica. Para dar un paso adelante en la solucién del problema, en este
trabajo se analiza la eficiencia de la tecnologia, y se evalian los efectos de su
implementacion mediante el marco de referencia DESSIN (Demonstrate Ecosystem
Services Enabling Innovation in the Water Sector), desarrollado por Anzaldua et al.,
(2018).

A continuaciéon, se describe los resultados del desarrollo de la propuesta
tecnolégica con base al marco de referencia DESSIN que permita analizar algunos

aspectos de los efectos de la intervencion tecnolégica en la PTAR lzGcar de Matamos.
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Las tablas 20-22 resumen la informacion para el sistema de acuerdo con las etapas de

la evaluacion

Tabla 20. Capacidades de la intervencion tecnoldgica propuesta para el mejoramiento de la
calidad del agua de la PTAR Izucar de Matamoros (elaboracion propia, 2019)

Respuesta

Implementacion de
tecnologia de
oxidacién enzimatica
avanzada (nanofibras
biocataliticas) como
proceso terciario en
la PTAR

Capacidad
esperada
Reduccion de a
concentracion de
contaminantes

organicos
persistentes

Potencial reduccién
de contaminacion
microbioldgica

Reduccidn de olores
desagradables de
las descargas

Descripcion cualitativa

Eliminacién de
compuestos  organicos
persistentes de tipo

aromatico provenientes
de las descargas
municipales como

plaguicidas, detergentes,
farmacos, productos de
cuidado personal, etc.

Eliminacion de los
coliformes totales y otros
microorganismos
patégenos

Eliminacion por
oxidacién de compuestos
aromaticos volatiles

Descripcion
cuantitativa

Disminucién del 90%
de la concentracién de
compuestos
aromaticos

Potencial eliminacién
de 90% de
microorganismos

patégenos  (Grover,
Borkar, Dinu, Kane, &
Dordick, 2012);
(Renirie et al., 2008);
(Sampaio et al., 2016)
Eliminacién del 60-
90% de compuestos
volatiles (De la Cruz,
Garcia, & Ayala, 2015)

Tabla 21. Efectos de la intervencion propuesta en las Presiones y Estado del Ecosistema

Intervencion
propuesta

Implementacion de
tecnologia de
oxidacién enzimatica
en PTAR

Efecto en las Presiones

Aumento en la calidad de
agua de las descargas
municipales

Incremento en el uso de
agua de buena calidad
para riego agricola

——
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Capacidad
Efecto en el Estado
Calidad quimica (Reduccién de Ia
concentracién de COP’s)
Calidad bioldgica (Reduccion en

contaminacidon microbioldgica)
Calidad fisica (Reduccidn de malos olores)

Calidad quimica (Reduccién de |Ia
concentracién de COP’s)
Calidad bioldgica (Reduccion en

contaminacidon microbioldgica)
Calidad fisica (Reduccidn de malos olores)
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Tabla 22. Lista de servicios ecosistémicos relevantes para el caso asociada a los parametros
afectados del estado

Parametro del

Estado Division
. . Seccion (SE Grupo (CICES Clase SE (CICES
influenciado (SE) (CICES) po( : ( )
por la respuesta
Mediacion de
., desechos o
Transformacion .
., . sustancias . o
Regulaciény de insumos téxicas de Biorremediacién por
Calidad quimica sostenimiento bioquimicos o origen organismos, algas,
(Abidtico) fisicos a los & L . plantas y animales
antropogénico

ecosistemas.
por procesos

Vivos.

Transformacion .
Mediacién de

Regulacion y de insumos . S .,
. - . L inconveniencias Reduccidn de olores
Calidad fisica sostenimiento bioquimicos o .
- . de origen
(Abidtico) fisicos a los ..
antropogénico.

ecosistemas.

Regulacién de -
Mantenimiento .
Mantenimiento de

., condiciones . .
Regulaciony .. del ciclo de vida, . L
. o o fisicas, ., poblaciones y habitats
Calidad quimica sostenimiento . proteccion del . . .,
o quimicas y - (incluida la proteccion
(Bidtico) C . habitat y del "
bioldgicas. " de la reserva genética)
acervo genético
. Agua superficial
Calidad . . . . s -
.. Aprovisionamiento utilizada para El agua superficial
quimica, . Agua .. . .
S, (Abidtico) nutricion, utilizada como material
biolégicay .
.. materiales o (no potable)
fisica ,
energia.

Como se puede observar de las tablas anteriores, la implementacion de la
propuesta biotecnoldgica supone una serie de impactos positivos en la calidad del agua
residual tratada, que va desde la disminucion de COP’s, microorganismos y eliminacion

de olores, contribuyendo a la mejora de la calidad del agua del Rio Nexapa y el uso

seguro de esta agua para riego agricola.
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IX.

CONCLUSIONES

Son los resultados anteriormente mostrados los que permiten concluir que la

propuesta biotecnologica desarrollada en este proyecto de investigacion es

potencialmente aplicable en la mitigacion de la contaminacion por RF y otros COP’s al

ser una técnica ambientalmente segura y de facil aplicacion. Sin embargo, sera necesario

realizar estudios que permitan ampliar la informacion aqui mostrada para llevar a cabo

su escalamiento e implementacién. Dentro de los logros destacables se puede mencionar

que:

>

Se logré la biotransformacion del TBBPA por CPO alcanzando porcentajes de
conversion del 93.5% a los 30 min de reaccién en muestras modelo para la enzima
libre, mientras que para el sistema inmovilizado propuesto se obtuvieron
porcentajes de remocion promedio del 89% en 90 minutos para aguas de diferente
origen y caracteristicas fisicoquimicas, permitiendo el redso del biocatalizador
hasta en 5 ocasiones y su aplicacion a intervalos de pH 3 - 7 conservando el 26%
de actividad enzimatica a pH 7, lo cual representa un avance importante en la

inmovilizacién de enzimas para fines de remediacion ambiental.

Las nanofibras biocataliticas presentan caracteristicas fisicoquimicas deseables
que pueden ser aprovechadas en la remocién del TBBPA vy otros
microcontaminantes; sin embargo, solo pueden inmovilizar pequefias cargas
enzimaticas, por lo cual es importante aumentar el area de este soporte

incrementando el tiempo de electrohilado.

Los productos de degradacion enzimatica son menos toxicos y biodegradables
que su contraparte sin modificar lo cual disminuye la presion antropogénica al Rio
Nexapa. Sin embargo, es necesario profundizar en la toxicidad de los productos
de reaccion, ya que por si mismos representan un riesgo ambiental al causar la
mortandad de los organismos de prueba en las condiciones de operacion

propuestas en esta investigacion.

Los resultados obtenidos en la caracterizacion de la PTAR sumados a la deteccion

de TBBPA en la descarga de la planta sugieren deficiencias en el proceso de
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tratamiento y contribucion a la contaminacion del rio Nexapa; lo cual representa
un riesgo a la salud publica debido a la extraccion de agua para riego agricola de

la zona de estudio.
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