BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
PUEBLA

INSTITUTO DE CIENCIAS

POSGRADO EN CIENCIAS AMBIENTALES

“La Tierra no es de nosotros, nosotros somos de la Tierra”

Disefio y evaluacion de un catalizador enzimatico inmovilizado en el tratamiento de

ciprofloxacino y levofloxacino en agua.

TESIS

Que para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS AMBIENTALES

Presenta

FERNANDO PACHECO TORRES

Directora de tesis:
D.C Gabriela Pérez Osorio

Octubre 2022



BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

INSTITUTO DE CIENCIAS

POSGRADO EN CIENCIAS AMBIENTALES

“La Tierra no es de nosofros, nosotfros somos de la Tierra”

Disefio y evaluaciéon de un catalizador enzimético inmovilizado en el tratamiento de

ciprofloxacino y levofloxacino en agua.

TESIS

Que para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS AMBIENTALES

Presenta

FERNANDO PACHECO TORRES

Comité tutoral:

Directora D.C Gabriela Pérez Osorio

Tutor D.C Fabiola Avelino Flores

Integrante Comité Tutorial D.C José Victor Rosendo Tamariz Flores
Integrante Comité Tutorial D.C J Santos Herndndez Zepeda

Octubre 2022



C. FERNANDO PACHECO TORRES

Por este conducto me permito comunicarle que los miembros del jurado integrado
por:

D.C EDUARTO TORRES RAMIREZ ~ PRESIDENTE
D.C EDITH CHAVEZ BRAVO SECRETARIA
D.C WENDY ARGELIA GARCIA SUASTEGUI PRIMER VOCAL
D.C CYNTHIA ROMERO GUIDO SEGUNDO VOCAL
D.C JOSE VICTOR TAMARIZ FLORES PRIMER SUPLENTE

Designado para la defensa de su tesis “Disefio y evaluacién de un
catalizador enzimatico inmovilizado en el tratamiento de
ciprofloxacino y levofloxacino en agua” han manifestado mediante su voto
que ésta cumple con los méritos suficientes para ser defendida como tesis de
grado de Maestria en Ciencias Ambientales, por lo que este Posgrado le autoriza
la impresion de la misma.

Sin otro asunto en lo particular, quedo de Usted.

ATENTAMENTE

“Pensar bien, para vivir mejor/’s ¥
Puebla de Z; 20 de octubre ,Q?Z

Dra. Rosalia del Carmen Cis
Coordinadora

Posgrado en Ciencias Ambientales Edificio IC6,
Instituto de Ciencias (ICUAP) Ciudad Universitaria,
“ Col. San Manuel, Puebla, Pue. C.P. 72570
01 (222) 229 55 00 Ext. 7056



Agradecimientos

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por la beca otorgada durante la realizacién de

mis estudios de maestria con nimero de apoyo 770041.

Se agradece a la Vicerrectoria de Investigacion y Estudios de Posgrado por el apoyo otorgado para la
conclusién de esta tesis dentro del Eje IV. Modelo de Investigacion abierta y compartida. Objetivo 13.
Formar recursos humanos que impacten positivamente en el contexto social y cientifico como
consecuencia de su accionar en una comunidad para lograr una educacién desarrolladora de la

transformacion. Indicador establecido en el Plan de Desarrollo Institucional 2021-2025.

Al Posgrado en Ciencias Ambientales por aceptarme y formarme como Maestro en Ciencias
Ambientales. A mi asesora de tesis, la Dra. Gabriela Pérez Osorio por compartir su conocimiento, su
tiempo y este camino de dos afios, y al Dr. Eduardo Torres Ramirez por guiarme en la fase experimental,
dando apoyo con espacio de trabajo, insumos y su amplio conocimiento. A mi comité tutorial, cuyas

contribuciones fueron muy valiosas para enriquecer mi trabajo de tesis.

Mi mas profundo agradecimiento de corazén a mis padres Sandra Maria del Rosario y Otto Raul; gracias
por haberme forjado como la persona que soy en la actualidad; muchos de mis logros se los debo a
ustedes, entre los que incluyo este; gracias por sus ensefianzas, por sus palabras de aliento y su manera

de instruirme para afrontar las verdades de la vida.



Dedicatoria

A mi compaiiero de vida, Jonathan; y a nuestros perros, Jake, Negra y Canela.



INDICE

L INTRODUCCION .....uvieieitiieeetete ettt ettt ettt s esas e sas s as s s s es s et et esasesesesesesesetes et eseseseseasasssasssasassanas 1
II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ......coottiiiiteiiee et e siee ettt siteesveessateesbaeesteesssaesssseesnsassnseessnseeessneenns 2
I JUSTIFICACION. ...ttt ettt ettt asas s sa s s st es et et et et et et et et et et e s et et eses et eaessasanesasssasansanas 4
IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION E HIPOTESIS .....cvoveuieieieieeeeereeeeesetesesesesesesesesesesesesesesesesessssssansssessnes 5
IV.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION......cocveveveteteteeeececeeeesesesesesesesesesesese ettt s sesesssessssssssasssssesasesans 5
IV.2 HIPOTESIS .....vuieiviiectciete sttt sae st bbb b bbb b s bbb s b ssa st s e 5
Vo OBIETIVIOS .ttt e e e ettt e s e e e e et e e et e eeeeeeaeeea s s eeeeesaaebaaaaeeaesaeesssaaseeeaenenssannnnns 6
V.1 OBJELIVO ZENEIAL...ciii ittt et e e sttt e e st e e e e sbae e e s sbteeesebeeeessbeaeessseeeeesnes 6
V.2 ObjetiVOS @SPECITICOS. . vtiiiiiiiiee ittt e et e e e et te e e e e bt e e e e ebteeesebteeesebeeeeeeseeeeeaanes 6
VI. MARCO DE REFERENCIA . ...ttt ettt s s e e ettt s s s e e e et etab s e s e e e s aae b e e e e eeeaaessaaseeeaesenesanannss 7
VA B Y T oo I =T T ole TSP UPPPRPPNS 7
VI.1.1 Antibioticos flUuOroqUINOIONEAS. .........uiiiieiiiie e e e e e aae e e s ae e e e nraeee s 9
VI.1.2 Biocatalisis ambiental .........coociiiiiiiiiie e 12
VI.1.3 INMOVilizacion de ENZIMAS .....c.uueiieiiiieiciiiie ettt e e ree s e s e e e s abee e e s sbee e e snbeeessnnrees 14
VE.1.4 OXiO @ SHICIO w.vurveveerrerisetieeieisese s sssesesssseassse e sse st s s sttt s s st ssss et ssnsenes 17
VI.1.5 Situacién actual de la contaminacién de agua en el Estado de Puebla..........cccccevevvveennnen. 18
VI.1.6 Infraestructura de tratamiento y monitoreo de la calidad del agua en el Estado de Puebla
......................................................................................................................................................... 20
VA VT olo B [T | O PR 33
V1.2.1 Andlisis de la normatividad referente a la contaminacidn del agua por antibidticos .......... 33
VA B R T o Yo Yo [T e V7T A= Yol o o [T 42
VI METODOLOGIA ...ttt sttt s st s st naes 44
VII.1 Anadlisis de Infraestructura hidraulica y contaminacion del agua en el Estado de Puebla ........ 44
VII.1.1 Descripcidn general socioecondmica y ambiental del Estado.......ccccceeecvvveeeicieeeecciien e, 44
VII.1.2 Plantas tratamiento de aguas residuales (PTAR) ......cccccvueeeieeecieecieeecree e e evee e 44
VI1.1.3 Contaminacion del @BUA .....cccuuvieeicuiiieiciie ettt et e e e e e st e s bae e e abe e e e s ares 44
VII.2 Disefio y caracterizacidn del catalizador cloroperoxidasa/diéxido de silicio (CPO/SiO,) .......... 44
VI11.2.1 Sintesis y caracterizacion del SOPOrte SiOz ......uiieiciieeeeciiiee et 44
VII.2.2 Sintesis y caracterizacion del catalizador CPO/SIOa...ccuiiveeieeieeeieereecreeceesiee st eee e esveens 45
VII.3 Oxidacion de los antibidticos ciprofloxacino y levofloxacino (CIP y LEVO) con el CPO/SiO;..... 46
VI1.3.1 Preparacion de las soluciones sintéticas de antibidticos (CIP y LEVO) ......cccccccveveeecreeeeennnen. 46
VI1.3.2 Pruebas de degradacion de los antibidticos con la enzima CPO .........cccooeeeeciieeeeciiee e, 47
VII.4 Evaluaciéon del desempefio del catalizador CPO/SiO, en agua del lago de ciudad universitaria
(O TSRS 47
VI11.4.1 Descripcidn y ubicacion de 1a zona de estudio ......c..eeveeiieeeiiiiiee e 47
VI1.4.2 Muestreo y caracterizacion fisicoquimica del agua.......cccceeeeieeeiiiieee e 48
VI11.4.3 Pruebas de degradacion de CIP Y LEVO en agua del lagode CU .......cccccvveeeviieeeccieee e, 56
VIl RESULTADOS Y DISCUSION .....ooveveieeeeveteveeseceetetetetessesaetesesessesassesssesssssessesesesssesssassesssesssesassesesasens 57
VIII.1 Caracteristicas fisicoquimicas del catalizador CPO/SiOz.......covevreereeieeereeireecreeeteestee e eve v 57
VIII.1.1 Estructura cristalina y tamafio de particula del soporte SiOz......ccceeeeeeiieeeeciiieeeeciiee e, 57
VIII.1.2 Morfologia de las particulas del SiOz.......uieecuieieiiiiiee et 58
VII1.1.3 Composicion quimica elemental del SiOz .......ueiiiiiiieeeciieeecee e 59
VIII.1.4 Espectroscopia IR del SiOz......uuiiiiiiiieiiiiiiee ettt e e ree e e tee e e s rae e s e ara e e s eeres 59
VIII.1.5 Cuantificacion de la enzima inmovilizada en el SiOz......ceevciiiniiiniieiiiiiiiee e 61

VIII.2 Actividad del catalizador CPO/SiO; y degradacion de CIP y LEVO en soluciones modelo........ 62



VI11.2.1 Curvas de calibracion del CIP Y LEVO .......oiiiiiiiiiiiieee ettt esee s iee e s svee e e e s e 62

VII1.2.2 Actividad de la enzima en la oxidacidn de CIP y LEVO......ccoccviiiiiiiieiiniieeesieee e 63

VI111.2.3 Optimizacidn de las condiciones de reaccidn de la enzima CPO .........ccccveivvieeeencieeeeennen, 64

VIII.2.4 Degradacién de CIP y LEVO con el catalizador CPO/SiO; en soluciones modelo................ 67

VI1II.3 Degradacion de los antibidticos en el agua del [ago de CU ........cooocvvieeiiiiiieeciee e 69

VI11.3.1 Caracteristicas fisicoquimicas del @gUa........ccueiiiiiiiiiiiiiee e 69
VIII.3.2 Actividad del catalizador CPO/SiO; en la oxidacién de CIP y LEVO en el agua de la laguna

Lo LI 1 U U UP PSR 71

VII1.3.3 Comparacion del catalizador CPO/SiO; con otras tecnologias: .......c.cecveveevieeneeseeeiieenieens 73

IX. CONCLUSIONES ..ottt s e ettt s e e e e ettt e e e s e e e e e e e aab e s e e e e e e eaebaaaeseeesaaesssaseeeaeeenssanannss 76

K. BIBLIOGRAFTA ...ttt ettt ettt a et et et e e et et et eae et esssese st seeaees s eseseas s seeaeseseesreneas 78

XELANEXOS Lo s 86



INDICE DE FIGURAS

6.1 ESTA0O GOl @Ite..ccuiiiieiecie sttt sttt st et st s et st s et ese e se b eae s s es et et etesatebensennnsereresseen 7
6.2 Estructura de la cloroperoxidasa de Leptoxyphium fumago...........c.ccuveveeeerievienesesierisiiese e sesenns 13
6.3 Interaccion Cys29 y Fe de la cloroperoxidasa de Leptoxyphium fumago............ccuveeeeeercennennn. 14
6.4 Estructura tetraédrica del OXido de SiliCIO......ccuviririecieii e s s s 17
6.5 Porcentaje de la poblacidn con servicios de Salud........c.cuveceeeieie s s 21
6.6 Parametros de la calidad del agua en 25 puntos de muestreo del Estado de Puebla....................... 28
7.1 Procedimiento para sintesis de 6 g de SiO, mediante el método Sol-Gel.........ccovcvvvinineniceccecennnnn 45
7.2 Etapas de sintesis de SiO; mediante el MEtodo SOI-Gel......cuiirieieceee e 45
7.3 Inmovilizacion de CPO en SiO; mediante adSOrCiON........ccceceieirineece ettt 46
7.4 Mapa de la Laguna de CU de la Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla con los cuatro puntos
de 105 MUESTIEOS rEAlIZATODS. .....evveeieeireee sttt sttt ee e s se et e sbe s tes e se et se e ssase st ssssseasesessnseneas 48
8.1 Patron de difraccién de éxido de silicio (SiO;) preparado por el método Sol-Gel............cvveeeerunnenee. 57
8.2 Imagenes obtenidas de dxido de silicio (SiO2) mediante un microscopio electrénico de barrido....58
8.3 Espectro de Espectroscopia Dispersiva de energia del éxido de silicio (Si02) .ccceveeeeecveriereerereeneeneen 59
8.4 ESPectro INFrarrojo del SiO ... ettt sttt st e ettt eeeae s ste st se e ses s ber e b enneane et s 60
8.5 Inmovilizacion de CPO en SiO; mediante adSOrCiON........cccveeiviereeiesierirece s s s erese st sesaeeens 61
8.6 Curvas de calibracidn de Ciprofloxacino y Levofloxacino en espectrofotémetro de fluorescencia en
buffer fosfatos PH 3 60 MMt ettt ste st saes e tes et e st esaseaseetesnesnnsansases 63
8.7 Gréfica de superficie de los modelos de degradacion de A) Ciprofloxacino y B) Levofloxacino con
CALAlIZAAOT CPO/SIO ittt ettt sttt ettt e a et et etesae st st st ses s ses st eassrtaresae sae st b ssessessessasensaresressssas 64
8.8 Ajuste de Michaelis-Menten de velocidad enzimatica vs distintas concentraciones de H,0, para CPO
1o o I SO [0V o To 1V 1= Y - OSSR 68
8.9 Porcentaje de degradacién de CIP reutilizando el catalizador CPO/SiOa......uoeeveverereereeeeerreeereereeens 68
8.10 A) Velocidad de degradacién de CIP (mol CIP - mol CPO - min) y B) porcentaje de degradacién
O CIP ettt sttt ettt et st bt e he st ekt st s es et ea se st aeee ek ea e nea ek eae ke en et e ebe sea R et e b nen et et et s a bt eais 72

8.11 A) Velocidad de degradaciéon de LEVO (mol LEVO - mol CPO™! - min) y B) porcentaje de degradacién
o LI N Y T TSRSt 73



INDICE DE TABLAS

6.1 Investigaciones donde se emplea enzima cloroperoxidasa libre o inmovilizada para degradar

coNtaminNANtes €MErgENTES €N QAGU....cciciiiiriieriieertiieesreerrtesee st esseesesseesssesssesseaassses saeessesssessessnsasssenssesssessnn 8
6.2 Antibidticos fluoroquinolonas existentes hasta €l MOMENTO.......cccveveeiece e e 10
6.3 Estructura central de las fluoroquinolonas y estructura de las tres fluoroquinolonas mas usadas en
Meéxico (Ciprofloxacino, Levofloxacino y MoXifloXacino) .......cccveeeieeeceice it 11
6.4 12 plantas de tratamiento de agua residual municipal del Estado de Puebla.........cccocuvreeeveneiennnee. 23
6.5 Tratamientos de aguas residuales utilizados en el Estado de Puebla.........ccccoeeveieiniceccecceccese e, 23
6.6 Organismos presentes en sistemas de tratamiento bioldgiCo.......ccccevvieveievereeceie e 24
6.7 Descripcion de los tratamientos de aguas residuales mas usados en el estado de Puebla.................. 25
6.8 Puntos de muestreo conservados de la Red Nacional de Monitoreo de la Calidad del Agua en el
EStA00 & PUEBDIG......cee e ettt et st e e et et st et sbeste e e e ban et et eeans 26
6.9 Presencia de distintos antibidticos en cuerpos de agua alrededor del mundo........cceceevceveverceceiennne 31
8.1 Resultados obtenidos de FTIR del SiO, y su comparacién con distintas fuentes consultadas............ 61
8.2 Resultados de ensayos 1y 2 de inmovilizacién de CPO en SiO; por adsorcion..........cccceeeeeeveeveeervennene. 62
8.3 Resultados de la degradacién de CIP con distintas concentraciones de la enzima cloroperoxidasa
(CPO) libre con una concentracion de 1.667 mg/L de antibiotiCo........couvveeeveevevieece e 64
8.4 Puntos optimos de degradacidon obtenidos mediante un DCC realizado en Mintiab y analizado en
DESING EXPEIT VEISION L3 .ttt et s st et et e st st s e a e e st se st sbesaeeseasbasssesbanbensensenaess sueeneens 66
8.5 Comparativa de porcentaje de degradacion y velocidad, asi como actividad conservada de la CPO
[IDre € INMOVIIIZAAA......ce ettt s te et st st e s st et e s sasebesbesbesee e s sbaseesansassans 67
8.6 Resultados de andlisis de muestra compuesta de la Laguna de oxidacion de CU, BUAP.................... 70

8.7 Comparacién de distintos métodos de tratamiento de farmacos en agua con el catalizador CPO/SiO,
L= F=1 o Yo =T [ J5 OO STR 74



|. INTRODUCCION

La presencia de contaminantes emergentes en cuerpos de agua ha sido un tema que ha pasado
desapercibido por muchas décadas, entre estos se encuentran los antibiéticos. Parte de los antibidticos
administrados se excretan por el organismo de manera que llegan al sistema de drenaje municipal y
finalmente a los cuerpos receptores. Se ha reportado la presencia y efectos de los antibidticos en la
biota, como la afectacidn de las comunidades microbianas, desbalance dentro de cloroplastos,
mitocondrias y conductancia estomatica, alterando el crecimiento. Recientemente se ha reportado la
presencia de antibidticos en aguas residuales en San Martin Texmelucan, Puebla, por lo que se disefia
un catalizador CPO/SiO, basado en 6xido de silicio (SiO,) y la enzima cloroperoxidasa (CPO) de
Caldariomyces fumago, el SiO; fue sintetizado por el método Sol-Gel utilizando tetraetilortosilicato
(TEOS) como precursor de silicio, el material se caracterizé por Difraccién de rayos X (DRX), Microscopia
electrénica de barrido (MEB), Espectroscopia dispersiva de energia (EDS) y Espectroscopia Infrarroja
(FTIR), lo que permite asumir una sintesis exitosa al tratarse de un material amorfo, sin impurezas, y de
acuerdo a la Ecuacién de Echerrer tiene un tamafio de particula de 13.01 nm. Mediante adsorcién se
logré inmovilizar 129.50 nmol de enzima por gramo de soporte, usando espectroscopia de
fluorescencia se determina una degradacién de 93.19% de ciprofloxacino (CIP) después de 5 minutos
de reaccién a pH 3 con una concentracion de enzima inmovilizada de 5x10 mol L%, adicionalmente el
catalizador CPO/SiO; degradd 93.19% en el primer ciclo de reaccién, 51.52%, 23.56%, 18.22%, 16.41%,
11.62% y 6.93% en ciclos subsecuentes. Finalmente se comprueba la capacidad de degradacion del

catalizador CPO/SiO; en una muestra de agua compuesta de la laguna de CU.



Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las ciencias ambientales es una disciplina cuyo propdsito es investigar y conocer cudl es la relacién de
los seres vivos tanto consigo mismos como con el medio ambiente, dentro de su area se pueden
encontrar distintos elementos como son los estudios de los problemas ambientales y las propuestas
para la solucién de estos, esto puede ser a través de la comprension sobre los procesos quimicos que
se encuentran en el medio ambiente (Echevarria, 2020). Un agente que altera a la sociedad son las
enfermedades causadas por microorganismos patégenos, como bacterias, parasitos u hongos. De
acuerdo con la Organizacién Mundial de la Salud, las enfermedades infecciosas representan 25% como
causa de mortalidad general en todo el mundo y esta proporcion se incrementa en paises en vias de

desarrollo (Alduenda, Murrieta & Rodriguez, 2018).

Para combatir esta problematica, el humano crea a los antibidticos que restringen o anulan el
crecimiento de microorganismos (Gothwal & Shashidhar, 2015), por lo que, la prescripcién de los
antibioticos y especialmente de fluoroquinolonas es cada vez mds comun, incluso en algunos casos se
cae en el abuso (Alduenda, Murrieta & Rodriguez, 2018). Dentro de este marco de mejoramiento de la
calidad de vida, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) presenta una lista modelo de medicamentos
esenciales minimos requeridos para el sistema basico de salud humana, que son eficientes, seguros y
rentables, y el ciprofloxacino y levofloxacino (CIP y LEVO), que son antibidticos pertenecientes a la
familia de las fluoroquinolonas se encuentran entre los de la lista (WHO, 2017, 2018).

Una vez prescitos y consumidos los antibidticos, no se metabolizan totalmente y el 50-80% del
compuesto original se excreta a través de la orina y parcialmente a través de las heces (Jjemba, 2006;
Peng et al., 2009) y finalmente llegan a las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) a través
del sistema de drenaje municipal (Kemper et al., 2008). Los antibiéticos a menudo se eliminan de forma
incompleta durante el tratamiento de aguas residuales y, por lo tanto, se emiten al agua superficial
receptora, lo cual puede generar toxicidad en el medio y la aparicién de resistencia a los antibidticos
presentes (Reddersen et al., 2002). Con el tiempo, la aparicion de resistencia a las fluoroquinolonas se
ha convertido en un problema grave entre muchos patdgenos resistentes emergentes y esto finalmente
termina limitando su uso (Hooper, 2001), y con esto se pierden las ventajas que estos farmacos ofrecen,
alta potencia, amplio espectro de actividad, biodisponibilidad favorable, formulaciones convenientes y
altas concentraciones séricas, asi como una incidencia comparativamente baja de efectos secundarios
(Andersson, 2003).

La aparicidn de resistencias a los antibidticos se puede clasificar en dos categorias, por generacién de

mutaciones en los genes y por la adquisicidn de genes de resistencia de otras fuentes mediante
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plasmidos (Pham, Ziora & Blaskovich, 2019). Estos plasmidos que portan los genes de resistencia
pueden causar problemas clinicos graves con una disminucién de la susceptibilidad de 10 a 250 veces
(Strahilevitz et al., 2009). La transmision de plasmidos se produce por transferencia horizontal (de
bacteria a bacteria), asi como por transferencia vertical (de generacién en generacién), lo que conduce
a la rdpida propagacion de la resistencia (Hooper & Jacoby, 2015). Actualmente se han presentado
tratamientos para enfrentar la presencia de antibidticos en aguas residuales, estos son: adsorcion,
fotodegradacién, biodegradacion y oxidacién. Estos métodos no han resultado ser eficientes, seguros
y/o no se han aplicado a procesos de gran escala, por lo que es necesario identificar y evaluar la
eficiencia de otros medios de eliminacidn. Por lo que se propone el disefio de un catalizador CPO/SiO,
basado en éxido de silicio (SiO,) y la enzima cloroperoxidasa (CPO), para eliminacion de CIP y LEVO en
agua. Para tal efecto, se usé una enzima de baja especificidad con la capacidad de usar distintos
compuestos como sustrato, que fue inmovilizada en un soporte inorganico con capacidades
adsorbentes, de esta relacién obtuvo un efecto sinérgico de ambos materiales para la remocién de

antibidticos en agua.



I11. JUSTIFICACION

El agua es un recurso importante para la humanidad. Es un bien usado en todas las actividades del
hombre y la naturaleza. De acuerdo a la ley de aguas nacionales, las aguas residuales deben ser tratadas
previo su descarga a cuerpos receptores, los contaminantes presentes en las aguas residuales pueden
ser fisicos, quimicos o bioldgicos, sin embargo, actualmente existe un creciente interés por los
contaminantes emergentes, estos contaminantes son compuestos de diversos origenes vy
caracteristicas quimicas, cuya presencia en ambiente y/o las consecuencias de su presencia, han
pasadoinadvertidas, causando problemas ambientales y de riesgo para la salud. Un caso particular de
estos contaminantes son los antibidticos, que son medicamentos con gran importancia debido a que
se utilizan para tratar o prevenir las enfermedades e infecciones causadas por hongos y bacterias, el
amplio uso por parte de la sociedad genera que estos farmacos estén presentes en las aguas residuales,
tras el tratamiento de las aguas residuales, los efluentes y lodos generados, y con ellos los residuos de
antibidticos, alcanzan masas de aguas superficiales, dado que la presencia de estos farmacos es un
riesgo para el ambiente. En este trabajo se propone la aplicacién de tecnologia quimica-biolégica para
el tratamiento de estos contaminantes, como una tecnologia eficiente. El desarrollo del tema incluye
la construccidon de un marco tedrico en donde se abordan las generalidades del uso de antibidticos
fluoroquinolonas, la contaminacidn por estos compuestos. Ademas, se resumen las estrategias ya
elaboradas para abordar este problema. Posteriormente se describe a mayor detalle la enzima
cloroperoxidasa y el enfoque planteado para aplicarla en la eliminacién de ciprofloxacino en agua. Se
explican sus ventajas y desventajas, su potencial y sus limitaciones para la eventual aplicacion.
Finalmente se detalla la estrategia metodoldgica planteada en este trabajo, y se explica en cronograma

de actividades para los dos afios de desarrollo del proyecto.



IV. PREGUNTA DE INVESTIGACION E HIPOTESIS

IV.1 PREGUNTA DE INVESTIGACION
éCual es la eficiencia de un catalizador CPO/SiO; hecho a partir de enzima cloroperoxidasa que esta

inmovilizada en un gel de éxido de silicio, para la degradacidn de ciprofloxacino en agua?

IV.2 HIPOTESIS
La aplicacion de un proceso hibrido CPO/SiO, aumenta la degradacién de ciprofloxacino presente en

agua.



V. OBJETIVOS

V.1 Objetivo general
Evaluar la eficiencia del catalizador de cloroperoxidasa inmovilizada en diéxido de silicio (CPO/SiO,)

para eliminacidn de dos antibidticos tipo fluoroquinolonas en agua.

V.2 Objetivos especificos

o Identificar las deficiencias en la infraestructura de tratamiento de aguas residuales del Estado
de Puebla que permiten un aumento de contaminacién por antibidticos en cuerpos receptores y

determinar el impacto de los antibidticos en la salud y el ecosistema.

. Disefiar y caracterizar el catalizador con la enzima cloroperoxidasa inmovilizada el éxido de

silicio obtenido por el método sol-gel (CPO/SiO,).

o Determinar la eficiencia del catalizador CPO/SiO; en la eliminacién de los antibidticos tipo

fluoroquinolonas: ciprofloxacino y levofloxacino (CIP y LEVO) en sistemas de reaccién modelo.

. Evaluar el desempefio del catalizador CPO/SiO; en una muestra de agua superficial de la laguna

de CU, conteniendo los antibidticos CIP y LEVO.



VI. MARCO DE REFERENCIA

VI.1 Marco tedrico
Como primer paso se realizd una busqueda del estado del arte. En la Figura 6.1 se muestran tres

graficas, en la grafica A se utiliza Google trends como una herramienta para medir el interés de la
sociedad ya que esta plataforma muestra los términos de busqueda mas populares en los ultimos 12
meses en todo el mundo. En B se presentan las areas que cuentan con mas publicaciones en el buscador
Scopus usando las palabras clave “chloroperoxidase antibiotic” dado que al buscar “chloroperoxidase
fluoroquinolone” no se mostraron resultados. Y en C se tienen los resultados obtenidos en distintos
buscadores académicos usando cuatro palabras clave, “degradation antibiotics”, “degradation
fluoroquinolone”, “chloroperoxidase antibiotics” y “chloroperoxidase fluoroquinolone”, se hace uso de

la escala logaritmica para poder apreciar la baja cantidad de resultados obtenidos para

“chloroperoxidase antibiotics” y “chloroperoxidase fluoroquinolone”.

A) CATEGORIAS EN GOOGLE TRENDS B) AREAS CON MAS PUBLICACIONES EN SCOPUS
Engineering 3%

- . . \—\'
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Internety 13%
Comunicacio
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y Electrénica

18% Informdtica y Empresas e
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C) PUBLICACIONES EN BUSCADORES ACADEMICOS
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W degradation antibiotics W degradation fluoroquinolone B chloroperoxidase antibiotic B chloroperoxidase fluoroquinolone

Figura 6.1. Estado del arte. A) Categorias dentro de las que se aborda el término “degradation antibiotics” en Google trends
en los tltimos 12 meses. B) Areas que cuentan con mds publicaciones en el buscador Scopus en el periodo 2015-2022 C) Revision

bibliogrdfica del 2015-2022 usando las palabras “degradation antibiotics”, “degradation fluoroquinolone”, “chloroperoxidase
antibiotics” y “chloroperoxidase fluoroquinolone”, el eje X se encuentra en escala logaritmica.

De igual manera, siendo parte del estado del arte, se realizd una investigacion en distintos motores de

busqueda académicos con la finalidad de encontrar investigaciones previas relacionadas el uso de CPO



libre e inmovilizada para la degradacion de distintos contaminantes emergentes en cuerpos de agua.

Los resultados obtenidos se condensan en la Tabla 6.1

Tabla 6.1. Investigaciones donde se emplea enzima cloroperoxidasa libre o inmovilizada para degradar
contaminantes emergentes en agua.

Proceso "
. Proceso .. . A Ventajas y
Origen de la . . - Eficiencia biolégico o X .
Contaminante (inmovilizada o et desventajas del Referencia
CPO lograda (%) quimico-
no) L proceso
biolégico
pH 5, 25 minutos
. . de reaccién
Caldariomyces Norf.lo.x’aqno Libre 82.18 Biologico Produce Zhao et al,
fumago (Antibidtico) 2017
compuestos
menos toxicos
pH 3, 10 minutos
. de reaccion
Caldariomyces M.etsulfu f°.” Libre 93.20 Bioldgico Produce Luetal,
fumago metil (Herbicida) 2019
compuestos
menos toxicos
Sulfametoxazol 98.64
Sulfadimetoxina 95.00 pH 3-4, 20 minutos
Caldariomyces Sulfamerazina Libre 100.00 Biolégico de reaccion, Zhangetal.,
fumago Sulfadimidina 100.00 g requiere adicion de 2016
Sulfacetamida 98.00 Cl
(Antibidticos)
10 minutos de
reaccién, proceso
. , Inmovilizada en de inmovilizaciéon
Caldariomyces Isoproturén S . Fanetal.,
L Nanotubos de 100 Bioldgico complejo
fumago (Herbicida) . 2018
Halloysita Produce
compuestos
menos toxicos
Inmovilidada en 10 minutos de
Caldariomyces Azul de anilina nanoparticulas 590 Biolégico reaccion, proceso Cuietal,
fumago (Colorante) magnéticas de g de inmovilizaciéon 2015
Fes0,4 complejo
- 5 min de reaccién
Inmovilizada en H3-5.5
Caldariomyces B-estradiol Eupergit e P ’ Salcedo et al.,
- " 100 Bioldgico Produce
fumago (Hormona) (material acrilico 2015
compuestos
mesoporoso) .
menos toxicos
Caldariomyces Diclofenaco 4.9 3:;;?2: erarzzzicéin
y Naproxeno Libre 9.1 Bioldgico / g Lietal, 2017
fumago . . Compuestos
(Antinflamatorio) .
menos toxicos
Tioflavina T
Caldari . . . Al-Maqdi et
afgrrr/;;m;/ces (Tinte Libre - Bioldgico pH 2, al azc(|)1|7e
g fluorescente) M
Inmovilizada
Caldariomyces Violeta cristal formando 99.66 Quimico- pH 3,20 min de Wangetal.,
fumago (Colorante) complejo CPO- ’ Bioldgico reaccion 2018
Cu3(P04),
Pérdida del 72% d
Caldariomyces . Atrapamiento en Quimico- erdida .e. % de Leetal.,
Pirogalol . - S la actividad
fumago SiO, Bioldgico L 2018
enzimatica
Inmovilizada en Tiempo de
Caldariomyces Rifaximina particulas 80.22 s . ,p Songetal.,
. - Bioldgico reaccion de 25
fumago Levofloxacino dendriticas de 80.25 ) 2019
silice minutos




Continuacion Tabla 6.1. Investigaciones donde se emplea enzima cloroperoxidasa libre o inmovilizada para
degradar contaminantes emergentes en agua.

Proceso .
. Proceso .. . A Ventajas y
Origen de la . . - Eficiencia biolégico o X .
Contaminante (inmovilizada o . desventajas del Referencia
CcPO lograda (%) quimico-
no) L proceso
biolégico
Naproxeno 84.78 10 minutos de
Diclofenaco 83.99 reaccion
Sulfametoxazol 64.95 Degradacién en los ,
. K P . Garcia-
Caldariomyces 17 B-estradiol . 70.40 Quimico- primeros 5
Libre e R Zamora et al.,
fumago Ketoconazol 75.96 Bioldgico minutos de 5018
Tetraciclina 88.79 reaccion
Ketorolaco 92.98 Adsorciény
Trazodona 14.76 degradacion
Caldariomyces Lincomicina Libre 90.16 Bioldgico PH 3,20 ml.nlutos Zhuetal,
fumago de reaccion 2020
Inmovilizada en
Caldariomyces Mesotrina nan(l)t.ubos 922 Biolégico Enzima colec.table Zhuetal.,
fumago magnéticos de por magnetismo 2021
Halloysita
Paracetam9| Total degradacion
Caldariomyces Carbamazepina con Cly H,0
4 Sulfadimidina Libre 100 Bioldgico n -y v He, 2016
fumago . afiadido a la
Diclofenaco i
reaccién
Naproxeno

VI.1.1 Antibidticos fluoroquinolonas
El grupo de antibidticos fluoroquinolonas (FQ), descubierto en las décadas de 1970 y 1980, son los

agentes antibacterianos mas importantes hasta la actualidad. Su actividad antibacteriana se debe a la
inhibicién de la sintesis de acidos nucleicos bacterianos mediante la alteracién de las enzimas
topoisomerasa IV y ADN girasa que, en consecuencia, conduce a la rotura de los cromosomas
bacterianos. Los antibidticos fluoroquinolonas bloquean la etapa final de la reaccion de la
topoisomerasa y la unidon de ambos extremos de las cadenas de ADN (Drlica et al., 1997). La
Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) presenta una lista modelo de medicamentos esenciales
minimos requeridos para el sistema basico de salud humana, que son eficientes, seguros y rentables, y
el CIP y LEVO se encuentran entre los de la lista (WHO, 2017, 2018). Este grupo de antibidticos es
utilizado para el tratamiento de un amplio espectro de infecciones bacterianas entre las que se
incluyen: Infecciones del tracto urinario, respiratorias, del aparato genital y gastroenteritis aguda
infecciosa, asi como infecciones cutdneas y tejidos blandos, dseas y articulares, fiebre tifoidea, también
se usa para tratar a los portadores crénicos de Salmonella, para la prevencién - peritonitis espontanea
del cirrético, otitis externa maligna, enfermedades del tracto respiratorio, profilaxis de enfermedad
meningocdcica y finalmente enfermedades de transmisidn sexual (Gonzdlez & Mufioz, 2004; AEMPS,

2018).



VI.1.1.1 Caracteristicas de antibidticos fluoroquinolonas
Tabla 6.2. Antibidticos fluoroquinolonas existentes hasta el momento. (Modificado de Pham, Ziora, & Blaskovich,
2019).

Generacion Nombre Espectro
1 e Acido nalidixico Organismos gramnegativos (excepto especies de Pseudomonas)
2a ° Enoxacina

Todos los patégenos gramnegativos y algunos patdégenos atipicos

*  Norfloxacino (incluidos Mycoplasma pneumoniae y Chlamydia pneumoniae)

e  Ciprofloxacino

2b e  Ofloxacino Todos los patdgenos gramnegativos y algunas bacterias grampositivas
e Levofloxacino (incluido Staphylococcus aureus, excepto Streptococcus pneumoniae) y
° Lomefloxacino algunos organismos atipicos

3 e  Esparfloxacino Conserva la actividad de los farmacos de segunda generacién y posee una
e  Grepafloxacino cobertura grampositiva ampliada (S. pneumoniae sensible a penicilina y
e  Clinafloxacino resistente a penicilina) y una actividad mejorada contra patdgenos
e  Gatifloxacino atipicos.

4 e  Moxifloxacino
e  Gemifloxacino Cubre todas las actividades de los farmacos de tercera generacion y la
e  Trovafloxacino actividad anaerdbica extra.

. Garenoxacino

Desde su descubrimiento a principios de la década de 1960, los antibiéticos fluoroquinolonas han
ganado una importancia cada vez mayor como ejes clave para tratar tanto las infecciones graves
adquiridas en la comunidad como las adquiridas en el hospital (Liu & Mulholland, 2005). Debido a la
alta potencia, amplio espectro de actividad, biodisponibilidad favorable, formulaciones convenientesy
altas concentraciones séricas, asi como una incidencia comparativamente baja de efectos secundarios,
han logrado posicionarse en un alto uso en las Ultimas décadas (Andersson, 2003). En la Tabla 6.2 se
muestran los antibiéticos fluoroquinolonas existentes hasta el momento.

Para comprender como es que funcionan estos antibidticos es necesario indagar acerca del
funcionamiento celular: durante la sintesis de ADN, el ADN de doble hebra necesita desenrollarse en
dos estructuras de hebra sencilla que se utilizan como molde, permitiendo que la maquinaria de
transcripcidn realice su trabajo y se logre el apareamiento de las bases complementarias (Jacob,
Brenner, & Cuzin, 1963). Este proceso de desenrollamiento es realizado por las enzimas bacterianas de

tipo topoisomerasa Il, ADN girasa y ADN topoisomerasa IV (Jacob, Brenner, & Cuzin, 1963).
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Tabla 6.3. Estructura central de las fluoroquinolonas y estructura de las tres fluoroquinolonas mas usadas en
México (Ciprofloxacino, Levofloxacino y Moxifloxacino).

Antibiético Estructura Referencia
. - e F .
Fluoroquinolona ST R National Center for
(3-fluoro-1H-quinolin-2-one) [ ] Biotechnology
~F S g Information (2021a).
y
[
. . F. . N M
Ciprofloxacino N X N S H National Center for
(1-cyclopropyl-6-fluoro-4-oxo-7- ] ” Biotechnolo
piperazin-1-ylquinoline-3- NN TN - 8y
carboxylic acid) [ J /[ Information (2021b).
NS /N
N | i
Levofloxacino ‘ N
((2S)-7-fluoro-2-methyl-6-(4- ‘ ‘ )

N I f
methylpiperazin-1-yl)-10-oxo-4- | _0 aéli?)?:d:::grjr or
oxa-1-azatricyclo [7.3.1.05,13] 07 Y ] ooveen (20g2y1c)
trideca-5(13),6,8,11-tetraene- ‘ /ph\ -0 )

11-carboxylic acid) ‘ 1|
0
H
0
Moxifloxacino F 2 ,.xl S »lL 5 H
(7-[(4aS,7aS)-1,2,3,4,4a,5,7,7a- 1 I .

N I f
octahydropyrrolo[3,4-b] H - | =k ; atl.ona Center for
ridin-6-yl]-1-cyclopropyl-6- 2 ~N ~FT NN Biotechnology

kY quorc\)/-S-me\ihofy-ﬁy _' L | Information (2021d).
oxoquinoline-3-carboxylic acid) /" al f_,

El efecto antimicrobiano de las fluoroquinolonas se debe a que inhiben la sintesis de ADN de las
bacterias al alterar la topoisomerasa bacteriana tipo Il; inhibir la actividad catalitica de |la ADN girasa y
la topoisomerasa IV (Anderson & Osheroff, 2001). Estas dos enzimas, la girasa y la topoisomerasa, son
enzimas bacterianas criticas que regulan el enrollamiento cromosdmico requerido para la sintesis de
ADN (Lima & Mondragdn, 1994). Durante la replicacidn, la girasa y la topoisomerasa IV generan roturas
de doble hebra en el ADN para relajar los giros. Las fluoroquinolonas se unen a los complejos enzima-
ADN, en lugar de a las enzimas diana solas. Por lo tanto, logran matar a las bacterias interfiriendo con
la sintesis de ADN e inhibiendo su via de replicacion (Hooper, 1995).

Se han reportado dos formas de accién de estos antibidticos que conducen a la muerte celular, la
primera es a través de la inhibicién del ADN y la segunda es mediante la activacion de la respuesta al

estrés del ADN bacteriano (Redgrave, Sutton, Webber, & Piddock, 2014). En la Tabla 6.3, se puede
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observar la estructura central de las fluoroquinolonas, el prefijo fluoro- se debe a la incorporacion de
un fldor en la estructura. El ciprofloxacino, levofloxacino, moxifloxacino y demas fluoroquinolonas,
como se ve en la Tabla 6.3, parten de esta estructura central antes mencionada. Todas las estructuras
fueron obtenidas del National Center for Biotechnology Information.

En el presente trabajo se utilizaron los antibiéticos CIP y LEVO, el punto isoeléctrico del CIP es de 7.42
y de 6.8 para LEVO (Bryskier, 2005), estos valores tendran que considerarse debido a que dependiendo
del pH utilizado los antibéticos cambiaran su carga y esto afectard la afinidad de la enzima hacia ellos.
Aungue el punto isoeléctrico de ambos es similar, eso no significa que tendran un comportamiento
similar, se reporta el caso de que los puntos isoeléctricos de levofloxacino y finafloxacino son casi
idénticos (diferencia de 0.1) y ambos son afectados de distintas formas por cambios de pH (Dalhoff,
Schubert & Vente, 2017)

VI.1.2 Biocatalisis ambiental

VI.1.2.1 Origen y funcionamiento de las cloroperoxidasas
La cloroperoxidasa (CPO) es enzima hemoproteina glicosilada perteneciente a la familia de las

peroxidasas con 42 kDa de peso molecular. Es producida y excretada por el hongo Caldariomyces
fumago, es descrita por primera vez en 1966 por Morris & Hager. Cataliza una variedad de oxidaciones
de uno y dos electrones (Manoj y Hager, 2008) con una actividad maxima que ocurre a un pH de 3-3.5,
pudiendo trabajar a pH 6, dependiendo del tipo de sustrato (Sundaramoorthy, Tener & Poulos, 1995;
Guerrero et al., 2013), bajo estas condiciones presenta actividad de halogenasa, deshidrogenacion
(hemo peroxidasa), catalasa (descomposicion del perdxido de hidrégeno) e insercién de oxigeno como

se muestra a continuacion (Morris & Hager, 1966).

Halogenacion Catalasa
RH + H,0, + CI + H* - R-Cl + 2H,0 2H,0, -> 0, + 2H,0
Deshidrogenasa (hemo peroxidasa) Insercién de Oxigeno
2RH + HzOz - R-R+ 2H20 R+ HzOz 2> RO+ Hzo

VI.1.2.2 Propiedades moleculares de las cloroperoxidasas
La CPO hace uso de un cofactor que puede ser vanadio o hierro (Fe) (Butler & Carter-Franklin, 2004).

En este caso se trabajara con las hemo CPO, aquellas que contienen Fe. En estas enzimas el grupo
sulfuro ubicado en la Cys29 se encuentra a la distancia adecuada del grupo amida Leu 32 y Glu51 que
conduce a la formacidn de enlaces de hidrégeno de los grupos amida de azufre (Adman, Watenpaugh
& Jensen, 1975), este hecho, importante en las metalproteinas, permite la alineacién del hierro

(Cramer, Dawson, Hodgson & Hager, 1978). Como se da en otras hemoproteinas, el grupo hemo de la

12



CPO (protoporfirina IX con Fe) tiene una posicidn de silla de montar, con el hierro colocado debajo del
plano principal de la porfirina hacia el ligando Cys29 (Kuwahara, Glenn, Morgan & Gold, 1984) (Ver
Figura 6.2).

Figura 6.2 Imagen obtenida de RCSB PDB (rcsb.org) correspondiente a la estructura de la cloroperoxidasa de
Leptoxyphium fumago, obtenida mediante difraccion de rayos x. Se observa el grupo hemo de la CPO
(protoporfirina IX con Fe) asi como los distintos azlcares presentes en la enzima, Glucosas (cubos azules),
Manosas (esferas verdes y estrellas naranjas) (Sundaramoorthy & Poulos, 2019).

En la CPO, hay una pequefia abertura por encima del grupo hemo lo que facilita el acceso al centro y le
permite constituir la forma activa de la enzima. El canal hidrofébico en la periferia del grupo hemo se
vuelve mds ancho y polar cerca de la entrada. El azicar manosa se une a Thr238 en la entrada, mientras
que Glu69 y Glu266 también estdn cerca de la entrada. Ademads, los residuos de Vall82, Phel86 y
Phel03 se encuentran al final de la entrada. Esta enzima contiene trece azlcares, incluidas cinco N-
acetil D-glucosaminas y ocho manosas, unidas a la proteina a través de enlaces glucosidicos. Los N-
acetil D-glucosaminas estan unidos a los residuos Asn12, Asn93 y Asn216. La posicién de los residuos
Asn93 y Asn216 esta alrededor del sitio activo. Las manosas se unen a los residuos Thr238, Ser239,
Ser241, Ser242, Ser248, Thr250, Thr251 y Thr252 (Sundaramoorthy, Tener & Poulos, 1995; Sangoli,
Housaindokht & Bozorgmehr, 2020).
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Efectos del pH en la actividad enzimatica de la CPO

Grupo hemo de la CPO
(protoporfirina IX con Fe)

oy

Cisteina 29

(Cys29) ‘

Figura 6.3 Imagen obtenida de RCSB PDB (rcsb.org) correspondiente a la interaccién entre la Cys29 y el Fe del
grupo hemo de la cloroperoxidasa de Leptoxyphium fumago, obtenida mediante difraccién de rayos x.
(Sundaramoorthy & Poulos, 2019).

Como se menciond anteriormente, la Cys 29 de la CPO conduce a la formacidon de enlaces de hidrégeno
en los grupos amida del aminodcido que junto con el compuesto de coordinacion generado por el grupo
SH de la Cys 29 y el Fe del grupo hemo, se produce la alineacién del sito activo de la CPO (Figura 6.3)
(Cramer, Dawson, Hodgson & Hager, 1978 Sundaramoorthy & Poulos, 1995). A pH elevados cercanos a
7 la CPO sufre cambios estructurales estables seguidos de una pérdida de la actividad (Hollenberg &
Hager, 1973). Estos cambios inhabilitan al Fe para unirse con ligandos exdgenos y se genera un aumento
en la reactividad de la Cys29, esto en conjunto, genera una restriccién al sitio reactivo e incrementa la
accesibilidad a la Cys29, lo que conserva parcialmente el complejo de coordinacién debido a una esfera
de coordinacion (electrones del ligando interactien con los orbitales vacios del atomo central). El sitio
activo en medio alcalino aparentemente pierde el ligando tiol con la Cys29 y se produce un compuesto
de coordinacién con una histidina. Una segunda transicién ocurre a pH 10. (Guerrero et al., 2013). Se
ha reportado que la CPO de Caldariomyces fumago cuenta con un punto isoeléctrico 4 (Aoun, Chebli &
Babouléne, 1998; Hollenberg & Hager, 1973; Mufioz-Guerrero et al., 2015), valor que se tiene que tener
en cuenta al momento de realizar las degradaciones dado que el pH utilizado podra afectar la afinidad

hacia determinados sustratos.

VI.1.3 Inmovilizacién de enzimas
Con las técnicas de ADN recombinante (Stewart, 2001), en principio, es posible reproducir la mayoria

de las enzimas a un precio comercialmente aceptable. Los avances en la ingenieria de proteinas han

hecho posible, utilizar técnicas como la mutagénesis dirigida al sitio y la evolucion in vitro mediante la
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mezcla de genes (Powell et al., 2001; Reetz & Jaeger, 2000; Minshull & Stemmer, 1999; May, Nguyen,
& Arnold, 2000), para manipular las enzimas de manera que exhiban las propiedades deseadas, entre
otras cosas, la especificidad del sustrato, actividad, selectividad, estabilidad y pH 6ptimo. No obstante,
la aplicacidn industrial a menudo se ve obstaculizada por la falta de estabilidad operativa a largo plazo
y la dificil recuperacion y reutilizacidon de la enzima. Estos inconvenientes a menudo pueden superarse
mediante la inmovilizacion de la enzima (Cao, 2005; Bornscheuer, 2003; Tischer & Kasche, 1999; Tischer
& Wedekind, 1999; Adamczak & Krishna, 2004; Krajewska, 2004; Cabral & Kennedy, 1993).

Hay varias razones para usar una enzima que se encuentre inmovilizada. Ademas de un manejo mas
conveniente de la enzima, permite su facil separacién del producto, minimizando o eliminando asi la
contaminacion proteica del producto. La inmovilizacién también facilita la recuperacidn y reutilizacién
eficiente de enzimas costosas, en muchas aplicaciones, la inmovilizacidon es una condicidn para la
viabilidad econdmica, y permite su uso en funcionamiento continuo en lecho fijo. Un beneficio adicional
es a menudo la estabilidad mejorada (Cabral & Kennedy, 1993), tanto en condiciones de
almacenamiento como operativas, por ejemplo, la desnaturalizacién por calor o disolventes organicos
o por autdlisis. El rendimiento enzimdtico mejorado mediante una estabilidad mejorada y una
reutilizacion repetida se refleja en productividades de catalizador mas altas (kg de producto / kg de
enzima) que, a su vez, determinan los costos de la enzima por kg de producto. Se pueden encontrar
varios métodos tradicionales de inmovilizacidon enzimatica:

Encapsulacion y atrapamiento: la enzima estd incluida en la red del soporte, por lo que no implican
enlaces quimicos con el soporte, la enzima al estar atrapada hace imposible su difusién fuera del
soporte. En consecuencia, se trata de una modificacién minima de la estructura nativa, pero a menudo
se observa una pérdida de enzima. Ademas, a menudo pueden ocurrir problemas de transferencia de
masa, que involucran tanto sustratos como productos (Zucca & Sanjust, 2014; Sassolas et al., 2012).
Adsorcién e interaccidn electrostatica: son a menudo fendmenos superpuestos debido a interacciones
débiles no especificas, que aln no se han aclarado por completo (Ramsden, 1995; Hudson et al., 2008).
La simplicidad de la técnica y la baja modificacién de las superficies de las enzimas generan una amplia
difusién de la técnica (Rimola et al., 2013). El soporte puede ser una resina sintética, un biopolimero o
un polimero inorgdnico como el éxido de silicio (mesoporoso) o una zeolita (Sheldon, 2007). La
inmovilizacién por este método ya sea dentro de los poros del material como en la superficie, la cual,
al tener ciertas caracteristicas quimicas y fisicas, mejora el desempefio de la enzima y produce

catalizadores resistentes a diversos ambientes. Esto a través de la restriccion de movimiento,
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reduciendo su flexibilidad y evitando la desnaturalizacién (Takahashi et al., 2000; Takahashi et al,,
2001).

Reticulacion: implica la formacidn de enlaces covalentes entre moléculas de proteina utilizando
reactivos bifuncionales como glutaraldehido (Sheldon, 2007; Tran & Balkus, 2011), a menudo evitando
el uso de cualquier compuesto extra. La naturaleza covalente de la interaccidn se refleja en la fuga
minima y la mayor estabilidad de las enzimas (Hartmann & Kostrov, 2013), sin embargo, puede ocurrir
modificacién quimica de la superficie de la enzima, afectando estructura y velocidades de difusion del
sustrato/producto, a menudo, es necesario el uso de reactivos toxicos en condiciones de reaccidn
complicadas (Hartmann & Kostrov, 2013). El uso de un vehiculo conduce inevitablemente a una dilucidon
de la actividad, debido a la introduccién de una gran parte de lastre no catalitico, lo que se traduce en
menores rendimientos y productividades espacio-tiempo (Tischer & Kasche, 1999). Ademas, la
inmovilizacién de una enzima en un portador a menudo conduce a la pérdida de mads del 50% de la
actividad nativa (Bryjak & Kolarz, 1998), especialmente con cargas enzimaticas elevadas (Janssen et al.,
2002).

Unidn covalente: al ser una interaccion fuerte se minimiza la fuga de enzimas. Varias cadenas laterales
de aminodcidos pueden formar enlaces covalentes con soportes inorganicos activados por lo que es
probable que se produzcan modificaciones estructurales de las enzimas inmovilizadas. Incluso cuando
esto se excluye, la mala orientacién del sitio activo podria afectar la interaccidon adecuada entre las
enzimas y los sustratos (Zhou & Hartmann, 2012).

Cabe sefialar que, a partir de los literalmente miles de articulos sobre inmovilizacidon enzimatica, es
dificil hacer comparaciones de las diferentes metodologias y que la mayoria de los autores comparan
el rendimiento de la enzima inmovilizada, preparada mediante una técnica particular, con la de la
enzima libre pero no comparan diferentes métodos de inmovilizacién. Ademads, los detalles de la

inmovilizacion de biocatalizadores industriales a menudo no se describen.

Catalizador hibrido

Por qué fijar la enzima en un material catalitico
Las enzimas han sido utilizadas en la degradacion de una variedad de disruptores enddcrinos (DE) y

compuestos farmacéuticos; sin embargo, algunos de estos compuestos presentan un potencial redox
por encima de 1.3 V, que estda muy por encima del expresado tipicamente por ciertas enzimas que va
de 0.5 a 0.8 V (Cafias & Camarero, 2010; Majeau et al., 2010). Es por esto por lo que es necesaria la
adicion de un compuesto adicional que normalmente se denomina "mediador" que tienen la funcién

de “lanzar electrones” (Fabbrini et al., 2002). Por el tipo de reaccidén que llevan a cabo estos
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mediadores, se pueden clasificar en tres categorias: 1) transferencia de radicales de hidrégeno, 2)
transferencia de electrones, 3) oxidacién idnica. Por el origen se clasifican en dos: 4) natural, y 5)

residuos de madera de metabolitos fungicos excretados, radical N-O (Majeau et al., 2010).

Degradacion de DE usando sistemas de enzimas inmovilizadas
La inmovilizacidn de enzimas se puede realizar en cuatro categorias principales: unién covalente,

atrapamiento, reticulacién y adsorcion (Bautista et al., 2015; Bayramoglu & Arica, 2009; Lante et al.,
2000; Lee et al., 2015; Liu et al., 2012; Moeder et al., 2004; Rahmani et al., 2015; Songulashvili et al.,
2015; Xu et al., 2013; Zhang et al., 2008). A pesar de la eficacia de la inmovilizacion para retener y
mejorar la actividad de la enzima, todavia existen desventajas en el proceso de inmovilizacién
convencional, como los métodos de regeneracidn para extender la vida util de los soportes
biocataliticos, la pérdida de actividad enzimatica debido a la posicion sobre el soporte, el interaccién
entre el soporte y los grupos amina de la enzima, disminucién de la flexibilidad y reduccién de la

transferencia de masa entre el sustrato y la enzima (Altinkaynak et al., 2016).

VI.1.4 Oxido de silicio
Desde 2008 se han realizado investigaciones in vivo para la identificacion de la biodistribucidn, toxicidad

y efecto terapéutico del dxido de silicio. Aunque este nano material ha ganado un interés creciente y
han demostrado su compatibilidad para aplicaciones bioldgicas en la Ultima década. Es bien sabido que
el 6xido de silicio a granel se usa intensamente en la industria alimentaria o cosmética, lo que indica

que tiene baja toxicidad.

“a o0

Figura 6.4. Estructura tetraédrica del 6xido de silicio, que proporciona cargas superficiales negativas debido a los
grupos aniénicos de oxigeno, en gris se representan a los &tomos de oxigeno y en rojo a los dtomos de silicio
(Benjah, 2008).

En las aplicaciones, los pardmetros y efectos que deben ser monitoreados incluyen, ademds de la
degradabilidad y la posibilidad de ser eliminados, el tamafo, forma, volumen de poro y funcionalizacidon
de la superficie (Kim et al., 2008; Lin et al., 2012; Huang et al., 2011; Meng et al., 2011). En la Figura 6.4

se muestra la estructura tetraédrica el dxido de silicio, en ella se puede ver cdmo es que se da este
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arreglo estructural, ademas se observa que existen grupos anidnicos de oxigeno (color gris) los cuales

aportan cargas negativas en la superficie de la estructura.

Sintesis del dxido de silicio mediante el método sol-gel
El proceso sol-gel se usa ampliamente para producir silice, vidrio y materiales ceramicos debido a su

capacidad para formar productos puros y homogéneos en condiciones sencillas. Una ruta sintética
general sigue algunos pasos tipicos: la hidrdlisis y condensacién de alcoxidos metdlicos (Si(OR)4) como
tetraetilortosilicato (TEQS, Si(OC;Hs)4) o sales inorganicas como silicato de sodio (Na,SiOs) en presencia
de acido mineral (HCI, HF, etc.) o base (NHs3, NaOH, etc.) como catalizador (Niculescu, 2020; Klabunde
et al., 1996; Hench et al., 1990; Stober et al., 1968) con la introduccion de un codisolvente u otro
tensoactivo se genera una supresion del crecimiento de particulas generando nanomateriales de éxido
se silice mesoporosos con tamano controlado (Niculescu, 2020). La hidrdlisis acida o basica de las
moléculas de TEOS forma grupos silanol (Si-OH), una vez condensados-polimerizados dan paso a la
formacién de puentes siloxano (Si-O-Si) que forman la estructura completa del 6xido de silicio (Rahman
& Padavettan, 2012). El SiO; sintetizado por esta via presenta un punto isoeléctrico que van de 2 a 3

(Gustafsson et al., 2012; Anastasescu et al., 2018).

Adsorcion de enzimas en el dxido de silicio
Los grupos silanol presentes en la superficie del dxido se silicio estan cargados negativamente,

proporcionando propiedades adsorbentes al material, pudiendo interactuar con una amplia variedad
de macromoléculas como polimeros y proteinas (Gun’ko et al., 2005). Cuando el SiO, entra en contacto
con altas temperaturas como puede ser el proceso de secado del método de sintesis, los grupos silanol
se eliminan, pero una vez que el material se pone en contacto con medios acuosos estos grupos se
regeneran (Cruz et al., 2010; Gun’ko et al., 1997). Las interacciones entre los grupos silanol y las
proteinas se da de manera mas especifica con los grupos -NH,, tanto en grupos a-amino N-terminal
como el grupo lisina. Esto se explica por tres motivos, la lisina esta extendida en casi todas las proteinas,
tiene una alta reactividad hacia cargas negativas, suele tener una relevancia mecdnica menor (no es
fundamental para la actividad catalitica) y por lo general se encuentra en la superficie de las proteinas
por lo que es facilmente accesible (Srere et al., 1976; Morales-Sanfrutos et al., 2010).

VI.1.5 Situacion actual de la contaminacién de agua en el Estado de Puebla

Reportes de gobierno
Un reporte de la Red Nacional de Medicién de Calidad del Agua (RENAMECA, 2021), menciona el grado

de contaminacidn de seis sitios de agua superficial en el municipio de San Martin Texmelucan, en el
estado de Puebla, la RENAMECA, midio la calidad del agua en seis sitios superficiales; tres de ellos

ubicados en el rio Atoyac, uno en el rio Chiquito, uno en el rio Cotzala y el ultimo en el rio Xochiac,
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todos los sitios presentaron contaminaciéon por Demanda Quimica de Oxigeno, Demanda Bioquimica
de Oxigeno, Coliformes Fecales, Escherichia coli, bajo porcentaje de Oxigeno Disuelto, Sélidos

Suspendidos Totales y Toxicidad.

Investigaciones
Titulo: Diagndstico de indicadores de calidad fisicoquimica del agua en afluentes del rio Atoyac

Informacién: En esta investigacién se analizaron diferentes muestras de agua recolectadas en los
afluentes del rio Atoyac; la parte estudiada fue la zona productora del Valle de Texmelucan, que es una
zona montafiosa que comprende los municipios de San Felipe Teotlalcingo, San Martin Texmelucan,
San Matias Tlalancaleca, Santa Rita Tlahuapan y San Salvador el Verde. Con estos antecedentes y
debido a que no existen estudios en esta region sobre la calidad del agua que se utiliza para riego se
determind la concentracién de los iones que afectan al suelo y al desarrollo de los cultivos.

Autor: Gonzalez-Pérez et al., 2019

Titulo: LOS NIVELES DE MICROCONTAMINANTES ORGANICOS EXPLICAN UNA MUERTE MASIVA DE
PECES EN EL RIO ATOYAC, PUEBLA, MEXICO

Informacidn: Investigacion derivada de la muerte masiva de peces en el rio Atoyac, se analizaron
muestras de agua, sedimentos y tejidos. Se detectaron bajas concentraciones de oxigeno y altas
concentraciones de amonio y nitritos. Se determind que la contaminacién provino del vertido de
residuos municipales al cauce de la corriente.

Autor: Navarro, Herrera & Morales, 2017.

Dada la situacidn actual de la planta de tratamiento aunado con la informacién disponible acerca de la
contaminacion del rio Atoyac (el cual incorpora al rio Cotzala) se llega a la conclusion de que dentro de
las distintas etapas del tratamiento convencional con el que cuenta la planta de tratamiento de agua
residual del municipio de San Martin Texmelucan, en las cuales se realiza una separacién y
asentamiento de sodlidos, un tratamiento bioldgico de la materia organica en suspensidon para
degradarla y reducir los niveles de DQO, DBO y finalmente un proceso de desinfeccion, no se incorporan
tratamientos especificos para la degradacién de contaminantes emergentes. En la actualidad se han
presentado tratamientos para enfrentar la presencia de estos contaminantes (dentro de los cuales
podemos encontrar a los antibidticos) en aguas residuales, estos son: adsorcion, fotodegradacion,
biodegradacidn y oxidacion. Estos métodos, si bien, han resultado ser eficientes en fase de laboratorio

no se han aplicado a procesos de gran escala en plantas de tratamiento de aguas residuales, por lo que
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es necesario identificar y evaluar la eficiencia de otros medios de eliminaciéon de esta clase de

contaminantes.

VI.1.6 Infraestructura de tratamiento y monitoreo de la calidad del agua en el Estado de
Puebla

Descripcion general socioecondmica y ambiental del Estado de Puebla
De acuerdo con el INEGI (2020), el estado de Puebla, conformado por 217 municipios, tiene una

extensién de 34 309.6 km? lo que representa 1.7 % de la superficie del pais. El 35% de la superficie del
estado presenta clima templado subhimedo presente en la regidn central y sureste el 25% presenta
clima cdlido subhumedo en la parte norte y sureste, el 19% presenta clima seco y semiseco hacia el sur
y centro oeste, el 14% presenta clima calido hiumedo localiza en el norte y sureste, el 7% presenta clima
templado hiumedo en la region norte y una pequeiia area hacia el sureste, también encontramos un
pequefio porcentaje (0.2%) de clima frio en la cumbre de los volcanes. La temperatura media anual del
estado es de 17.5°C, la temperatura maxima promedio es de 28.5°Cy se presenta en los meses de abril
y mayo, la temperatura minima promedio es de 6.5°C durante el mes de enero. La precipitacion media
estatal es de 1 270 mm anuales, las lluvias se presentan en verano en los meses de junio a octubre.

En lo que se refiere a cuerpos de agua presentes, el estado cuenta con los rios: Atoyac, Nexapa,
Pantepec, San Marcos, Necaxa, Ajajalpa, Apulco, Salado, Zempoala, Tilapa, Mixteco, Acatlan, Zapoteco,
Coyolapa, Alseseca, Atila, La Huertilla, Axuxuca, El Chivo, Tizaac, Texcapa y Hondo. Asi como las presas:
Manuel Avila Camacho, Necaxa, Tenango, Nexapa, La Soledad, Boqueroncito y San Felipe; y las lagunas:
El Salado, Totolcingo, Grande, Chica, Ajolotla, Alchichica y La Preciosa.

De acuerdo con el censo de poblacion del INEGI 2020, el estado cuenta con 6 583 278 habitantes con
una edad media de 28 aifos, donde 6 567 335 personas se encuentran en viviendas particulares, 15 803
personas en viviendas colectivas y 140 personas sin vivienda. Siendo el 52 % (3 423 163 personas)
mujeres y 48 % (3 160 115 personas) hombres. El promedio de hijas e hijos nacidos vivos de las mujeres
de 12 aflos y mas fue de 2.2 con 34.7 % solteros, 30.5% casados, 23.1% en union libre, 5.5% separados,
5.0% viudos y 1.2% divorciados.

Del total de las viviendas (2 170 439), 1 713 381 estan habitadas, 314 785 estan deshabitadasy 142 273
son de uso temporal. De las viviendas encuestadas el 99.1% cuenta con energia eléctrica, el 60% cuenta
con agua entubada dentro de la vivienda, 35.4% con agua entubada en patio o terreno y 4.4% no
disponen de agua entubada; el 81.3% se encuentra conectada la red publica de drenaje, 12% cuenta
con fosa o tanque séptico, 1.8% descarga sus aguas a barrancas o cuerpos de agua receptores y 4.8%

no cuenta con drenaje. El 74.6% cuenta con refrigerador, 58.6 con lavadora, 35.4% con automovil,
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88.7% con televisor, 84.4% con teléfono celular, 70.6% con dispositivo para oir la radio, 40.4% con
internet, 29.6% con computadora, laptop o Tablet, 28.7% con linea telefénica fija, 32.5% con horno de
microondas, 8.6% con motocicleta o motoneta, 26.4% con bicicleta como medio de transporte, 31.6%
tv de paga, 12.5% servicios de paga por internet y 7.6% consola de videojuegos.

En lo que respecta a la educacion, de la poblaciéon de 3 a 5 afios el 69.1% asiste a la escuela, de 6 a 14
afios el 93.7% asiste a la escuela y de 15 a 24 aios el 44.8% asiste a la escuela. En total se tiene una
poblacion analfabeta de 334 179 personas (7% de la poblacién).

En las caracteristicas econdmicas se tiene que el 77.4% de la poblacion de 12 afios y mas participan
econdmicamente, teniendo un total de 3 145 110 personas econdmicamente activas de los cuales el
58.8% son hombres y el 41.2% son mujeres. De la poblaciéon no econémicamente activa (1 947 673
personas) el 5.5% son pensionados, 35.7% son estudiantes, 47.2% se dedican a los quehaceres del
hogar, 4.3% tiene limitaciones fisicas o mentales permanentes que les impide trabajar y finalmente el
7.3% tiene actividades no econdmicas. Los principales sectores de actividad por porcentaje de
aportacién al PIB son: actividades primarias con 4.1%, actividades secundarias con 35.2% y actividades

terciarias con 60.8%. En total se tienen 298 183 establecimientos (6.2% del total nacional).

Pemex, Defensa o Marina, 0.80% Instituciones Privadas, 1.90%

IMSS Bienestar,

1.20i/0/

ISSSTE Estatal,
2.10%

Otras, 0.90%

IMSS, 31.10%

INSABI , 58.50%

Figura 6.5. Porcentaje de la poblacién con servicios de salud.

Respecto a los servicios de salud, el 70.6% de la poblacion se encuentra afiliada a alguno de los
siguientes servicios: 58.5% al Instituto de Salud para el Bienestar (INSABI), 31.1% al instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS), 4.7% al Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los Trabajadores del
Estado (ISSSTE), 2.1% al Instituto de Seguridad y Servicios Sociales para los Trabajadores del Estado del
Puebla (ISSSTEP), 1.9% a Instituciones privadas, 1.2% al IMSS-BIENESTAR, 0.8% a PEMEX, Defensa o
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Marina y 0.9% a otras instituciones (Figura 6.5). Hay que resaltar que la suma de porcentajes da mas
de 100% dado que algunas personas se encuentran afiliadas a mas de un servicio de salud.

Adicionalmente se encontré informacién relacionada con la presencia de contenedores seguros para
la disposicion de medicamentos caducos. De acuerdo con la pagina oficial del Sistema Nacional de
Gestidon de Residuos de Envases de Medicamentos A.C. (SINGREM), el estado de Puebla cuenta con 184

contenedores seguros a lo largo de su territorio.

Ubicacion de las PTAR y los cuerpos de agua receptores
Del “Inventario Nacional de Plantas Municipales de Potabilizacién y de Tratamiento de Aguas

Residuales en Operacién” publicado por la Comisidn Nacional del Agua (CONAGUA) en Diciembre del
2021, el estado de Puebla cuenta con un total de 149 PTARS con una capacidad instalada de 4 462.3
L/s y un caudal tratado de 4 299.4 L/s, en especifico la Ciudad de Heroica Puebla de Zaragoza cuenta
con 8 PTARS en funcionamiento que en conjunto aportan una capacidad instalada de 2 930.0 L/sy 2
987.5 L/s de caudal tratado, teniendo dos PTARS con capacidad excedida, siendo estas las plantas de
Puebla Alseseca y Puebla San Francisco, ambas con el tratamiento primario avanzado y bajo operacion
por el Sistema Operador de los Servicios de Agua Potable y Alcantarillado de Puebla (SOAPAP). De este
inventario se extrajeron los datos correspondientes a las 149 plantas de tratamiento de aguas
residuales (PTAR) presentes en el estado de Puebla, posteriormente se procedié a localizar los 93
puntos de la Red Nacional de Monitoreo de la Calidad del Agua (RNM) presentes en el estado de Puebla,
donde se reportan distintos parametros de la calidad del agua y dependiendo el punto de monitoreo,
el afio del reporte varia de 2012 a 2021, de estos puntos de monitoreo Unicamente se conservaron
aquellos que estaban aguas arriba (AA) o aguas abajo (aa) de alguna de las 149 PTARs del Estado,
adicionalmente los puntos que estaban dentro del municipio de San Martin Texmelucan se conservan
dado que parte del area metropolitana de Puebla y finalmente considerando que el rio Atoyac
desemboca en la Presa Manuel Avila Camacho los tres puntos de muestreo ahi presentes se
conservaron. Finalmente se conservaron 25 puntos de monitoreo y 12 PTARs que cuentan con al menos

un punto de monitoreo (Tabla 6.4).
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Tabla 6.4. 12 plantas de tratamiento de agua residual municipal del Estado de Puebla

Caudal
ID de Nombre de la Cuenca Municipio y Tipo de
) L . ) ) Instalado- Cuerpo Receptor
Planta Planta Hidroldgica Localidad Tratamiento
Tratado (L/S)
Acatlén, Acatlén d
615 Acatlan - catian, c,a an dae Lodos Activados 40-40 Rio Acatlan
Osorio
. Discos , .
Parque Puebla, Heroica o Rio Alseseca / riego
620 . Balsas Bioldgicos o 80-80 3
Ecoldgico Puebla de Zaragoza o areas verdes
Biodiscos
Barranca sin
Santi Tlah Santi bre de |
1094 an |.ago Balsas @ uapanf antiago Lodos Activados 3-1.8 no.m re e.a
Coltzingo Coltzingo localidad Santiago
Coltzingo
Puebla, Heroica Primario
1161 At S Bal ! 400-436 Rio At
oyacsur alsas Puebla de Zaragoza Avanzado 0 Atoyac
Puebla, Heroi Primari
1338 Puebla Alseseca Balsas uebla, neroica rimario 700-758 Rio Alseseca
Puebla de Zaragoza Avanzado
Puebla Barranca Puebla, Heroica Primario
1339 Bal ! 340-209 Rio At
del Conde alsas Puebla de Zaragoza Avanzado o Atoyac
Puebla S Puebla, Heroi Primari .
1340 uebla san Balsas uebla, fieroica rimarto 1100.0-1 292 Rio Atoyac
Francisco Puebla de Zaragoza Avanzado
Santa Mari Tlah , Sant ,
2108 anta Maria Balsas @ luapan anta Rafa o Wasb 5-6 Rio Ayotla
Texmelucan Maria Texmelucan
Venustiano Carranza, Barranca sin
Coronel Tito Coronel Tito nombre de la
2404 , Golfo Centro , , Lodos Activados 4-4 )
Hernandez Hernandez (Maria localidad de Coronel
Andrea) Tito Hernandez
Chiautzingo, San
3146 Chiautzingo Balsas autz! g . Lodos Activados 20-20 Barranca Xochiac
Lorenzo Chiautzingo
Filtros
Izu 124 M Bioldgi
3148 zUcar de Balsas zu’car de Matamoros, |o.og|cos o 90-90 Rio Nexapa
Matamoros IzUcar de Matamoros Rociadores o
Percoladores
3389 Atlixco Balsas Atlixco, Atlixco Lodos Activados 150-113 Rio Cantarranas

Tipos de tratamientos de aguas utilizados en las PTAR del Estado de Puebla
De los datos mostrados en la Tabla 6.4, se logra observar los distintos tipos de tratamiento, asi como

su frecuencia de uso en las PTAR del estado de Puebla (Ver Tabla 6.5). A continuacidn, se describen los
tratamientos, haciendo énfasis en el tratamiento biolégico dado que es el fundamento para el resto de
los tratamientos.

Tabla 6.5. Tratamientos de aguas residuales utilizados en el Estado de Puebla

Tipo de Tratamiento Numero de PTAR Tipo de Tratamiento Numero de PTAR
Reactor Bioldgico 11 Lodos Activados 15

Discos Bioldgicos o Biodiscos 1 Primario Avanzado 6
Tanque Séptico Rafa o Wasb 63

Filtro rociador 3 Rafa + otro 11
Lagunas de Estabilizacién 32 Total 149

Cuando las aguas residuales presentan una elevada concentracion de materia organica disuelta, la

alternativa mas competitiva es el tratamiento bioldgico, por su sencillez y bajos costes, los requisitos
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para la aplicacidon de este tratamiento es que la contaminacién sea biodegradable y que no haya

presencia de ninglin compuesto biocida en el efluente a tratar.

Este tratamiento se basa en la capacidad de un conjunto de microorganismos que son capaces de

degradar la materia orgdnica presente en el agua residual para su propio crecimiento, requiriendo,

aparte de materia organica, nutrientes como nitrégeno y fésforo (Tabla 6.6) La eliminacion de la

materia orgdnica biodegradable, asi como el nitrégeno y el fésforo, mediante tratamientos biolédgicos

es la forma mas econdmica y sencilla de tratar los efluentes.

Es por esta razdon que es el tratamiento mas aplicado no sélo para el tratamiento de las aguas residuales

urbanas, sino también para las industriales. Las limitaciones de este tipo de tratamiento estdn

relacionadas con la biodegradabilidad de la contaminacién y con la presencia en el efluente a tratar de

alguna sustancia inhibidora del crecimiento de los microorganismos (biocidas) (Ferrer, Seco & Robles,

2018; Condorchem, 2021).

Tabla 6.6. Organismos presentes en sistemas de tratamiento biolédgico (Ferrer, Seco & Robles, 2018).

Organismo

Funcion en el tratamiento bioldgico

Bacterias

En los sistemas bioldgicos de depuracién intervienen en multiples procesos. Entre ellos, el
mas importante es el de la eliminacidn de la materia organica por la via aerobia (oxidacion y
sintesis de nuevos materiales organicos en forma de material celular). Pero también
intervienen en los procesos de descomposicién anaerobia, asi como en los de
desnitrificacion, nitrificacion y acumulacion de fésforo en sistemas de eliminaciéon de
nutrientes en plantas de fangos activados.

Protozoos

Pueden alimentarse de bacterias u otros microorganismos (holozoicos) o de materia
organica disuelta (osmadtrofos), aunque no se cree que compitan eficazmente con las
bacterias por el sustrato soluble, pudiéndose asumir que la eliminacion de la materia
organica disuelta es llevada a cabo por las bacterias.

Hongos

Aunque pueden utilizar la materia organica disuelta, rara vez compiten con las bacterias en
los sistemas de cultivo en suspension. Bajo determinadas condiciones (pH bajos, déficit de
nitrogeno) pueden proliferar, produciendo unos fangos con pobres cualidades de
sedimentacion. Son mas frecuentes en los sistemas de cultivo fijo constituyendo en estos
sistemas una parte importante de la biomasa.

Algas

Su utilizacién en los sistemas de depuracidn no es tanto por su capacidad de depurar sino
como fuente de oxigeno en los sistemas extensivos. Al ser autdtrofas su presencia en un
sistema de depuracién no disminuye el contenido en materia organica, sino que lo aumenta
pues la sintetizan a partir de las fuentes minerales de carbono existentes.

Rotiferos

En los sistemas de fangos activados constituyen normalmente, junto a los nematodos, la
cima de la piramide trdfica; ejerciendo una accidon predadora sobre el resto de los
organismos que existen en el medio.

Nemdatodo

En los sistemas de depuracion actian como predadores de los organismos inferiores, v,
como ya se ha dicho antes, en los fangos activados constituyen la cima de la pirdmide trofica.
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El conjunto de microrganismos es muy variado y rico en especies y su composiciéon exacta depende de
las caracteristicas del agua residual que se esté tratando y de las condiciones de proceso, siendo una
especie de ecosistema que se adapta continuamente a las condiciones externas cambiantes. En la Tabla
6.6 se resumen los distintos organismos empleados en sistemas de tratamiento bioldgico.

El tratamiento bioldgico es la base para el tratamiento de aguas residuales, de éste se derivan
tratamientos especializados para zonas, caudales, tipos de aguas y presupuestos, estos tratamientos

alternativos, usados en el Estado de Puebla se resumen en la Tabla 6.7.

Tabla 6.7. Descripcion de los tratamientos de aguas residuales mds usados en el estado de Puebla.

Tratamiento

Fundamento

Discos
Bioldgicos o
Biodiscos

Este tipo de tratamiento es una variante de los procesos de biopelicula, los biodiscos son
instalaciones de discos con superficie cubierta de biomasa en condiciones aerobias que,
en régimen continuo, consumen materia organica presente en el agua residual afluente.
Desde el punto de vista estructural consisten en placas sintéticas que rotan montadas
sobre un eje horizontal a velocidad variable, sumergidas parcialmente en un tanque
donde esta contenida el agua residual (Gutiérrez & Moreno, 2020).

Filtros
Bioldgicos o
Rociadores o
Percoladores

Son reactores que cuentan con un relleno filtrante (material de soporte) en el que crece
una capa de microorganismos con el objetivo de formar una biopelicula que tiene el
mismo fundamento que el tratamiento bioldgico, en el cual los microorganismos
presentes degradan y eliminan una gran parte de carga contaminante (Aquatreat, 2020).
El material de soporte que se deposita en los filtros bioldgicos esta conformado por
sélidos que presentan alta porosidad y diversidad en su geometria (pueden ser circulares,
cuadrados o rectangulares) (Galindo et al., 2016).

Lagunas  de
Aireadas o de
Estabilizacidon

Es similar a una laguna facultativa, pero con una mejora de oxigenacion mediante
aireadores mecanicos que mantienen a organismos aerobios en suspension alcanzando
una elevada tasa de degradacion organica. Al mejorar la oxigenacion natural, las lagunas
aireadas son ser mas profundas, reduciendo la demanda de superficie, y se adaptan mejor
a climas mas frios. El efluente puede servir para recarga de acuiferos, pero el lodo
generado demanda un tratamiento adicional o un correcto vertido o destino final.

Reactor
anaerobio de
flujo
ascendente
(RAFA) o Wasb

Este disefio es aplicado especialmente a aguas residuales con alto contenido de materia
orgdnica. El reactor RAFA y manto de lodo describe un reactor de biopelicula fija sin medio
de empaque, con una camara de digestidn que tiene flujo ascendente y a cierta altura se
desarrolla un manto de lodos anaerobios que es altamente activa y en el cual se da la
estabilizacién de la materia organica del afluente hasta CH4 y CO; (Caicedo, 2006).

Zanjas de

Oxidacién

Son una aplicacion del tratamiento biolégico. En este tratamiento se hace uso de un
sistema bioldgico de tratamiento con lodos activados basado en un tiempo extenso de
retencion de sdlidos (solids retention times, SRT) para la remocién de compuestos
orgdnicos biodegradables (EPA, 2000). Esta retencién de sdlidos se da en la zanja de
oxidacién, en ella circula una mezcla liquida de aguas residuales y lodos activados, la
velocidad de circulacidn tiene que ser de 25 a 30 cm/s, a fin de que los fléculos de lodo se
mantengan en suspension. (Baars, 1963).
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Puntos de monitoreo y calidad del agua determinada por la CONAGUA
La CONAGUA lleva a cabo, a través de la Red Nacional de Medicidn de Calidad del Agua, el monitoreo

de los principales cuerpos de agua del pais. La red esta constituida por puntos ubicados en cuerpos de
agua léticos, lénticos, costeros y subterraneos donde se monitorean parametros fisicoquimicos y
microbioldgicos, de acuerdo con el tipo de cuerpo de agua. Adicionalmente estos puntos estan dentro
de la jurisdiccién de los organismos de cuenca (unidades operativas para la administracién del agua) de
la CONAGUA.

Tabla 6.8. Puntos de muestreo conservados de la Red Nacional de Monitoreo de la Calidad del Agua en el Estado
de Puebla. Aguas arriba (AA) o aguas abajo (aa) de alguna de las PTARs.

CLAVE SITIO, MUNICIPIO CUERPO DE AGUA cRng::\IE_Ir?;:
DLPUE1992M1 Rio Atoyac, Tlahuapan Rio Atoyac 1094 aa
DLPUE2053 Echeverria Atoyac Sur, Puebla Rio Atoyac 1161 AA
DLPUE2055W1 Hidrométrica Echeverria, Puebla Rio Atoyac 1161 aa
DLPUE2060W1 Totimehuacan, Puebla Rio Alseseca 1338 AA
DLPUE2064 Puente San Francisco, Puebla Rio Alseseca 1338 AA
DLPUE2061W1 Alseseca San Francisco, Puebla Rio Alseseca 1338 aa
DLPUE1989 La Autopista, Puebla Rio Atoyac 1339 AA
DLPUE1991W1 Barranca del Conde, Cuautlancingo Rio Atoyac 1339 AA
DLPUE1976 San Francisco, Puebla Rio Atoyac 1340 AA
DLPUE1977 Confluencia Rio San Francisco, Puebla Rio Atoyac 1340 aa
DLPUE2074M1 Santa Maria Texmelucan, Tlahuapan Rio Atoyac 2108 AA
DLPUE2008 Lazaro Cardenas, Venustiano Carranza Rio San Marcos 2404 aa
DLPUE2018 Confluencia con Rio Atoyac, Huejotzingo Rio Xochiac 3146 aa
DLPUE2042 Puctla, Izicar De Matamoros Rio Nexapa 3148 AA
DLPUE2032M1 Rio Nexapa, Atlixco Rio Nexapa 3389 AA
DLPUE2035 Rio Nexapa, Huaquechula Rio Nexapa 3389 aa
DLPUE2058 Rio Acatlan, Acatlan Rio Acatlan 615 aa
DLPUE1978 Rio Alseseca Sur, Puebla Rio Alseseca 620 AA
DLPUE2016 Rio Cotzala, San Martin Texmelucan Rio Cotzala AA PTAR
DLPUE2017 San Martin-Tlaxcala, San Martin Texmelucan Rio Atoyac AA PTAR
DLPUE2057 Presa Manuel Avila Camacho, Puebla Presa Manuel Avila Valsequillo
DLPUE2068 Presa Manuel Avila Camacho, Puebla Presa Manuel Avila Valsequillo
DLPUE2070 Manuel Avila Camacho, Puebla Rio Atoyac Valsequillo
DLPUE2015M1 Arroyo La Presa, San Martin Texmelucan Rio Atoyac N/A
DLPUE2054M1 Rio Xochiac, San Martin Texmelucan Rio Xochiac N/A

De los puntos de muestreo elegidos de la Red Nacional de Monitoreo de la Calidad del Agua todos ellos
pertenecen al organismo de cuenca del Balsas, excepto uno, DLPUE2008 que pertenece al organismo

de cuenca del Golfo Centro. Todos pertenecen a la cuenca del Rio Alto Atoyac, excepto DLPUE2008 que
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pertenece ala cuenca del Rio Cazones DLPUE2042, DLPUE2032M1 y DLPUE2035 pertenecen a la cuenca
del Rio Nexapa y finalmente DLPUE2058 pertenece a la cuenca del Rio Mixteco. En lo que respecta al
tipo de cuerpo de agua DLPUE1992M1 es un arroyo, DLPUE2057, DLPUE2068 y DLPUE2070 son en una
presay el resto en rios. Estos puntos de monitoreo elegidos se enlistan en la Tabla 6.8.

De los 25 puntos de muestreo elegidos, se extraen datos de demanda bioquimica de oxigeno (DBOs),
solidos suspendidos totales (SST) y coliformes fecales (CF), ya que estos son los parametros que
mencionan las normas oficiales mexicanas NOM-001-SEMARNAT-1996 y NOM-003-SEMARNAT-1997
acerca de contaminantes presentes en aguas residuales de descarga y retso. Las NOM mencionan otros
contaminantes como son metales pesados pero los puntos de monitoreo no reportan estos
contaminantes. Adicionalmente se compararon los datos reportados por los puntos de monitoreo con
los parametros de calidad del agua de la CONAGUA vy los limites maximos permisibles de ambas NOM
(Ver Figura 6.6).

En lo que respecta a la DBOs, Unicamente DLPUE2008 y DLPUE2074M1 contaron con una calidad
aceptable dentro de los parametros de calidad de agua, DLPUE1992M1 tuvo una buena calidad y
DLPUE2017, DLPUE2035, DLPUE2042, DLPUE2053, DLPUE2057 y DLPUE2058 tuvieron una calidad
aceptable. Hay que resaltar que DLPUE2054M1 se encuentra en el rio Xochiac, el cual es un afluente
del Rio Atoyac en el municipio de San Martin Texmelucan, DLPUE1978 es en el rio Alseseca aguas arriba
de la PTAR 620, ambos con una calidad fuertemente contaminada. En la Figura 6.6 (A) se resumen los
datos de DBOs para los 25 puntos de monitoreo conservados, es de notar que sélo 11 de los 25 puntos
estan por debajo del valor minimo de DBOs que menciona la NOM-001-SEMARNAT-2021 con un valor

limite de 30 mg/L en promedio mensual para la proteccidn de vida acudtica.
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Figura 6.6. Parametros de la calidad del agua en 25 puntos de muestreo del Estado de Puebla. A) Demanda Bioquimica de
Oxigenos mg/L (DBOs), de acuerdo con la NOM-001-SEMARNAT-1996, PD: Promedio Diario; PM: Promedio Mensual, A: Uso
en riego agricola; B: Uso Publico Urbano; C: Proteccion de vida acuatica. Excelente: DBO menor o igual a 3; Buena calidad:
DBO mayor de 3 y menor o igual a 6; Aceptable: DBO mayor de 6 y menor o igual a 30; Contaminada: DBO mayor de 30 y
menor o igual a 120; Fuertemente contaminada; DBO mayor de 120. B) Sélidos Suspendidos Totales mg/L (SST), de acuerdo
con la NOM-001-SEMARNAT-1996, PD: Promedio Diario; PM: Promedio Mensual, A: Uso en riego agricola; B: Uso Publico
Urbano; C: Proteccidn de vida acuatica. Excelente: SST menor o igual a 25; Buena calidad: SST mayor de 25 y menor o igual a
75; Aceptable: SST mayor de 75 y menor o igual a 150; Contaminada: SST mayor de 150 y menor o igual a 400; Fuertemente
contaminada: SST mayor de 400. C) Coliformes Fecales (CF), de acuerdo con la NOM-003-SEMARNAT-1997, D: Servicios al
publico con contacto directo; I: Servicios al publico con contacto indirecto u ocasional. En todos los casos el color de las barras
representa los rangos del indice de la calidad del agua de la CONAGUA, donde Azul: Excelente, Verde: Buena calidad, Amarillo:
Aceptable, Naranja: Contaminada, Rojo: Fuertemente contaminada.

En el apartado de los SST, Unicamente DLPUE2008, DLPUE2057, DLPUE2068 y DLPUE2074M1 contaron
con una calidad aceptable dentro de los parametros de calidad de agua, de los 7 puntos fuertemente
contaminados DLPUE1989, DLPUE1991W1 y DLPUE2053 son aguas arriba de alguna PTAR, mientras
que DLPUE2018, DLPUE2055W1, DLPUE2058 y DLPUE1992M1 corresponden a puntos aguas abajo, una
vez recibidos los efluentes tratados. Finalmente, DLPUE2054M1 corresponde a un rio que fluye dentro
del municipio de San Martin Texmelucan. En la Figura 6.6 (B) se resumen los datos de SST para los 25

puntos de monitoreo conservados, es de notar que sélo ocho de los 25 puntos estaban por debajo del
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valor minimo de SST que menciona la NOM-001-SEMARNAT-2021 con un valor limite de 40 mg/L en
promedio mensual para la proteccion de vida acudtica.

Finalmente se tiene el Ultimo pardmetro a considerar, los CF, en estos datos se observa que 22 de los
25 puntos estaban fuertemente contaminados, uno contaminado y dos con una calidad excelente.
DLPUE2068 se encuentra en la presa de Valsequillo y estaba contaminado, DLPUE2070 se encuentra
igualmente en la presa de Valsequillo y DLPUE2074M1 se encuentra aguas arriba de la PTAR 2108,
ambos puntos con una calidad excelente. Estos valores se pueden observar en la Figura 6.6 (C), hay que
destacar que sdélo un punto de monitoreo se encontraba por debajo del valor minimo que acepta la
NOM-003-SEMARNAT-1997 para Coliformes fecales de 240 NMP/100 mL en aguas residuales tratadas
gue serdn usadas en servicios al publico con contacto directo.

Dado el alto grado de contaminacién encontrado en los distintos puntos de monitoreo de la calidad del
agua, y que esta contaminacidn esta presente sin importar si los muestreos son aguas arriba o aguas
abajo del vertido de los efluentes tratados por las PTAR, se llegd a la conclusién de que las PTAR no
estdn reduciendo contaminantes. Por lo que se requiere el desarrollo de tecnologias o tratamientos

para eliminar los contaminantes presentes.

Antibidticos como contaminantes y su impacto en la salud y el ecosistema
Los antibidticos son el producto de rapidas innovaciones en el sector de la salud y su uso ha cambiado

el patron de la forma de vida moderna. Se han utilizado extensa y eficazmente en medicamentos
humanos y veterinarios cuyos beneficios se han reconocido en la agricultura, la acuicultura, la
apicultura y la ganaderia como promotores del crecimiento. Los antibidticos pueden definirse como
agentes quimioterapéuticos que restringen o anulan el crecimiento de microorganismos (Gothwal &
Shashidhar, 2015).

Hay varios tipos diferentes de antibidticos y se pueden clasificar seglin su estructura quimica,
mecanismo de accién, espectro de accidn y via de administracién. De estas clasificaciones, la mas
popular es su mecanismo de accion y basandose en los grupos mas comunes se tienen: b-lactdmicos,
sulfonamidas, monobactamas, carbapenémicos, aminoglucdsidos, glucopéptidos, lincomicina,
macrélidos, polipéptidos, polienos, rifamicina, tetraciclinas, cloranfenicol, quinolonas vy
fluoroquinolonas. En general, el 50-80% del total de compuestos parentales se excretan a través de la
orina y parcialmente a través de las heces como una mezcla de compuestos conjugados con
metabolitos (Jjemba, 2006; Peng et al., 2009), ya sea parcialmente metabolizados o completamente

inalterados, y llegan a las plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) (Kemper et al., 2008).
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Los antibidticos a menudo se eliminan de forma incompleta durante el tratamiento de aguas residuales
y, por lo tanto, se emiten al agua superficial receptora. La aplicacion terrestre de biosélidos municipales
también da como resultado la admisidon de antibiéticos en suelos, aguas subterrdneas y redes de
drenaje subterraneas, asi como en una escorrentia superficial producida artificialmente. La eliminacidn
inadecuada de medicamentos no utilizados o vencidos, que se arrojan directamente a los inodoros o
cubos de basura terminan en plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR) y vertederos
(Reddersen et al., 2002).

La minimizacién y la mitigaciéon son la mejor solucién para reducir las fuentes de antibidticos en el
medio ambiente. La prescripcién de dosis mds bajas podria desempenar un papel importante en la
reduccion de la incidencia del desperdicio de medicamentos. Al apuntar a una dosis mas baja, también
puede reducir la entrada de antibidticos al medio ambiente a través de la excrecion (Daughton et al.,
2013). Impartir educacion adecuada y concienciar al publico sobre los problemas del consumo seguro
puede ser una herramienta eficaz para la mitigacidn. Los problemas ambientales derivados de las
practicas de salud se han abordado en el pasado, pero la mayoria de ellos no incorporaron soluciones
sostenibles porque los profesionales de la salud y el medio ambiente apenas interactian y participan
entre si. En estas circunstancias, las directrices técnicas derivadas de estudios basados en la
ecotoxicidad y la evaluacion del riesgo ambiental pueden ayudar a priorizar el comportamiento de la
ingesta del farmaco y la dosis antes de su lanzamiento al mercado (Daughton et al., 2013; Halling-

Sorensen et al., 1998; Castensson et al., 2009)

Resistencia bacteriana
Con el tiempo, la aparicion de resistencia a las fluoroquinolonas se ha convertido en un problema grave

entre muchos patdgenos resistentes emergentes y esto finalmente termina limitando el uso de esta
clase de antibioticos (Hooper, 2001). Los mecanismos de resistencia se clasifican en dos categorias, la
primera es cuando se generan mutaciones en los genes de las bacterias (mutacién en genes que
codifican las dianas de ADN girasa y topoisomerasa IV, u otras alteraciones gendmicas que afectan la
acumulacion de antibidticos) y la segunda trata de la adquisicion de genes de resistencia de otras
fuentes (adquisicion de plasmidos del medio ambiente u otras cepas resistentes, con multiples vias de
resistencia) (Pham, Ziora & Blaskovich, 2019). Estos plasmidos que portan los genes de resistencia
pueden causar problemas clinicos graves con una disminucion de la susceptibilidad a los antibidticos
que puede ir de 10 a 250 veces (Strahilevitz, Jacoby, Hooper & Robicsek, 2009). La transmisidn de estos
plasmidos de resistencia se produce a través de la transferencia horizontal de bacteria a bacteria, asi

como por transferencia vertical de generacién en generacion.
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Las mutaciones generadas por las bacterias contra las quinolonas generalmente se localizan en la
enzima diana sitios de union en la ADN girasa y la topoisomerasa IV (Aldred et al., 2013) Ademas, la
resistencia a esta clase de antibidticos puede obtenerse mediante la adquisicién de un plasmido
resistente de otras fuentes en el medio ambiente mediante transferencia horizontal, lo que conduce a

la rapida propagacion de la resistencia (Hooper & Jacoby, 2015).

Efectos de las fluoroquinolonas en flora y fauna
En la Tabla 6.9 se muestra un compendio de autores que reportan presencia de ciprofloxacino, en la

primera columna se menciona la regién donde fueron realizados los estudios, seguido de los
antibidticos encontrados, posteriormente se menciona el tipo de agua, puede ser superficial (cuerpos
de agua superficiales), subterranea o de grifo (agua potable), finalmente se mencionan las
concentraciones reportadas para los distintos antibioticos.

Tabla 6.9. Presencia de distintos antibidticos en cuerpos de agua alrededor del mundo.

Pais o region Antibidticos encontrados Tipo de agua Concentracion Referencia
norfloxacino
. ! 1.0-679.7 Ly2.
Guangzhouy ciprofloxacino, . 0-679.7ng/Ly 2.0 Wang et al., 2010
. . de grifo -37 ng/L,
Macao, China lomefloxacino, y .
. respectivamente
enrofloxacino
Peng et al., 2008
China norfloxacino, ofloxacino, 5770, 1290, 653, y Peng et al., 2009
Rios: Pearl, Yellow, ciprofloxacino, y Superficial 652 ng/g, Peng et al., 2011
Haiy Liao oxitetraciclina respectivamente
Espafa ciprofloxacino,
Rl'osﬂarma claritromicina, 3, 235, 320.5,
: ! eritromicina, metronidazol, - 1195.5, 10, 179,326,  valcarcel et al.. 2011
Manzanares, . . Superficial "
norfloxacino, ofloxacino, 23, and 424 ng/L,
Guadarrama, - .
sulfametoxazol, tetraciclina respectivamente
Henares, Tagus . .
y trimetoprima
. . 323.75 L debid
o Ciprofloxacino fue el de ng/ eico @
Espaia mavor concentracion las actividades de
Delta del rio v o Subterrdnea agricultura y agua Cabeza et al., 2012
dentro de los antibidticos -
Llobregat residual pobremente

encontrados
tratada

Como parte de los efectos ambientales que presentan los antibidticos en el ambiente se ha reportado
que los antibidticos actian como un factor ecolégico en el medio ambiente que podria afectar
potencialmente a las comunidades microbianas. Los efectos de estos farmacos en el ambiente incluyen
alteracion de la estructura filogenética, expansion de la resistencia a antibidticos y alteracién de la
funcién ecoldgica en el micro ecosistema. También se han detectado cambios en la estructura de la
comunidad microbiana tras la adicidon de antibidticos en el suelo y el medio acudtico. Finalmente se
han descubierto efectos de los antibidticos sobre las funciones ecoldgicas, incluida la transformacion

de nitrégeno, la metanogénesis y la reduccidn de sulfatos y fosfatos (Yi et al., 2017; Chan & Hi, 2010).
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Investigaciones revelan que el ciprofloxacino puede interferir con la fotosintesis y, en consecuencia,
afectar el crecimiento de las plantas (Aristilde & Sposito, 2010).

La presencia de antibidticos en aguas superficiales, subterraneas, marinas, suelos y lodos abre Ila
entrada de los antibidticos a la biota presente en esos ecosistemas. Una vez que los antibidticos llegan
a esos lugares, pueden ser absorbidos por vegetales, cultivos, plantas acuaticas y animales (Gothwal &
Shashidhar, 2015).

Eggen et al. (2011) estudiaron la absorcion de ciprofloxacino en zanahoria (Daucus ssp. Sativus cvs.
Napoli) y cebada (Hordeum vulgare). En el estudio, encontraron que el factor de bioacumulacién era
<1 (un factor >1 indica que el organismo tiene la capacidad de bioacumular la sustancia en su biomasa)
y se encontré que el factor de concentracidn de raices era mds alto que el factor de concentracién de
hojas correspondiente. Ademas, se logré determinar la distribucién de antibidticos en las plantas, la
cual respeta la siguiente secuencia: hoja> tallo> raiz, también, se encontré que la temporada de
invierno es mas favorable que el verano para la bioacumulacidn.

De acuerdo a Hu, Zhou & Lou (2010), en invierno, las hojas de cilantro acumulan altos niveles de
oxitetraciclina, tetraciclina y clortetraciclina que se encuentran en el rango de 78-330, 1.9-5.6, 92-481
mg/kg, respectivamente; las hojas de rdbano acumulan sulfadoxina, sulfachloropiridazina,
cloranfenicol y sulfametoxazol en el rango de 0.2-a 0.6, 0.1-0.5, 8-30y 0.9-2,7 mg/kg, respectivamente;
las hojas de apio acumulan ofloxacina, pefloxacina y lincomicina en el rango de 1.7-3.6, 1.1 y 5-20
mg/kg, respectivamente.

Li et al. (2012) encontré una presencia predominante de fluoroquinolonas en plantas acudticas en un
rango de 8.37-6532 mg/kg, donde el ciprofloxacino se encontré en una cantidad 10 veces superior al
segundo antibidtico con mayor presencia, el norfloxacino, en animales acudticos y aves se encontraron
concentraciones de fluoroquinolonas en el rango de 17.8-167 mg/kg y macrdlidos desde no detectables
hasta 182 mg/kg en el lago Baiyangdian del norte de China.

Las vias mediante las cuales los antibidticos presentes en cuerpos de agua ingresan a la biota
generalmente tienen lugar desde suelos modificados con lodos activados provenientes de plantas de
tratamiento de aguas residuales, a través de la retenciéon por superficies radiculares, absorcién
radicular, translocacion, absorcidn foliar e ingestion animal (ingestion de suelo y pasto) (Duarte-
Davidson & Jones 1996).

Profundizando en los efectos que tienen los antibidticos en la biota presente en cuerpos de agua, se ha
reportado que las tetraciclinas, las fluoroquinolonas y los macrdlidos afectan la sintesis de proteinas

cloroplasticas y mitocondriales en las plantas (Kiimmerer, 2009; Brain et al., 2008). En el caso de las
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fluoroquinolonas, logran inhibir la sintesis de ADN en las células eucariotas, la replicacién de los plastos
y tienen influencias negativas en la morfologia y la fotosintesis de las plantas. Dentro de las
fluoroquinolonas, el ciprofloxacino reduce la fotosintesis y, por tanto, el crecimiento de las plantas. Las
tetraciclinas, la ciprofloxacina y la eritromicina reducen el contenido de pigmentos fotosintéticos,
clorofilas y carotenoides en las plantas. Las penicilinas, cefalosporinas y tetraciclinas afectan la
velocidad de transporte de electrones fotosintéticos (Kiimmerer, 2009; Brain et al., 2008; Liu et al.,
2009). Opris et al. 2013) estudiaron el efecto de nueve antibidticos sobre la fotosintesis del follaje y
encontraron que la ciprofloxacina y las cefalosporinas inhiben fuertemente la tasa neta de asimilacion

debido a la reduccion de la conductancia estomatica.

VI.2 Marco legal

VI.2.1 Analisis de la normatividad referente a la contaminacién del agua por antibioticos

Jerarquia del sistema juridico mexicano
De acuerdo con la Suprema Corte de Justicia de la Nacion (2006), el Sistema Juridico Mexicano se divide

en varios peldafios, el nivel maximo superior es ocupado por la Constituciéon Politica de los Estados
Unidos Mexicanos, los tratados internacionales se encuentran en segundo plano inmediatamente
debajo de la constitucién, en tercer lugar, se encuentran el derecho federal y el local, con igual
jerarquia.

NORMAS Y TRATADOS INTERNACIONALES

ORGANIZACION DE LAS NACIONES UNIDAS

Declaracion Universal de los Derechos Humanos. Asamblea General de las Naciones Unidas, 10 de
diciembre de 1948.
El articulo 25 menciona que toda persona tiene derecho a un nivel de vida adecuado que le asegure,

asi como a su familia, la salud y el bienestar, y en especial la alimentacidn, el vestido, la vivienda, la

asistencia médica y los servicios sociales necesarios.

Comité de Derechos Econdmicos, Sociales y Culturales Observacion general N.2 15 (2002) El derecho al
agua. Pacto Internacional de Derechos Econdmicos, Sociales y Culturales.
Enlaintroducciony los articulos 10, 11y 12 se mencionan que el derecho humano al agua es el derecho

de todos a disponer de agua suficiente, salubre, aceptable, accesible y asequible para el uso personal
y doméstico. Un abastecimiento adecuado de agua salubre es necesario para evitar la muerte por
deshidratacién, para reducir el riesgo de las enfermedades relacionadas con el agua y para satisfacer
las necesidades de consumo y cocina y las necesidades de higiene personal y doméstica. El agua es un
recurso natural limitado y un bien publico fundamental para la vida y la salud. El derecho humano al

agua es indispensable para vivir dignamente y es condicidn previa para la realizacidn de otros derechos
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humanos. Los Estados Parte deben adoptar medidas eficaces para hacer efectivo el derecho al agua sin

discriminacién alguna.

Pacto Internacional de Derechos Econdmicos, Sociales y Culturales Asamblea General de las Naciones
Unidas Aprobado 16 de diciembre de 1966
Los articulos 1 y 12 mencionan que todos los pueblos pueden disponer libremente de sus riquezas y

recursos naturales, sin perjuicio de las obligaciones que derivan de la cooperacién econdmica
internacional basada en el principio de beneficio reciproco, asi como del derecho internacional. Y que
los estados parte en el presente pacto reconocen el derecho de toda persona al disfrute del mas alto

nivel posible de salud fisica y mental.

ORGANIZACION DE LOS ESTADOS AMERICANOS

Protocolo Adicional a la Convenciéon Americana sobre Derechos Humanos en materia de Derechos
Econdmicos, Sociales y Culturales “Protocolo de San Salvador”. Asamblea General de la Organizacion de
los Estados Americanos Adoptado el 17 de noviembre de 1988

Los articulos 10 y 11 mencionan que toda persona tiene derecho a la salud, entendida como el disfrute

del mas alto nivel de bienestar fisico, mental y social, derecho a vivir en un medio ambiente sano vy a
contar con servicios publicos basicos y que los estados parte promoveran la proteccidn, preservaciony

mejoramiento del medio ambiente.

MARCO LEGAL NACIONAL
Dentro de la legislacidn mexicana podemos encontrar cuatro Leyes Generales, la LEY GENERAL DEL

EQUILIBRIO ECOLOGICO Y LA PROTECCION AL AMBIENTE, LEY GENERAL PARA LA PREVENCION Y
GESTION INTEGRAL DE LOS RESIDUOS, LEY DE AGUAS NACIONALES, LEY GENERAL DE SALUD.

Adicionalmente el pais cuenta con normar oficiales mexicanas (NOMs) y normas mexicanas (NMX).

CONSTITUCION POLITICA DE LOS ESTADOS UNIDOS MEXICANOS
Del TITULO PRIMERO, CAPITULO |, los articulos 3, 4, 25, 27 hablan de los Derechos Humanos y sus

Garantias y como el estado debe de asegurarse de proporcionarlos mediante: planes y programas de
estudio, la generacidon de responsabilidades a quien dafie el ambiente, le definicién de leyes para
garantizar el derecho al agua, la impulsién de empresas bajo el interés publico, la imposicion de
propiedad privada a bienes de interés publico.

Del TITULO TERCERO, CAPITULO I, el articulo 73 habla del Poder Legislativo y cdmo el congreso tiene
facultad para expedir leyes en materia de proteccién al ambiente y de preservacion y restauracién del

equilibrio ecoldgico.

34



Del TITULO QUINTO, CAPITULO IV, los articulos 115 y 122 hablan del Poder Judicial los estados de la
federacién y de la ciudad de México y de cdmo los municipios tienen a su cargo todo tipo de funciones

de agua, desde la potabilizacién, el drenaje, alcantarillado, y la disposicidn de aguas residuales.

LEY DE AGUAS NACIONALES
Del TITULO SEGUNDO, CAPITULO |, el articulo 7 habla de las Disposiciones Generales y se declara de

utilidad publica el mejoramiento de la calidad de las aguas residuales, la prevencidn y control de su
contaminacién, la recirculacion y el redso de dichas aguas, asi como la construccién y operacidn de
obras de prevencién, control y mitigacion de la contaminacidn del agua, incluyendo plantas de
tratamiento de aguas residuales. Del CAPITULO IlI, el articulo 9 habla de la Comisién Nacional del Agua
y sus atribuciones de Nivel Nacional fomentando y apoyando el desarrollo de los sistemas de agua
potable y alcantarillado; los de saneamiento, tratamiento y retdso de aguas. Del CAP{TULO Il BIS, el
articulo 12 habla de los Organismos de Cuenca y sus atribuciones dentro del territorio.

Del TITULO CUARTO (DERECHOS DE EXPLOTACION, USO O APROVECHAMIENTO DE AGUAS
NACIONALES), CAPITULO | el articulo 16 habla de aguas nacionales, reglas y condiciones para el
otorgamiento de concesiones para aprovechamiento. Del CAPITULO lII, los articulos 29 y 29 BIS hablan
de los Derechos y Obligaciones de Concesionarios o Asignatarios de descargas de aguas residuales y la
adopcidn de costos econdmicos y ambientales que provocan dichas descargas.

Del TITULO SEXTO, CAPITULO |, los articulos 44 y 46 hablan de los USOS DEL AGUA, del Uso Publico
Urbano, explotacidn y aprovechamiento de agua, obras de captacion o almacenamiento, conduccion
Yy, en su caso, tratamiento o potabilizacién para el abastecimiento de agua, con los fondos
pertenecientes al erario federal o con fondos obtenidos con aval o mediante cualquier otra forma de
garantia otorgada por la Federacion.

Del TITULO SEPTIMO, CAPITULO | el articulo 86 habla de la PREVENCION Y CONTROL DE LA
CONTAMINACION DE LAS AGUAS Y RESPONSABILIDAD POR DANO AMBIENTAL, donde menciona que
"La Autoridad del Agua" tendrad a su cargo, en términos de Ley: Promover o realizar las medidas
necesarias para evitar que basura, desechos, materiales y sustancias toéxicas, asi como lodos producto
de los tratamientos de aguas residuales, de la potabilizacidn del agua y del desazolve de los sistemas
de alcantarillado urbano o municipal, contaminen las aguas superficiales o del subsuelo y los bienes

que sefiala el Articulo 113 de la presente Ley.

LEY GENERAL PARA LA PREVENCION Y GESTION INTEGRAL DE LOS RESIDUOS
Del TITULO TERCERO, CAPITULO UNICO, el articulo 19 habla de la CLASIFICACION DE LOS RESIDUOS, la

parte de interés es aquella que alude a los residuos de manejo especial que se dentro de su clasificacidn
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podemos encontrar A) Residuos de servicios de salud, generados por los establecimientos que realicen
actividades médico-asistenciales a las poblaciones humanas o animales, centros de investigacion, con
excepcion de los biolégico-infecciosos; B) Lodos provenientes del tratamiento de aguas residuales.

Del TITULO CUARTO, CAPITULO I, el articulo 31 habla de los INSTRUMENTOS DE LA POLITICA DE
PREVENCION Y GESTION INTEGRAL DE LOS RESIDUQS, en especial de los Planes de manejo y de cémo
los Farmacos y Lodos de perforacidn base aceite, provenientes de la extraccién de combustibles fésiles
y lodos provenientes de plantas de tratamiento de aguas residuales cuando sean considerados como

peligrosos, estan sujetos a un plan de manejo de residuos.

LEY GENERAL DEL EQUILIBRIO ECOLOGICO Y LA PROTECCION AL AMBIENTE
Del TITULO TERCERO (APROVECHAMIENTO SUSTENTABLE DE LOS ELEMENTOS NATURALES), CAPITULO

I, el articulo 92 habla del Aprovechamiento Sustentable del Agua y los Ecosistemas Acudticos y de cémo
las autoridades competentes promoveran el ahorro y uso eficiente del agua, el tratamiento de aguas
residuales y su retiso. CAPITULO IlI, los articulos 117, 118, 119 BIS, 120, 121, 122, 123, 124, 126, 127,
128, 129 y 130 hablan de la Prevencién y Control de la Contaminacién del Agua y de los Ecosistemas
Acuaticos, Los criterios para la prevencién y control de la contaminacion del agua, correspondencia de
los gobiernos, control de aguas residuales, regulaciones locales y federales, autorizacion de colecta,

tratamiento y redso de aguas residuales.

LEY GENERAL DE SALUD
Del TITULO SEPTIMO, CAPITULO IV, el articulo 118, 119 y 122 hablan de la PROMOCION DE LA SALUD,

los Efectos del Ambiente en la Salud y de cdmo le corresponde a la Secretaria de Salud: I. Determinar
los valores de concentracion mdaxima permisible para el ser humano de contaminantes en el ambiente;
Il. Emitir las normas oficiales mexicanas a que debera sujetarse el tratamiento del agua para uso y
consumo humano; lll. Establecer criterios sanitarios para la fijacion de las condiciones particulares de
descarga, el tratamiento y uso de aguas residuales o en su caso, para la elaboracién de normas oficiales
mexicanas ecoldgicas en la materia. Y de que queda prohibida la descarga de aguas residuales sin el
tratamiento para satisfacer los criterios sanitarios emitidos de acuerdo con la fraccién Il del articulo
118, asi como de residuos peligrosos que conlleven riesgos para la salud publica, a cuerpos de agua que
se destinan para uso o consumo humano.

Del TITULO DECIMO OCTAVO, CAPITULO VI, el articulo 457 habla de las Medidas de Seguridad,
Sanciones y Delitos y de cdmo se sancionara con pena de uno a ocho afios de prision y multa por el

equivalente de cien a dos mil dias de salario minimo general vigente en la zona econdmica de que se
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trate, al que por cualquier medio contamine un cuerpo de agua, superficial o subterraneo, cuyas aguas

se destinen para uso o consumo humanos, con riesgo para la salud de las personas.

NORMAS OFICIALES MEXICANAS
Se seleccionan aquellas Normas Oficiales Mexicanas (NOM) relacionadas con esta investigacion, por lo

que aquellas normas emitidas por la SEMARNAT, CONAGUA o SSA, donde se traten temas de agua de
consumo y uso humano, aguas residuales, identificacion de contaminantes presentes, limites maximos
permisibles de contaminantes, caracteristicas de infiltracidon de mantos acuiferos, vigilancia y
evaluacion, son de relevancia para esta seccion: NOM-001-SEMARNAT-2021, NOM-002-SEMARNAT-
1996, NOM-014-CONAGUA-2003, NOM-015-CONAGUA-2007, NOM-127-SSA1-1994, NOM-179-SSA1-
1998, NOM-201-SSA1-2015 y NOM-230-SSA1-2002.

ACUERDO POR EL QUE SE DECLARA LA OBLIGATORIEDAD DE LA ESTRATEGIA NACIONAL DE ACCION
CONTRA LA RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS (RAM), 2018.

Objetivos:

1. Mejorar la concientizacidn y la comprensidn con respecto a la RAM, a través de la comunicacién

efectiva, la educacién y la capacitacién.

2. Reforzar los conocimientos y la evidencia de la RAM a través de la vigilancia y la investigacidn,
tanto en salud humana como en salud animal (incluyendo vigilancia epidemioldgica, sanitaria y
del uso de antimicrobianos).

3. Reducir la incidencia de las infecciones, a través de las medidas preventivas, de higiene y
sanitarias efectivas, tanto en salud humana como en Salud animal.

4. Utilizar de forma éptima los agentes antimicrobianos, tanto en la salud humana como en la
salud animal, mediante el uso racional de los antimicrobianos.

5. Desarrollo de la evaluacion econdmica del problema en el pais con el fin de asegurar una
inversidn sostenible para abordar y combatir la RAM, incluyendo el desarrollo de nuevos

medicamentos, herramientas diagndsticas, vacunas y otras intervenciones.

COMISION FEDERAL PARA LA PROTECCION CONTRA RIESGOS SANITARIOS (Cofepris), GUIA PARA LA
CORRECTA DISPENSACION DE ANTIBIOTICOS
Menciona que las farmacias sélo deben vender antibidticos a aquellos que presenten receta médica,

ademads determina los lineamientos a los que estard sujeta y dispensaciéon de antibidticos. Los
establecimientos necesitan llevar un registro en el que se asienten diversos datos establecidos por
la guia, toda receta retenida y su registro correspondiente deberdn conservarse por un periodo de
365 dias naturales, cada vez que se surta el antibiético, debera sellarse la receta indicando en ella

la cantidad vendida y la fecha de la venta
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MARCO LEGAL INTERNACIONAL

ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD (OMS)
Organizacion Mundial de la Salud. (2016). Plan de accién mundial sobre la resistencia a los

antimicrobianos.

Objetivos:

1. Mejorar el conocimiento de la resistencia a los antimicrobianos (RAM) a través de una
comunicacién, educacién y formacién efectivas, y la concienciacidn al respecto

2. Reforzar los conocimientos y la base cientifica a través de la vigilancia y la investigacion

3. Reducir la incidencia de las infecciones con medidas eficaces de saneamiento, higiene vy
prevencion de la infeccion

4. Utilizar de forma 6ptima los medicamentos antimicrobianos en la salud humana y animal

5. Preparar argumentos econdmicos a favor de una inversidn sostenible que tenga en cuenta las
necesidades de todos los paises, y aumentar la inversién en nuevos medicamentos, medios de
diagndstico, vacunas y otras intervenciones.

Acciones derivadas:

Se ha establecido una secretaria conjunta tripartita (FAO, OIE y OMS), acogida por la OMS, con el fin

de impulsar la colaboracidon multipartita en relacién con la RAM.

El Grupo de Coordinacion Interorganismos sobre la RAM presentd al secretario general de las

Naciones Unidas en abril de 2019 su informe, titulado “No podemos esperar: Asegurar el futuro

contra las infecciones farmacorresistentes”. Sus recomendaciones estan en proceso de aplicacién.

Semana Mundial de Concienciacion sobre el Uso de los Antimicrobianos; Esta Semana se

denominaba anteriormente “Semana Mundial de Concienciacion sobre el Uso de los Antibidticos”.

A partir de 2020 cambié de nombre a “Semana Mundial de Concienciacidn sobre el Uso de los

Antimicrobianos”. El Comité Ejecutivo de la Iniciativa Tripartita decidi6 fijar las fechas de todas las

futuras semanas mundiales de concienciacién del 18 al 24 de noviembre, empezando por la de

2020. En 2020 el lema cambid a “Antimicrobianos: manéjalos con cuidado”

Sistema Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos y de su Uso (Global

Antimicrobial Resistance Surveillance System, GLASS).

La OMS puso en marcha GLASS con el objetivo de seguir colmando las lagunas en conocimientos y

orientar las estrategias a todos los niveles. GLASS ha sido concebido para incorporar de forma

progresiva datos procedentes de la vigilancia de la RAM en los seres humanos, la vigilancia del uso

de los medicamentos antimicrobianos, y la resistencia a los antimicrobianos en la cadena

alimentaria y el medio ambiente. Ofrece un enfoque normalizado para la recopilacién, analisis,
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interpretacién e intercambio de datos por los paises, territorios y zonas, y permite supervisar la
situacién de los sistemas nacionales de vigilancia nuevos o existentes, haciendo hincapié en la
representatividad y la calidad de los datos compilados. Algunas regiones de la OMS han establecido
redes de vigilancia que prestan apoyo técnico a los paises y facilitan el registro en GLASS.
Establecimiento de prioridades mundiales de investigacion y desarrollo para la RAM

En 2017, y con el fin de orientar la investigacidn y desarrollo de nuevos antimicrobianos, medios de
diagndstico y vacunas, la Organizacién elabord la lista OMS de patdgenos prioritarios. Se actualizard
en 2022. Cada ano, la OMS examina las lineas preclinicas y clinicas de desarrollo de antibacterianos
para valorar su progresién con respecto a la lista OMS de patdgenos prioritarios. Sigue habiendo
una laguna importante en investigacion y desarrollo, en particular para los antibacterianos dirigidos
contra las bacterias gramnegativas resistentes a los antibidticos carbapenémicos.

Alianza Mundial para la Investigacién y Desarrollo de Antibiodticos (Global Antibiotic Research and
Development Partnership, GARDP).

GARDP, una iniciativa conjunta de la OMS y la Iniciativa Medicamentos para las Enfermedades
Desatendidas (DNDi), fomenta la investigacidn y el desarrollo mediante alianzas publico-privadas.
Para 2025, la alianza tiene por objeto elaborar y distribuir cinco nuevos tratamientos contra las
bacterias farmacorresistentes identificadas por la OMS como las que representan una mayor

amenaza.

UNION EUROPEA
El interés en contaminantes emergentes en la unidn europea y sus respectivos miembros ha

generado que desde hace mas de una década la inclusiéon de determinados contaminantes
emergentes dentro de la lista de observacion de sustancias prioritarias.

Esta lista, actualizada cada dos afos, sirve para el seguimiento de las sustancias de la lista de
observacidn, este seguimiento debe producir datos de alta calidad sobre sus concentraciones en el
medio acuatico, adecuados al objetivo de apoyar, en un ejercicio de revision independiente de
conformidad con el articulo 16, apartado 4, de la Directiva 2000/60/CE, las evaluaciones de riesgo
gue permiten la determinacion de las sustancias prioritarias. En dicha revision, ha de estudiarse la
posibilidad de incluir en la lista de sustancias prioritarias aquellas sustancias que se considere
representan un riesgo significativo. A continuacién, se deberia establecer también una norma de
calidad ambiental, que los Estados miembros habrian de cumplir. La propuesta de una sustancia

para su inclusion en la lista de sustancias prioritarias seria objeto de una evaluacion de impacto.
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Reglamentacidn relacionada al manejo de antibidticos y su presencia en cuerpos de agua
Unién Europea incluyd algunos antibidticos como eritromicina, claritromicina y azitromicina en una

lista de compuestos para su observacion en las aguas en el afio 2015 (Decision de Ejecucion (UE)
2015/495 de la Comision (Europa 2015), actualmente derogada). Mientras que otros como
amoxicilinay ciprofloxacina fueron incorporados posteriormente en la lista de observacién (Decisién
de Ejecucion (UE) 2018/840 de la Comisidn (Europa 2018), también derogada) y se mantienen en la
lista de observacién mas reciente (Decision de ejecucion (UE) 2020/1161 de la Comisién (Europa
2020)), que ha afiadido ademas sulfametoxazol y trimetoprima.

DIRECTIVA 2008/105/CE DEL PARLAMENTO EUROPEQ Y DEL CONSEJO de 16 de diciembre de 2008
relativa a las normas de calidad ambiental en el ambito de la politica de aguas, por la que se
modifican y derogan ulteriormente las Directivas 82/176/CEE, 83/513/CEE, 84/156/CEE,
84/491/CEE y 86/280/CEE del Consejo, y por la que se modifica la Directiva 2000/60/CE

Directiva 2013/39/EU. LISTA DE SUSTANCIAS PRIORITARIAS EN EL AMBITO DE LA POLITICA DE
AGUAS; Que menciona los limites permisibles de diclofenaco y anticonceptivos (17a-etinil estradiol,
17B-estradiol) en aguas residuales.

REGLAMENTO (UE) 2019/6 DEL PARLAMENTO EUROPEQ Y DEL CONSEJO de 11 de diciembre de 2018
sobre medicamentos veterinarios y por el que se deroga la Directiva 2001/82/CE: Regulacion en el
manejo de medicamentos veterinarios, entre ellos los antimicrobianos.

DECISION DE EJECUCION (UE) 2020/1161 DE LA COMISION de 4 de agosto de 2020 por la que se
establece una lista de observacidn de sustancias a efectos de seguimiento a nivel de la Unién en el
ambito de la politica de aguas, de conformidad con la Directiva 2008/105/CE del Parlamento
Europeo y del Consejo

A partir de los datos de seguimiento obtenidos para las tres sustancias, a saber, metaflumizona,
amoxicilina y ciprofloxacina, desde 2018, la Comisién llegd a la conclusiéon de que los datos de
seguimiento de alta calidad obtenidos eran insuficientes y que, por lo tanto, esas sustancias debian
permanecer en la lista de observacién.

Antimicrobianos incluidos en la lista: Amoxicilina, Ciprofloxacina, Sulfametoxazol y compuestos
azdlicos antimicéticos como Clotrimazol, Fluconazol, Imazalil, Ipconazol, Metconazol, Miconazol,

Penconazol, Procloraz, Tebuconazol, Tetraconazol.

ESTADOS UNIDOS DE AMERICA
Accién de EE. UU. Para combatir la resistencia a los antibidticos

La resistencia a los antibidticos es una prioridad nacional y el gobierno de EE. UU. ha tomado

medidas ambiciosas para combatir esta amenaza. Por ejemplo, establecio una estrategia nacional y
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un plan de accién nacional para combatir las bacterias resistentes a los antibiéticos. Las agencias
federales estan trabajando juntas para:

e Responder a las amenazas a la salud publica nuevas y en curso

e Fortalecer la deteccion de resistencias

e Redoblar los esfuerzos para frenar la aparicion y propagacién de la resistencia.

e Mejorar el uso y la notificacién de antibioticos

e Desarrollo avanzado de diagndsticos rapidos

e Mejorar las medidas de control de infecciones

e Acelerar la investigacion sobre nuevos antibidticos y alternativas a los antibidticos.

Acciones clave de EE. UU. respecto a la resistencia a los antimicrobianos desde el 2013 hasta la
actualidad: en el 2013 los CDC (centros de control de enfermedades) publicaron el primer Informe
sobre amenazas de resistencia a los antibiéticos. En el 2014 La Casa Blanca dio a conocer la
Estrategia Nacional para combatir las bacterias resistentes a los antibiéticos, el Consejo de Asesores
de Ciencia y Tecnologia del Presidente (PCAST) publicé un informe sobre la lucha contra la
resistencia a los antibiéticos con recomendaciones clave, el presidente emitio la Orden Ejecutiva
13676 ordenando a las agencias federales que implementen las recomendaciones del informe
PCAST y los CDC publicaron elementos basicos de los programas hospitalarios de administracion de
antibidticos, seguidos de una guia para otros entornos. En el 2015 la casa blanca organizé el foro
sobre administracion de antibiéticos, publicé un Plan de Accién Nacional de cinco afios (2020-2025),
que describe los pasos para implementar la Estrategia Nacional y establecié el PACCARB
(Presidential Advisory Council on Combating Antibiotic-Resistant Bacteria, finalmente el congreso
asignd fondos para apoyar la implementacidn de las actividades establecidas en el Plan de Accidn
Nacional (2015). En el 2016 se organiza una reunidn en la ONU donde las naciones aprobaron una
resolucidn para combatir la resistencia a los antibiéticos en todo el mundo. Los CDC establecieron
AR Lab Network para respaldar la capacidad de los laboratorios a nivel nacional y financiaron a
expertos locales en resistencia a los antibidticos en todos los estados, las principales ciudades y
Puerto Rico, otorgaron el primer financiamiento para la innovacién ($40 millones de dodlares) a
investigadores académicos, de la industria y de la salud, incluido el Programa de Epicentros de
Prevencion de los CDC, lanzaron el Mddulo de resistencia y uso de antimicrobianos para informary
analizar el uso de antibidticos en los centros de atencién médica a través de la Red Nacional de
Seguridad en la Atencién Médica (un sistema nacional de seguimiento de infecciones en la atencién

médica). En el 2017 el presidente emitié una Orden Ejecutiva para continuar con los comités
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asesores, incluido el PACCARB, los CDC agregaron el Centro Nacional de Vigilancia Molecular de la
Tuberculosis a la AR Lab Network y la FDA publicé la Directiva sobre piensos veterinarios para ayudar
a garantizar que los antibidticos solo se utilicen para tratar y prevenir infecciones en los animales
destinados al consumo. En el 2018 el gobierno lanza The AMR Challenge, una campafia de un afio
encabezada por los CDC para alentar a las organizaciones globales a asumir compromisos formales
gue promuevan el progreso contra la resistencia, los CDC copatrocinaron un foro sobre la resistencia
a los antibidticos en el medio ambiente y el efecto potencial en la salud humana, lo que resulté en
un informe publicado titulado “Iniciativas para abordar la resistencia a los antimicrobianos en el
medio ambiente” y lanzaron la Estrategia de contencién para ayudar a detener la propagacion de
resistencias nuevas o emergentes, En el afio 2019 los laboratorios PulseNet hicieron la transicién a
la secuenciacién del genoma completo para los gérmenes transmitidos por los alimentos y el
gobierno, por los CDC y el Departamento de Salud y Servicios Humanos, Concluyé The AMR
Challenge con mas de 350 compromisos de socios en todo el mundo. Los CDC publicaron el segundo
Informe sobre amenazas de AR. Finalmente en el afio 2020 la casa blanca publicé el Plan de Accidn
Nacional, 2020-2025, con acciones estratégicas coordinadas para mejorar la salud y el bienestar de
todos los estadounidenses al cambiar el curso de la resistencia a los antibidticos en todo el espectro
de One Health.

Con el andlisis del marco legal internacional podemos observar que paises como Estados Unidos de
América o Regiones como la Unidn Europea, si bien no tienen normatividad vigente aplicable a
limites maximos permisibles de antibidticos en aguas residuales y cuerpos de agua, han avanzado
en este tema en la Ultima década, generando interés publico y normativo acerca de este tema. Por
otro lado, en México aun no se cuenta con normatividad que regule la presencia de estos
contaminantes en aguas residuales o en el ambiente y hay que resaltar que México, al estar adscrito
a tratador internacionales que mencionen el derecho a un medio ambiente, agua y vida sana, estd

obligado a promover politicas publicas con el fin de cumplir lo establecido (2020).

VI.3 Tipo de investigacion
Cuando se indaga en la literatura acerca de la investigacion cuantitativa, se encuentran diferentes

clasificaciones de los disefios de investigacion. En la obra escrita por Hernandez, Fernandez, &
Baptista, (2017) se adopta la siguiente clasificacidn: investigacién experimental e investigacion no
experimental. A su vez, la experimental puede dividirse en: pre-experimentos, experimentos
“puros” y cuasiexperimentos. La investigacién no experimental la subdividimos en disefios

transversales y disefios longitudinales. En los estudios experimentales se elabora o construye el
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contexto y posteriormente se manipula de manera intencional la variable independiente, después
se observa el efecto de esta manipulacion sobre la variable dependiente en una situacién de control.
Esto se simplifica con la relacién Causa (variable independiente) y Efecto (variable dependiente).

Conforme a lo descrito por Hernandez et al. (2017) la presente investigacion es de tipo
experimental, teniendo alcances exploratorios iniciales (ya que se examina un problema de
investigacion poco estudiado, del cual se tienen muchas dudas), y finales correlacionales (al describir

la relacion existente entre las variables).
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VII. METODOLOGIA

VII.1 Analisis de Infraestructura hidraulica y contaminacion del agua en el Estado de
Puebla

VII.1.1 Descripcion general socioecondmica y ambiental del Estado
Para conocer la informacién socioeconémica y ambiental del Estado de Puebla se utilizaron distintas

bases de datos: Censo de poblacién 2020 del INEGI de la cual se obtuvo informacién geografica
basica del estado, asi como informacidn socioeconémica de la poblacién. Del Sistema Nacional de
Gestion de Residuos de Envases de Medicamentos A.C. (SINGREM) se obtuvo informacion acerca de

los centros de acopio de medicamentos caducos.

VII.1.2 Plantas tratamiento de aguas residuales (PTAR)
La informacién relacionada a las plantas de tratamiento de aguas residuales se obtuvo del Inventario

Nacional de Plantas Municipales de Potabilizacion y de Tratamiento de Aguas Residuales en
Operacién” publicado por la Comisién Nacional del Agua (CONAGUA) en diciembre del 2021,
adicionalmente se realizé una busqueda bibliografica en motores de busqueda académicos para la
descripcién del fundamento tedrico de los distintos tipos de tratamiento de aguas que se usan en

el Estado.

VII.1.3 Contaminacion del agua
Se utilizé la base de datos de la Red Nacional de Monitoreo de la Calidad del Agua (RNM) para

conocer la calidad del agua en distintos puntos de interés, donde se reportan distintos parametros
de la calidad del agua y dependiendo el punto de monitoreo, el aifio del reporte varia de 2012 a
2021. Para este fin se extrajo la informacion mas reciente que ha sido reportada por distintos puntos
de monitoreo cercanos a las PTAR obtenidas en el punto anterior.

VII.2 Disefio y caracterizacidon del catalizador cloroperoxidasa/dioxido de silicio
(CPO/SiOy)

VII.2.1 Sintesis y caracterizacion del soporte SiO;
Se elaboro dxido de silicio a partir de la metodologia propuesta por Bedoya & Mufioz (2020).

Para sintesis de 6 g de soporte SiO, por el método Sol-Gel, se mezcléd precursor de silicio
tetraetilortosilicato (TEOS) con solvente (etanol) y agua bajo una relacién estequiométrica de 1:26:6

de TEOS:Agua:Etanol bajo la metodologia mostrada en la Figura 7.1.
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Figura 7.1. Procedimiento para sintesis de 6 g de SiO> mediante el método Sol-Gel.

Posterior a la sintesis, el soporte SiO,, se caracterizd6 mediante cuatro técnicas: Difraccién de rayos
X (DRX) que aporté informacidn acerca de la estructura y ordenamiento del éxido de silicio e indicd
si se trata de un sdlido cristalino, un nano cristal o un sélido amorfo. Microscopia electrénica de
barrido (MEB) que ayudd a observar la forma que presentan las particulas obtenidas, ya sean
esféricas, cilindricas o sin forma, ademas a confirmar lo obtenido mediante la difraccidn de rayos X,
La Espectroscopia dispersiva de energia (EDE) que aportd informacion acerca de la composicion
quimica elemental (% atdémico) del éxido de silicio, y Espectroscopia de Infrarrojo que aporté
informacién acerca de la presencia o ausencia de enlaces, esta informacidn tiene importancia ya

que indica si el material tiene impurezas o rastros de la sintesis.

Figura 7.2. Etapas de sintesis de SiO2 mediante el método sol-gel. A) SiO; sintetizado y almacenado; B) SiO; en
la etapa de gelificacién; C) TEOS, Etanol y Agua destilada en agitacién; D) TEOS y Agua destilada en agitacion.

VII.2.2 Sintesis y caracterizacion del catalizador CPO/SiO;
La inmovilizacién de la CPO se llevd a cabo mediante la técnica de adsorcidn descrita por Terrés et

al. (2008), donde se colocaron 2.3x10® moles de CPO libre y 100 mg de SiO; en buffer acetato pH 7
con un volumen final de 1 mL a 4°C en agitacién durante 24 horas (Figura 7.3, A). El catalizador
CPO/SiO, (Figura 7.3, B) se recuperd por centrifugacion a 12 000 rpm y se lavé cinco veces con buffer
acetato pH 7, la cantidad de CPO inmovilizada se determind por diferencia, esto es restando la
cantidad de enzima removida en los lavados realizados a la concentracion de enzima inicial, las
mediciones de concentracién de CPO se determinaron en espectrofotometro UV-Vis a 398 nm y un

coeficiente de extincidon molar de € = 85 000 M cm™ (Libby et al., 1989) el ensayo se realizé por
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duplicado. Una vez que se obtuvo el catalizador CPO/SiO; se hicieron ensayos preliminares para ver

su funcionamiento, asi como la posible pérdida de actividad.

: : 4 X 2N Ao p
Figura 7.3. Inmovilizacién de CPO en SiO2 mediante adsorcién. A) Proceso de adsorcién y B) catalizador
CPO/SiO..

Para visualizar de una manera adecuada los cambios que sufrio la CPO al momento de la
inmovilizacién, resulté adecuado calcular las constantes cinéticas, para su determinacidon se
realizaron reacciones a distintas concentraciones de H,0; que van de 0.001 a 1.2 mM y
concentraciones constantes de 3 puM de CIP, 20 mM de KCl y 2.3x10™! moles de CPO libre e
inmovilizada, todo esto en buffer fosfato 60 mM y pH 3.

Como se menciond con anterioridad, una justificacidn para la pérdida de actividad enzimatica es su
posible recuperacion y reutilizacion, para esto se llevd a cabo un ensayo de ciclos de reaccién, donde
reaccionaron 2.3x10* moles de CPO inmovilizada con 3 uM de CIP, 0.375 mM de H,0,y 20 mM de
KCl en buffer fosfato 60 mM pH 3 con cinco minutos de reaccién. Al finalizar cada ciclo de reaccién
la enzima se recuperd mediante centrifugacion a 12 000 rpm durante 3 minutos y posteriormente
se colocd en un medio de reaccion nuevo, los resultados se reportaron como el porcentaje de
degradacion de CIP medible en un espectro de fluorescencia, con 277 nm de excitaciéon y 450 nm de
emision.

VII.3 Oxidacidn de los antibidticos ciprofloxacino y levofloxacino (CIP y LEVO) con el
CPO/SiO3

VII.3.1 Preparacion de las soluciones sintéticas de antibidticos (CIP y LEVO)
La solucion de CIP se prepard con una tableta de 500 mg de ciprofloxacino comercial de la marca

Fluxacord, la tableta se trituré en un mortero, el polvo producido de la molienda se disolvié en 400
mL de agua tridestilada, la solucion formada se filtré con papel filtro Whatman n° 8, Grade 2V con

125mm de diametro, finalmente la solucién se aforé a 500 mL produciendo una concentracion final
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de 1 g/L. La solucién de LEVO se prepard con una tableta de 500 mg de levofloxacino comercial de
la marca Farmacias del ahorro siguiendo los mismos pasos de la solucién de CIP, generando de igual
manera una solucién de 1 g/L.

De estas soluciones patrén de antibidticos se elaboraron disoluciones para la obtenciéon de las curvas
de calibracidon. Con ayuda del espectrofotémetro UV-Vis se hizo un barrido completo de cada
antibidtico, obteniendo picos maximos de absorcién de 277 nm para el ciprofloxacino y 294 nm para
el levofloxacino, posteriormente haciendo un barrido en el espectrofotometro de fluorescencia se
determinaron los puntos maximos de emisién de cada antibidtico, siendo 450 nm para el
ciprofloxacino y 500 nm para el levofloxacino, estos valores de absorcidn y emisiéon fueron de

utilidad para cuantificar a los antibiéticos en los ensayos realizados.

VII.3.2 Pruebas de degradacion de los antibidticos con la enzima CPO
Se llevaron a cabo reacciones con 3 puM de CIP y LEVO y distintas cantidades de CPO (1.15x10°%,

2.3x10!y 1.15x102° moles), mediante espectrofotometria UV-Vis se determinaron las reducciones
en las concentraciones de los antibioticos.

Una vez que se verificd la capacidad de degradaciéon de CPO y contando con las curvas de calibracidn
gue nos ayudaron a cuantificar los porcentajes de degradacién, se llevé a cabo un Disefio Central
Compuesto (DCC) para cada antibiético (CIP y LEVO), el cual resultdé util ya que amplié el
experimento factorial necesario al agregar puntos axiales y centrales que ayudaron a comprender
la importancia de cada variable en la degradacidon de los antibidticos. Para este disefio se
consideraron tres variables independientes: CPO, H,0; y el tiempo de reaccidn, teniendo como
variable respuesta el porcentaje de degradacién. Con este analisis se lograron obtener altos
porcentajes de degradacidon minimizando el tiempo y la cantidad de enzima requerida.

VII.4 Evaluacion del desempefio del catalizador CPO/SiO; en agua del lago de ciudad

universitaria (CU)

VII.4.1 Descripcién y ubicacion de la zona de estudio
Se tomaron cuatro muestras simples, una en cada punto sefialado en la Figura 7.4, para su

recoleccidn se utilizaron botellas de polietileno de 1 L de capacidad, estas botellas nuevas y limpias
se enjuagaron tres veces con agua del lago antes de tomar la muestra final. Las cuatro muestras
simples se combinaron en un envase de 4 L de capacidad de polietileno nuevo y limpio, que fue
enjuagado de la misma manera que las botellas de 1 L, la mezcla resultante de las cuatro muestras

simples se homogeniza y se etiqueta como muestra compuesta.
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Figura 7.4. Mapa de la Laguna de CU de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla con los cuatro
puntos de los muestreos realizados.

Se realizd un muestreo de agua en cuatro puntos de la laguna de oxidacion que se encuentra dentro
de Ciudad Universitaria de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, en el denominado
“Paseo del lago Universitario, lateral al Boulevard Capitan Carlos Camacho Espiritu 6307, Cd
Universitaria, Villa Universitaria, CP 72589, Puebla, Puebla, como se muestra en la Figura 7.4,
siguiendo las siguientes coordenadas UTM: para el punto 1 Este (UTMX): 583634.7 y Norte (UTMY):
2101506.4, para el punto 2 Este (UTMX): 583706.3 y Norte (UTMY): 2101396.2, para el punto 3 Este
(UTMX): 583659.2 y Norte (UTMY): 2101417.9 y para el punto 4 Este (UTMX): 583653.3 y Norte
(UTMY): 2101356.5.

VII.4.2 Muestreo y caracterizacion fisicoquimica del agua
La mezcla compuesta es analizada bajo distintas normas mexicanas, con la finalidad de conocer los

pardmetros del agua del lago, asi como comparar calidad con la NOM-003-ECOL-1997 que establece
los limites mdximos permisibles de contaminantes para las aguas residuales tratadas que se reusen
en servicios al publico, esta muestra serd usada posteriormente para realizar ensayos con el
catalizador CPO/SiO; ya que al tratarse de un lago que recibe aguas residuales tratadas, es un buen
campo de estudio para evaluar la eficacia del catalizador CPO/SiO,. Cabe resaltar que debido a la
pandemia por Covid-19, el lago dejo de recibir descargas de agua provenientes de la PTAR de la
universidad por aproximadamente dos afios, por lo que los andlisis realizados sientan un punto de
comparacién para estudios futuros donde se podra comparar el estado del lago con descargas de la

PTAR y con dos afios de inactividad.
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Dureza total (NMX-AA-072-SCFI-2001)
La dureza se entiende como la capacidad de un agua para precipitar al jabdn y esto esta basado en

la presencia de sales de los iones calcio y magnesio. La dureza es la responsable de la formacion de
incrustaciones en recipientes y tuberias lo que genera fallas y pérdidas de eficiencia en diferentes
procesos industriales como las unidades de transferencia de calor. El método se basa en Ia
formacién de complejos por la sal disddica del acido etilendiaminotetraacético con los iones calcio
y magnesio mediante una valoracién empleando un indicador visual de punto final, el negro de
eriocromo T, que es de color rojo en la presencia de calcio y magnesio y vira a azul cuando estos se
encuentran acomplejados o ausentes. El complejo del EDTA con el calcio y el magnesio es mas fuerte
gue el que estos iones forman con el negro de eriocromo T, de manera que la competencia por los
iones se desplaza hacia la formaciéon de los complejos con EDTA desapareciendo el color rojo de la
disolucién y tornandose azul.

La titulacion de la muestra compuesta se llevé a cabo midiendo 50 mL en un matraz Erlenmeyer de
250 mL, se le anadié 1 mL de disolucion buffer corroborando un pH de 10, posteriormente se afiadio
una cantidad adecuada de indicador eriocromo negro T hasta una coloracién de la muestra de color
vino rojizo, finalmente se titulé con disolucién de EDTA 0.01 M agitando continuamente hasta que
desaparecieron los ultimos matices rojizos, afiadiendo las ultimas gotas con intervalos de 3sa5s,
la titulacion termind cuando la muestra cambid de color rojizo a azul. La dureza total se calculd
mediante la Eq. 7.1.

mg
Dureza total expresada como CaC0O3 (T)

_ (A-B)-C-1000
N D

Eq (7.1)

donde:

A son los mL de EDTA gastados en la titulacién en la muestra;

B son los mL de EDTA gastados en la titulacién en el blanco (1.5 mL);
C son los mg de CaCOs equivalentes a 1 mL de EDTA (0.1009), y

D son los mL de muestra.

Alcalinidad (NMX-AA-036-SCFI-2001)
La alcalinidad se refiere a la presencia de sustancias hidrolizables en agua y que como producto de

hidrdlisis generan el ion hidroxilo (OH’), como son las bases fuertes, y los hidréxidos de los metales
alcalinotérreos; contribuyen también en forma importante a la alcalinidad los carbonatos y fosfatos.
La presencia de boratos y silicatos en concentraciones altas también contribuyen a la alcalinidad del
medio. Este método se basa en la medicién de la acidez o alcalinidad en el agua por medio de una
valoracion de la muestra empleando como disolucién valorante un dlcali o un acido segun sea el

caso de concentracidn perfectamente conocida.
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La titulacion de la muestra compuesta se realizd Unicamente para Alcalinidad dado que el pH de la
muestra fue de 9.43, el ensayo se realizd por duplicado: Se transfirieron 50 mL de muestra en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL, se adicionaron 2 gotas de disolucién indicadora de fenolftaleina, se
tituld con la disolucion valorada de acido (0.025 N) hasta el vire de la fenolftaleina (de rosa a
incoloro), el valor en ambos casos fue de 0.3 mL (alcalinidad a la fenolftaleina), posteriormente se
adicionaron 2 gotas de la disolucién indicadora de naranja de metilo, se continud con la titulacién
hasta alcanzar el vire del naranja de metilo (de canela a amarillo). La alcalinidad total se calculd

mediante la Eq. 7.2.

mgy  A-N-50-1000
)= Eq (7.2)

Alcalinidad total como CaCO3 (T 100

donde:

A es el volumen total gastado de acido en la titulacién al vire del anaranjado de metilo en mL;
N es la normalidad de la disolucion de acido;

100 es el volumen de la muestra en mL;

50 es el factor para convertir eq/L a mg CaCOs/L, y

1 000 es el factor para convertir mL a L.

Demanda quimica de oxigeno (DQO)
La DQO se determiné mediante el kit HI 93754C-25 HR de la marca HANNA instruments, el cual es

una adaptacién de la norma EPA 410.4 mediante el cual se cubre la determinacién de DQO en aguas
superficiales, domésticas e industriales, el fabricante menciona que para la determinacion se lleva
a cabo una digestién en presencia de calor donde el cromo hexavalente presente en el kit se reduce
a cromo trivalente debido a la oxidacidn de la materia organica presente en la muestra. La cantidad
de cromo reducido es proporcional a la cantidad de materia orgdnica oxidada y esta variacion en el
cromo se mide colorimétricamente mediante un fotémetro compatible dando como resultado la
concentracidon de DQO se muestraen mg /L (ppm) O..

Siguiendo el procedimiento sefialado por el fabricante, se realizé un blanco (B) con 0.2 mL de agua
desionizada, un ensayo por duplicado de la muestra compuesta con 0.2 mL de muestra (M) en cada
ensayo y un control (C) con una DQO conocida de 8000 mg/L elaborado con una solucién estandar
de DQO de la marca Merck KGaA. Mediante una curva de calibracién que relaciona la ABS medida
en UV-Vis a 698 nm con la DQO en ™8/, se obtuvo la ecuacion de la recta ABS = 3.60E-05[DQO] +
6.54E-03, con esta ecuacion se logro calcular B, que da una medicion de 261.191 ™¢/,, este valor fue
restado a las siguientes mediciones, C arroja un valor de 8981.229 ™8/, lo que indica un error de

10.9 %, este dato se uso para ajustar las mediciones de la muestra compuesta.
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Demanda Bioguimica de Oxigeno (DBOs) (NMX-AA-028-SCFI-2001)
Demanda bioquimica de oxigeno (DBOs): Es una estimacion de la cantidad de oxigeno que requiere

una poblacion microbiana heterogénea para oxidar la materia orgénica de una muestra de agua en
un periodo de 5 dias. El método se basa en medir el oxigeno consumido por una poblacidn
microbiana en condiciones en las que se ha inhibido los procesos fotosintéticos de produccién de
oxigeno en condiciones que favorecen el desarrollo de los microorganismos. El método se basa en
medir la cantidad de oxigeno que requieren los microorganismos para efectuar la oxidacion de la
materia orgdnica presente en aguas naturales y residuales y se determina por la diferencia entre el
oxigeno disuelto inicial y el oxigeno disuelto al cabo de cinco dias de incubacién a 20°C. La DBOs se

calculé mediante la Eq. 7.3.

m m
DBO (mg)_ 0D; (Tg)_0D5 (Tg) Ea (7.3
>\ 'L /7 %dilucién (decimales) 9(7:3)

Donde:
OD; (™/) es el oxigeno disuelto inicial
ODs (™8/') es el oxigeno disuelto al quinto dia

Fosfatos
El fésforo generalmente se encuentra en aguas naturales, residuales y residuales tratadas como

fosfatos. Estos se clasifican como ortofosfatos, fosfatos condensados y compuestos
organofosfatados. Estas formas de fosfatos provienen de una gran cantidad de fuentes, tales como
productos de limpieza, fertilizantes, procesos bioldgicos, etc. El fésforo es un nutriente esencial para
el crecimiento de organismos, por lo que la descarga de fosfatos en cuerpos de aguas puede
estimular el crecimiento de macro y microorganismos fotosintéticos en cantidades nocivas. Los
fosfatos se determinaron mediante el kit H/ 93713-01 de la marca HANNA instruments. Este método
es una adaptacién del método de acido ascérbico en donde la reaccion entre los fosfatos y el
reactivo causan una coloracion azulada en la muestra.

Siguiendo el procedimiento sefialado en el kit se tomaron 10 mL de muestra compuesta, se colocé
en cero el equipo y se agregod el reactivo correspondiente, se agité con suavidad por dos minutos
hasta que el reactivo se disolvié completamente, se dejé reaccionar tres minutos y se midié en el

equipo HI 83099 de la marca HANNA instruments.

Nitratos
El nitrato es un nutriente esencial para muchos autétrofos fotosintéticos, y en algunos casos ha sido

identificado como el determinante del crecimiento de estos. Una concentracion alta de nitratos es

indicio de una etapa mayor de mineralizaciéon de los compuestos nitrogenados. Los nitratos se
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determinaron mediante el kit HI 93728-01 de la marca HANNA instruments. Este método es una
adaptacion del método de reduccidon de cadmio donde la reaccidn entre nitrato-nitrégeno y el
reactivo causa un tono ambar en la muestra.

Siguiendo el procedimiento sefialado en el kit se tomaron 6 mL de muestra compuesta, se colocé
en cero el equipo y se agregd el reactivo correspondiente, se agité vigorosamente de arriba abajo
durante exactamente 10 segundos, se continud con una agitacidn suave invirtiendo la celda durante
50 segundos evitando la generacidn de burbujas, hay que resaltar que el polvo no se disolvié por
completo, se dejé reaccionar durante 4 minutos y 30 segundos y se midié en el equipo HI 83099 de

la marca HANNA instruments.

Cloro libre
El cloro aplicado al agua sufre diversas reacciones para producir cloro libre que consiste en cloro

molecular acuoso, 4cido hipocloroso e ion hipoclorito. A su vez el cloro libre es capaz de reaccionar
facilmente con el amoniaco y ciertos compuestos de nitrégeno formando cloro combinado
produciendo monocloraminas, dicloroaminas vy tricloruro de nitrdgeno (compuestos
potencialmente cancerigenos). El cloro libre se determiné mediante el kit H/ 93701-01 de la marca
HANNA instruments. Este método es una adaptacion del USEPA 330,5 y el método estandar 4500 -
Cl G. La reaccién entre el cloro y los reactivos causa una coloracion rosa en la muestra.

Siguiendo el procedimiento sefialado en el kit se tomaron 10 mL de muestra compuesta, se colocd
en cero el equipo y se agregd el reactivo correspondiente, se agitd gentilmente durante 20
segundos, se dejo reaccionar durante 1 minutos y se midié en el equipo H/ 83099 de la marca HANNA

instruments.

Cloruros (NMX-AA-073-SCFI-2001)
El ion cloruro es uno de los iones inorganicos que se encuentran en mayor cantidad en aguas

naturales, residuales y residuales tratadas, su presencia es necesaria en aguas potables. En agua
potable, el sabor salado producido por la concentracidn de cloruros es variable. Un alto contenido
de cloruros puede dafiar estructuras metalicas y evitar el crecimiento de plantas. Las altas
concentraciones de cloruro en aguas residuales, cuando éstas son utilizadas para el riego en campos
agricolas deteriora, en forma importante la calidad del suelo. La determinacién de cloruros por este
método se basa en una valoracién con nitrato de plata utilizando como indicador cromato de
potasio. La plata reacciona con los cloruros para formar un precipitado de cloruro de plata de color
blanco. En las inmediaciones del punto de equivalencia al agotarse el ion cloruro, empieza la

precipitacion del cromato. La formacion de cromato de plata puede identificarse por el cambio de
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color de la disolucién a anaranjado-rojizo, asi como en la forma del precipitado. En este momento
se da por terminada la valoracion.

La titulacidn de la muestra compuesta se realizé por duplicado: Se transfirieron 50 mL de muestra
en un matraz Erlenmeyer de 250 mL, se adicionaron 2 gotas de disolucidn indicadora de cromato de
potasio, se tituld con la disolucién valorada de nitrato de plata (0.014 N) hasta el vire de amarillo a
naranja rojizo, manteniendo un criterio constante en el punto final. La cantidad de cloruros se

calculé mediante la Eq. 7.4.

cl- (@) _ (A - B) -N -35.45

L Eq (7.4)

mL de muestra

donde:

A son los mL de disolucién de nitrato de plata gastados en la valoracién de la muestra;
B son los mL de disolucién de nitrato de plata gastados en la valoracién del blanco;

N es la normalidad del nitrato de plata.

Sélidos suspendidos y totales (NMX-AA-034-SCFI-2015)
El agua puede contener varios tipos de sélidos, entre ellos, sélidos disueltos y los sélidos

suspendidos. Los sélidos y sales disueltas pueden afectar adversamente la calidad de un cuerpo de
agua, un efluente o un proceso de varias formas, en plantas potabilizadoras por ejemplo el analisis
de sodlidos disueltos es importante como indicador de la efectividad de procesos de tratamiento del
agua. El principio de este método se basa en la medicidon cuantitativa de los sélidos y soélidos
disueltos, asi como la cantidad de materia organica contenidos en aguas naturales, residuales y
residuales tratadas, mediante la evaporacién y calcinacién de la muestra filtrada o no, en su caso, a
temperaturas especificas, en donde los residuos son pesados y sirven de base para el cdlculo del
contenido de estos.

Dos cépsulas de porcelana se llevaron a peso constante en horno a una temperatura de 105 °C+2°C
durante 20 minutos, posteriormente se llevaron a temperatura ambiente en un desecador y se
pesaron, teniendo pesos de 29.5535 y 25.6525 g. A cada una se le colocé 20 mL de la muestra
compuesta y se colocaron a sequedad durante 24 horas a 105 °C + 2°C, se llevaron a un desecador
hasta temperatura ambiente y se determiné el peso final, obteniendo 29.5612 y 25.6588 g
respectivamente. Los sdlidos totales se calcularon mediante la Eq. 7.5.

ST (%) - (rne.v;ml) -1.000 000 Eq (7.5)

donde:

ST Son los sélidos totales, en ™8/t
ms es la masa de la cdpsula con el residuo, después de la evaporacion, en g;
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mj es la masa de la cdpsula vacia a masa constante, en g;
V es el volumen de muestra, en mL.

Para la determinacién de sélidos suspendidos totales se llevaron a peso constante dos papeles filtro
con una porosidad de 1.5 um acoplados a dos crisoles gooch, obteniendo pesos de 22.9838 y
21.1225 g, posteriormente se filtraron 50 mL de muestra compuesta, los papeles filtro acoplados a
los crisoles gooch se colocaron a sequedad durante 24 horas a 105 °C + 2°C, se llevaron a un
desecador hasta temperatura ambiente y se midié el peso final, obteniendo 22.9856 y 21.1250 g
respectivamente. Los sdélidos suspendidos totales se calcularon mediante la Eq. 7.6.

mgy _ (e —my)

SST (— -

; -1.000 000 Eq (7.6)

donde:

SST son los sélidos suspendidos totales, en ™8/,;

m; es la masa del crisol gooch con el filtro antes de la filtracion, en g;
meg es la masa del del crisol gooch con el filtro después del secado, en g;
V es el volumen de la muestra, en mL.

Finalmente, los sélidos disueltos totales se obtuvieron por diferencia, restando sélidos suspendidos
totales a solidos totales.

pH (NMX-AA-008-SCFI-2016).

La medicidn del pH del agua es muy importante para muchos tipos de muestra. Los valores altos y
bajos de pH son téxicos para organismos acuaticos, ya sea directa o indirectamente. Es el parametro
mas importante utilizado en la evaluacion de las propiedades corrosivas de un medio ambiente
acudtico. Asimismo, es importante para el funcionamiento efectivo de los procesos de tratamiento
de aguas y su control (por ejemplo, floculacién y desinfeccidn con cloro), el control de disolucion de
metales en canales y conductos y tratamiento bioldgico de aguas residuales y los vertidos de aguas
residuales. Los métodos electrométricos estan basados en la medicién de la diferencia de potencial
de una celda electroquimica, la cual consta de dos medias celdas, la primera consiste en un
electrodo de medicion y la segunda en un electrodo de referencia. El potencial del electrodo de
medicion es una funcidn de la actividad del ion hidrégeno de la disolucidn de medicién. El valor de
pH de una medicidn depende de la temperatura debido al equilibrio de disociacién. Por lo tanto, la
temperatura de la muestra siempre debe ser reportada en conjunto con el pH de la muestra.

Se realizaron mediciones en cada punto que conforma la muestra compuesta (ver Mapa 1). Las
mediciones se realizaron con el medidor portdtil de pH, conductividad y temperatura PC18 de la

marca CONDUCTRONIC.
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Temperatura (NMX-AA-007-SCFI-2013).
Las temperaturas elevadas en el agua pueden ser indicadores de actividad bioldgica, quimica y fisica,

lo anterior tiene influencia en los tratamientos y abastecimientos para el agua, asi como en la
evaluacion limnoldgica de un cuerpo de agua, por lo que es necesario medir la temperatura como
un indicador de la presencia de compuestos y contaminantes, a través del método de prueba que
se establece en la presente norma mexicana. El valor de temperatura es un criterio de calidad del
agua para la proteccion de la vida acuatica y para las fuentes de abastecimiento de agua potable, es
también un pardmetro establecido como limite maximo permitido en las descargas de aguas
residuales y una especificacion de importancia en los calculos de balance de energia y de calor de
los procesos industriales.

Se realizaron mediciones en cada punto que conforma la muestra compuesta (ver Mapa 1). Las
mediciones se realizaron con el medidor portdtil de pH, conductividad y temperatura PC18 de la

marca CONDUCTRONIC.

Conductividad eléctrica (NMX-AA-093-SCFI-2018)
La medicidn directa de la conductividad eléctrica en aguas residuales puede realizarse con

instrumentos mediante la induccién de una corriente y su conduccién por los iones presentes en el
agua, esta conduccion dependerd de la concentracion y naturaleza de los iones, asi como de la
temperatura del agua. Se expresa como unidades de siemens por metro (S/m) o equivalentes como
microsiemens por centimetro (*/cm).

Se realizaron mediciones en cada punto que conforma la muestra compuesta (ver Mapa 1). Las
mediciones se realizaron con el medidor portdtil de pH, conductividad y temperatura PC18 de la

marca CONDUCTRONIC.

Oxigeno disuelto (NMX-AA-012-SCFI-2001)
En el método electrométrico los electrodos de membrana sensible al oxigeno ya sean galvanicos o

polarizados estan constituidos por dos electrodos de metal en contacto con un electrolito soporte,
separado de la disolucidn de muestra por medio de una membrana selectiva. En el catodo, que
usualmente es oro o platino, ocurre la reduccion del oxigeno mientras que en el anodo ocurre la
oxidacion del metal (plata o plomo). La diferencia basica entre el sistema galvanico y el polarizado
es que en el primero la reaccion en el electrodo ocurre espontdaneamente, mientras que en el
segundo es necesario aplicar un potencial externo para polarizar el electrodo indicador.
Generalmente se utilizan membranas de polietileno y fluorocarbén que son permeables al oxigeno

molecular y relativamente rugosas.
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Se realizaron mediciones en cada punto que conforma la muestra compuesta (ver Mapa 1). Las
mediciones se realizaron con el Medidor portdtil de oxigeno disuelto y temperatura Ox25 de la marca

CONDUCTRONIC.

VII.4.3 Pruebas de degradacion de CIP Y LEVO en agua del lago de CU
De la muestra compuesta recolectada para los andlisis realizados anteriormente, se toman alicuotas

de 50 mLy se ajusta su pH con soluciones patron de HCl y NaOH con la finalidad de tener agua de la
lagunaapH3,4,5,6,7y 8. Adicionalmente se preparan soluciones buffer a los mismos pH, para los
pH 3, 6, 7 y 8 se utiliza buffer fosfatos y para los pH 4 y 5 se usa buffer acetato, esto considerando
los pKa de cada acido y su desempefio como amortiguador a distintos pH. Una vez que se tiene el
agua de laguna y los buffers a distintos pH se realiza un ensayo de estabilidad del catalizador
CPO/SiO, a distintos pH, asi como el efecto positivo o negativo que tiene el agua de una laguna de
oxidacion en la actividad enzimatica.

Para la realizaciéon de estos ensayos, se utilizd agua de la laguna a la cual se le anadié una
concentracién de antibidticos de 3 uM. Hay que recordar que en ambientes contaminados por
antibidticos, estos se encuentran en el orden de nano gramos por litro, pero al no tener acceso a
equipos que puedan medir estas concentraciones, resulté necesario afiadir esta concentracién de
antibiodticos debido a la capacidad de deteccidn de los equipos de medicidn a los que se tuvo acceso.
Para las reacciones se utilizaron 5x10"'* moles de CPO inmovilizada, 3 uM de CIP, 0.375 mM de H,0,
y 20 mM de KCl en 3 mL de volumen final. En algunos casos dada la alta velocidad alcanzada se llegd
a la degradacién mdaxima en menos de minuto y medio, por lo que los resultados se reportan como
velocidad maxima alcanzada al inicio de la reaccién y degradacion maxima alcanzada dentro de los

primeros cinto minutos.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

VIII.1 Caracteristicas fisicoquimicas del catalizador CPO/SiO;

VIII.1.1 Estructura cristalina y tamafo de particula del soporte SiO»
Respetando la relacién estequiométrica indicada en el punto 7.2.1, se midieron 22.75 mL de TEQOS,

46.89 mL de agua destilada y 35.11 mL de etanol, durante la formacion de SOL se aprecid la
formacién de micelas debido a la insolubilidad del TEOS en agua, las cuales se disolvieron al
agregarse el etanol. El resultado final de la sintesis fue la obtencién de 5.7559 g de soporte SiO,. La

mitad del soporte SiO; se llevd a caracterizacidn y el resto se guardd para posteriores andlisis

900 I ' | ! I ' | ! I ' | ! I ' | T T
800 L —— Difractograma SiO, ]
—— Gauss fit
i Model Gauss ]
700 - ) y=y0 + (Al(w*sqri(pi/2)))*ex| |
+ Equation P-2*((x-xC )W )A2) ]
600 y0 807432 + 036607 -
xc 2230767 + 0.00593 -
wn 900 w 507928 = 0.01229 -
= A 5215.89897 + 11 65167 i
3 400 Reduced Chi-Sq 411 84992 i
@) I R-Square (COD) 098853 ]
300 + Adj. R-Square 098852 |
sigma 253964 £ 0.00615
I FWHM 598039 = 001447 ]
200 |- Height 819.34604 = 1.67751 N
I Number of Point 3748 1
100 _
0 -
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2Theta (Coupled TwoTheta/Theta) WL=1.54060

Figura 8.1. Patrén de difraccion de éxido de silicio (SiO2) preparado por el método Sol-Gel.

Los datos obtenidos de la DRX se analizaron con el software Origin Pro-2021, donde se realizd un
ajuste de curva de Gauss al difractograma, de este ajuste llamado Gauss fit (Figura 8.1), se pudo
apreciar que el patrén de difracciéon de rayos X del SiO; preparado por el método Sol-Gel no presenta
un comportamiento de picos definido como es el caso de un sélido cristalino, tampoco presentd el
patrén de un nano cristal, por tanto, el patron que presentd el SiO, se asemeja a un sélido amorfo
o un liquido, es este caso al tratarse de un sdlido, se concluye que se traté de un sélido amorfo, de

acuerdo con lo planteado por (Kulkarni & Kulkarni, 2015). Adicionalmente se obtuvo el FWHM (full
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width half maximum) del Unico pico dominante, este valor fue usado posteriormente para la
determinacidn del tamafio promedio de particula.
El tamafio de particula del SiO; sintetizado mediante el método sol-gel fue determinado mediante

la ecuacion de Scherrer (Eq. 8.1) (Kulkarni, 2015)

_ 094 Eq.(8.1)
B cos g

Donde T es el tamafio de particula del material (hnm), 0.9 es una constante denominada “factor de

forma”, A es la longitud de onda de los rayos X utilizados en el andlisis (1.54060 A), B es el FWHM

observado del Unico pico dominante, dado que el analisis se realizé por duplicado se realiza un

promedio del FWHM de ambos ensayos (5.98039° y 6.46409°) obteniendo un FWHM promedio

6.22224°, finalmente 6 corresponde al dngulo de difraccién de Bragg donde también se realizd un

valor promedio de los dos ensayos realizados (22.30767° y 22.46717°), teniendo un 6g promedio de

22.38742°. Con estos datos el tamafio de particula promedio resulté ser de 13.00585 nm.

VIII.1.2 Morfologia de las particulas del SiO»
A) ‘ o

WD42mm  §S60

SE| WD12mm  SS60 x1,000 10um

SElI  30kV WD12mm  SS55

SEI WD11mm  SS65

Figura 8.2. Imagenes obtenidas de éxido de silicio (SiO2) mediante un microscopio electrénico de barrido. Ay
B) amplificacidn x1000, C y D) amplificacion x3000. En todas se usaron electrones secundarios (SEl).
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En la Figura 8.2 se pueden apreciar distintas imagenes obtenidas de SiO; mediante un microscopio
electrénico de barrido, estas imagenes corresponden a cuatro ampliaciones realizadas mediante
electrones secundarios (SEl): x1000 (A y B) y x3000 (C y D). Gracias a esta informacién se pudo
confirmar lo obtenido en la difraccidén de rayos X, el SiO; no presenta una estructura cristalina, mas
bien presenta tamafios de particulas variados con geometria irregular, esto muestra que las

particulas tienen la estructura de un sélido amorfo.

VIII.1.3 Composicidn quimica elemental del SiO;
En Figura 8.3, la cual es un espectro dispersivo de energia se aprecian dos picos bien definidos, uno

corresponde al oxigeno (O) y otro al silicio (Si). Esto mostré que el SiO; obtenido por el método sol-
gel da un material con la composicién deseada, sin contaminacién, sin impurezas, sin residuos de
sintesis, lo que da la posibilidad de tener un soporte para usar en la inmovilizacidon. Adicionalmente,
alrealizar un escaneo en tres Spectrum del material se encuentra que el material tiene un porcentaje
en peso promedio de 43.31 + 2.84% de silicio y 56.69 + 2.84% de oxigeno, lo que da un total de
100.00%.

LI |_I_I_|_|'| T 1T 1 T [ 1T
0.5 1 15 2 25 3 35 4
Full Scale 7263 ct= Curzor: 0.000 ke

Figura 8.3. Espectro de Espectroscopia Dispersiva de energia del 6xido de silicio (SiO2).

VIII.1.4 Espectroscopia IR del SiO;
Para poder interpretar un espectro de infrarrojo del SiO; (Figura 8.4) es necesario contar con una

base de datos, donde relacionen determinados tipos de enlaces entre elementos y sus movimientos,
con la longitud de onda a la cual se lleva a cabo la absorcién de la radiacién infrarroja. Para esto, se
utilizaron los datos reportados por distintos autores acerca de los picos absorcién del 6xido de

silicio.

59



I T T T T T T i T T T i
— Espectro infrarrojo SiO,| 1

100

90

80

70

Transmitancia, %

60

50

40

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Longitud de onda, cm’”’

Figura 8.4. Espectro Infrarrojo del SiO».

Para los dobles picos obtenidos a 2361.66 y 2338.14 cm™ existen tres posibles explicaciones, la
primera es la presencia de H,0 en la muestra, sin embargo, la presencia de dobles picos y no un pico
Unico a esa longitud de onda (Pershina et al., 2015) descarta esta posibilidad, la segunda es la
presencia de enlaces Si-C (Hamelmann et al., 2005), esta opcidn es descartada dado que en el EDS
no se aprecia la presencia de carbono elemental en el SiO;, sintetizado, finalmente el
comportamiento de dobles picos que se obtuvieron se asemeja a lo reportado por (Baruch et al,,
2015; Mclintosh et al., 2017; Esler et al., 2000; Ulagappan et al., 2000), donde se aprecian dobles
picos en 2276-2350 cm™ correspondientes a la presencia de CO, atmosférico. Para el pico ubicado
a 1077.98 cm™ se han reportado dos posibles enlaces y distintos movimientos. La primera opcién
comprende Si-O Stretching a la longitud 1100-1175 cm™ (Hanna, 1965; Simon & McMahon, 1953;
Saksena, 1940; Lippincott et al., 1958) y la segunda a Si-O-Si Rocking, Stretching y Antisymmetric
Stretching a una longitud de 1040-1260 cm™. Para los picos ubicados en 985.82 y 933.98 cm™ se ha
reportado Si-OH Stretching a una longitud de 940 (Hamelmann et al., 2005). Para el pico a 804.53
cm se ha reportado Si Stretching a una longitud de 792-809 cm™ (Hanna, 1965; Saksena, 1940;
Lippincott et al., 1958) y Si-O Bending a 800-805 (Hamelmann et al., 2005), en la Tabla 8.1 se hace

una comparativa de los resultados obtenidos de FTIR del SiO, con distintas fuentes consultadas.
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Se han reportado picos a 430-470 (Hanna, 1965; Lippincott et al., 1958) y 452-478 (Pershina et al.,
2015) correspondientes a Si-O-Si Bending y Si-O Rocking respectivamente, esto representaria la
presencia de una red cristalina del 6xido de silicio, sin embargo, mediante DRX se demostré que el
material sintetizado es un sélido amorfo, por lo que, aunque el equipo de medicién fuese capaz de
realizar mediciones a tales longitudes de onda, no se apreciaria respuesta alguna.

Tabla 8.1. Resultados obtenidos de FTIR del SiO2 y su comparacion con distintas fuentes consultadas.
Longitud Longitud reportada,
obtenida, cm™ cm?
2368, 2364, 2336,
2304, 2320, 2420

Enlace y movimiento Fuente

H20 Stretching single peak Pershina et al., 2015

Si-C Triple bond Stretching

, 2350-2390 Hamelmann et al., 2005
single peak

2361.66, 2338.14
Baruch et al., 2015;

Mclntosh et al., 2017,
Esler et al., 2000;
Ulagappan et al., 2000
Hanna, 1965;
1126, 1100, 1111, Simon & McMahon, 1953;
1108, 1175, 1109 Saksena, 1940;
Lippincott et al., 1958

2350, 2276, 2346,
CO2 Double peak 2280, 2310, 2306,
2290

Si-O Stretching

1077.98 1040, 1030, 1037,
Si-O-Si Rocking, Stretching y 1064, 1100, 1125, Pershina et al., 2015;
Antisymmetric Stretching 1104, 1260, 1116, Hamelmann et al., 2005
1070, 1080
Si-OH Stretching 985.82,933.98 940 Hamelmann et al., 2005
Hanna, 1965;
Si Stretching 804.53 809, 805, 792 Saksena, 1940;
’ Lippincott et al., 1958
Si-O Bending 805, 800 Hamelmann et al., 2005

VIII.1.5 Cuantificacidon de la enzima inmovilizada en el SiO;

(| e ()

&

sl )

/ b, ’ :
Figura 8.5. Inmovilizacién de CPO en SiO2 mediante adsorcién. A) Proceso de adsorcién y B) Enzima

inmovilizada.

Los resultados obtenidos de los dos ensayos de inmovilizacion (Figura 8.5) realizados se resumen en

la Tabla 8.2, donde se logré inmovilizar el 55.68% de la CPO afiadida, lo que equivale a 7.69 umol de
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enzima inmovilizada por mol de soporte, 0 128.05 nmol de enzima por gramo de soporte, la cantidad
de enzima inmovilizada se encuentra dentro de valores obtenidos en ensayos de inmovilizacion por
adsorcién reportados (Terrés et al., 2008; Aburto et al., 2005; Juarez-Moreno et al., 2015; Montiel
etal., 2007).

Tabla 8.2. Resultados de ensayos 1y 2 de inmovilizacién de CPO en SiO2 por adsorcion

Ensayo 1 Ensayo 2
Moles de CPO afiadida 2.3x10°8 2.3x10°®
Moles de CPO lavada 1.005x10 1.034x108
Moles de CPO inmovilizada 1.295x10 1.266x108
% de CPO inmovilizada 56.31% 55.04%
umol de CPO mol™ soporte 7.78 7.61
nmol de CPO gsoporte 129.50 126.60

VIII.2 Actividad del catalizador CPO/SiO; y degradacion de CIP y LEVO en soluciones
modelo

VIII.2.1 Curvas de calibracion del CIP y LEVO
Se inicié con una curva de calibracién del Levofloxacino en un equipo UV-Vis. Esto se hizo mediante

concentraciones de 10, 15, 20, 25, 30 y 35 mg/L de levofloxacino en buffer fosfatos pH 3 a una
concentracién de 60 mM, se midid en un espectrofotémetro UV-Vis y se obtuvo una ecuacién de la
recta con cruce en el origen “y = 0.0919X” la cual tiene una correlacién de pearson de 0.9987, lo
cual nos indica una buena relacién lineal entre los datos experimentales y la recta obtenida. Dado
que los valores de fluoroquinolonas en aguas naturales, residuales y tratadas se encuentran en
centenas de ng/L (Wang et al., 2010; Peng et al., 2008; Peng et al., 2009; Peng et al., 2011; Valcarcel
et al., 2011; Cabeza et al., 2012), se procedié a realizar las curvas de calibracién en un equipo con la
capacidad de detectar concentraciones mas pequefias, un espectrofotometro de fluorescencia, el
cual permite detectar concentraciones de 0.33 pug/mL que resultan ser 30 veces mas bajas al valor
de 10 pg/mL en UV-Vis. Esto debido a que se requiere detectar cambios de concentraciones mas
pequefias con el fin de recrear las condiciones bajo las que se encuentran los antibidticos en el
ambiente. En la Figura 8.6 se muestran las curvas de calibracion obtenidas, en ellas se trabajé con
las disoluciones patrdn a una dilucién 1:100 para minimizar los errores de medicidon de volumenes
pequefios, todas las concentraciones se realizaron por triplicado. En ambos casos se realizd un
ajuste con cruce en el origen, lo que da para CIP una ecuacién Intensidad [a.u.] = 156.84569 + 2 -
Concentracién CIP [ug/mL] y para LEVO Intensidad [a.u.] = 163.52671 £ 1 - Concentraciéon LEVO

[ug/mL], en ambos casos de obtuvo una correlacién de 0.99, lo que indica que ambas ecuaciones
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pueden usarse para calcular concentraciones desconocidas a partir de un valor de Intensidad

medido en el espectrofotémetro de fluorescencia.
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Figura 8.6. Curvas de calibracién de Ciprofloxacino y Levofloxacino en espectrofotémetro de fluorescencia
en buffer fosfatos pH 3 60 mM. Ambas rectas con interseccidon en el origen y con tres ensayos por cada
concentracion.

VIII.2.2 Actividad de la enzima en la oxidacién de CIP y LEVO
En el espectro UV-Vis se logré obtener disminucién de las concentraciones de los antibidticos,

adicionalmente se obtuvieron puntos isosbésticos, lo cual es resultado de la presencia de mas de
una especie en el medio, esto nos mostré que la enzima logré reducir la concentracién de los
antibidticos y a su vez, los transformé en otros compuestos pendientes por identificar. En la Tabla
8.3 se puede ver que la enzima CPO logré degradar CIP, con una reduccion de hasta el 98%, sin
embargo, esa reduccién se logrdé colocando en exceso la enzima, por lo que resultd necesario
realizar un analisis posterior para determinar las condiciones dptimas de reaccién de la enzima. Con
estas condiciones dptimas de reaccién se logré minimizar la enzima utilizada y maximizar la
degradacion de los antibidticos.

Adicionalmente se realizaron ensayos donde se colocé en un volumen final de 3 mL: 3 uM de
antibiético con 0.375 mM de H,0,, esto debido a que al ser el peréxido de hidrégeno un reactivo
altamente oxidante, podria ser gracias a él que se esté llevando a cabo la degradacién de los
antibioticos. Después de 30 minutos de espera no se aprecié disminucidn alguna en la concentracién
de los antibidticos. Finalmente, en lo que respecta a la estabilidad de los antibidticos respecto al
tiempo, las soluciones patron elaboradas al inicio de la fase experimental no presentaron
degradacion apreciable a lo largo de los seis meses que permanecieron almacenadas. Con esto se
concluye que la degradacion observada de los antibidticos no se debid al perdxido de hidrégeno ni

a la degradacién natural de los antibidticos, atribuyendo esta propiedad a la enzima.
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Tabla 8.3. Resultados de la degradacion de CIP con distintas concentraciones de la enzima cloroperoxidasa
(CPO) libre con una concentracidn de 1.667 mg/L de antibidtico. Reacciones en buffer fosfatos 60 mM pH 3, 1
mM H20:2 en espectrofotometro de fluorescencia.

Cantidad de enzima libre, Velocidad % Degradacion
moles (Intensidad/s)
1.15x101! 198.40 + 5.46 46.35 + 4.04%
2.3x10 1t 311.36 + 28.45 57.32 +5.64%
1.15x101° 882.67 +28.18 98.32+0.42%

VIII.2.3 Optimizacion de las condiciones de reaccién de la enzima CPO
Con ayuda del software minitab se llevé a cabo un DCC factorial de dos niveles con tres factores o

variables, tres réplicas de cada ensayo, cinco puntos centrales y un alfa de 1.5 para los puntos
axiales, dando como resultado un total de 35 reacciones mas un blanco, las cuales se realizaron de
manera aleatoria conforme lo indica el software, al final de los experimentos, los cuales se realizaron
para cada antibidtico, mediante el Software Desing Expert Version 13 se obtuvo un modelo para
cada antibiético donde puede observarse la relevancia de cada factor en el porcentaje de
degradacién. Adicionalmente, con el modelo es posible realizar predicciones y obtener una grafica

3D de cada antibidtico (Figura 8.7).

3D Surface

A)
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Figura 8.7. Grafica de superficie de los modelos de degradacidn de A) Ciprofloxacino y B) Levofloxacino con
catalizador CPO/SiOa.

Modelo de degradacion de CIP con CPO libre
Los resultados del DCC para CIP mostraron una correlacién de 0.3516 para un modelo lineal, 0.3227

para un modelo cuadratico y 0.2042 para un modelo cubico, es por esto por lo que se selecciond el
modelo lineal para modelar los datos obtenidos, el resultado son dos ecuaciones: Ecuacion en
términos de las variables actuales: Degradacion = 1.15766 + 0.0021714-CPO - 0.553056- +

0.000748-Tiempo, esta ecuacion puede ser usada para realizar predicciones de la degradacidn para
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determinados valores de las variables. Aqui las variables deben colocarse en sus respectivas
unidades (CPO en pL a una concentracién de 2.3 uM, H,0, en mM y Tiempo en minutos). Esta
ecuacion no puede usarse para determinar el impacto relativo de cada variable en la degradacion
dado que cada variable estd escalada para ajustar las unidades en las que se realizé el ensayo y el
intercepto no es el centro del disefio. Ecuacidn en término de variables codificadas: Degradacion =
0.7829 + 0.0163-CPO — 0.2074-H,0; + 0.0056-Tiempo, de igual manera esta ecuacion puede usarse
para realizar predicciones de la degradacién para determinados valores de las variables. Esta
ecuacion resulta importante porque permite identificar el impacto relativo de cada factor (variable
codificada) mediante la comparacion de su valor en la ecuacién.

El valor F-value del modelo resultd ser de 6.96, esto implica que el modelo es significante y existe
una probabilidad de 0.11% de que la significancia sea por aleatoriedad. Adicionalmente se
obtuvieron los valores p-value del modelo y de cada variable, en este aspecto es importante resaltar
que el valor 0.0011 para el modelo indica que éste es significante y en el caso de <0.0001 para H,0;
indica que es una variable significante para el modelo, los valores de 0.7231 para CPO y 0.9027 para
Tiempo indican que ambas variables no son significantes y que podrian ser eliminadas del modelo
para aumentar su ajuste, sin embargo al momento de realizar esta accion los resultados del modelo

obtenido son similares al modelo ya presente, por lo que ambas variables se conservan.

Modelo de degradacion de LEVO con CPO libre
Los resultados del DCC para LEVO mostraron una correlacion de 0.6800 para un modelo lineal,

0.7122 para un modelo cuadratico, el modelo cubico no se considerd ya que el programa indica que
se encuentra Aliased, es por esto por lo que se selecciona el modelo cuadratico para modelar los
datos obtenidos, el resultado son dos ecuaciones al igual que en el modelo lineal: Ecuacidn en
términos de las variables actuales: Degradacion = 1.06290 — 0.005969-CPO — 1.85199-H,0; +
0.004995-TIEMPO - 0.006099-CPO-H,0, — 0.000121-CPO-TIEMPO - 0.002639-H,0,-TIEMPO +
0.000752-CPO? + 1.01269-H,0,?%, al igual que en la ecuacidn de variables actuales del modelo lineal
de CIP, esta ecuacién puede ser usada para realizar predicciones de la degradacién para
determinados valores de las variables. Aqui las variables deben colocarse en sus respectivas
unidades (CPO en pL a una concentracién de 2.3 uM, H,0, en mM y Tiempo en minutos). Esta
ecuacion no puede usarse para determinar el impacto relativo de cada variable en la degradacion
dado que cada variable esta escalada para ajustar las unidades en las que se realizé el ensayo y el
intercepto no es el centro del disefio. Ecuacion en término de variables codificadas: Degradacion =

0.2668 + 0.0812-CPO - 1.1691-H,0; + 0.0091-TIEMPO - 0.0172-CPO-H,0, — 0.0068:CPO-TIEMPO -
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0.0074-H,0,-TIEMPO + 0.0423-CPO? + 0.1424 -H,0,?%, de igual manera esta ecuacién puede usarse
para realizar predicciones de la degradacion para determinados valores de las variables. Esta
ecuacion resulta importante porque permite identificar el impacto relativo de cada factor (variable
codificada) mediante la comparacion de su valor en la ecuacién.

El valor F-value del modelo resulté ser de 11.78, esto implica que el modelo es significante y existe
una probabilidad de 0.01% de que la significancia sea por aleatoriedad. Adicionalmente se
obtuvieron los valores p-value del modelo y de cada variable, en este aspecto es importante resaltar
gue el valor <0.0001 para el modelo indica que éste es significante, en el caso de <0.0001 para H,0,,
0.0005 para CPO y 0.0083 para H,0,?, indica que es estas variables son significantes para el modelo,
el resto de p-value resultan ser >0.0500 y esto nos indica que las variables no son significantes y que
podrian ser eliminadas del modelo para aumentar su ajuste, sin embargo, al igual que en el modelo
lineal, al momento de realizar esta accién los resultados del modelo obtenido son similares al
modelo ya presente, por lo que ambas variables se conservan.

Dado que los valores de degradaciéon mas altos se obtuvieron para CIP, es bajo este modelo que se
obtuvieron distintos puntos tedricos de degradacion de CIP con CPO libre (ver Tabla 8.4). Con la
similitud de degradacién tedrica del modelo y la degradacién promedio de los ensayos realizados
en laboratorio se corrobora que, aunque la correlacidn tedrica del modelo era baja (0.3516) se logré
una aceptable correlacién del modelo y los resultados experimentales.

Tabla 8.4. Puntos 6ptimos de degradacién obtenidos mediante un DCC realizado en Mintiab y analizado en
Desing Expert Version 13.

Puntos éptimos conforme al modelo obtenido en Desing Expert

T CPO H.0> TIEI\{IPO KCL | Antibiotico | % Degradacion
moles mM min | mM M Modelo Promedio
1 1.725x10' | 0.375 2.5 20 3 96.84%
2 1.725x10* | 0.375 17.5 20 3 98.00%
3 2.7485x10 | 0.375 | 10.14 | 20 3 98.32%
4 4.7495x10'* | 0.383 | 12.34 | 20 3 100.00%
5 2.3x101! 0.375 2.5 20 3 98.90%
6 2.3x10? 0.375 4.99 20 3 98.50%

De los puntos 6ptimos de la Tabla 8.4 se eligieron las condiciones del ensayo 6 ya que se consigue
lo buscado, una degradacién alta (95.85 %) minimizando el tiempo de reaccién (5 minutos) y la
enzima (2.3x10'* moles). Estas condiciones dptimas de reaccién fueron utilizadas en ensayos
posteriores con la enzima inmovilizada, esto permitié determinar la actividad conservada de la

enzima una vez inmovilizada.
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VIII.2.4 Degradacion de CIP y LEVO con el catalizador CPO/SiO; en soluciones modelo
Una vez la CPO se inmovilizé y se comprobd que un promedio de 55.675% de la CPO usada se logd

inmovilizar, resulta pertinente realizar ensayos de degradacidon de CIP y LEVO con CPO libre y
catalizador CPO/SiO, para poder observar qué cambios de actividad surgieron, estas reacciones se
realizaron bajo las condiciones de reaccion del sexto ensayo de la Tabla 8.5 (2.3x10!! moles de CPO
inmovilizada, 0.375 mM de H,0,, 20 mM de KCl, 3 uM de CIP en buffer fosfato 60 mM pH 3 en
reacciones de cinco minutos).

Tabla 8.5. Comparativa de porcentaje de degradacién y velocidad, asi como actividad conservada de la CPO
libre e inmovilizada, ensayos realizados con 2.3x10'* moles de CPO inmovilizada, 0.375 mM de H202, 20 mM
de KCl, 3 uM de CIP en buffer fosfato 60 mM pH 3 en reacciones de cinco minutos.

CIP LEVO
Degradacion promedio ensayo CPO libre 95.85+1.69%  54.83£0.93%
Degradacion promedio ensayo CPO inmovilizada 66.58 £ 0.87% 24.17 £0.36%
% actividad conservada 69.47% 44.08%
Velocidad promedio ensayo CPO libre (AU/min) 182.75+5.36 55.67 + 4.86

Velocidad promedio ensayo CPO inmovilizada (AU/min) 60.54 + 1.56 18.91 +1.47

En la Tabla 8.5 se puede observar una disminucién en el porcentaje de degradacién en ambos
antibidticos, lo que se puede expresar como actividad conservada de la CPO inmovilizada respecto
a la CPO libre, en el caso de CIP esta actividad conservada resulta ser del 69.47% y para LEVO de
44.08%, asi mismo se observa una notable reduccidn de la velocidad. Esta pérdida en la capacidad
de degradacién y en la velocidad en la que se lleva a cabo esta transformacién de los antibiéticos
puede justificarse si la CPO inmovilizada resulta ser estable a pH diferentes que la CPO libre y
ademas si la CPO inmovilizada resulta ser recuperable y por ende utilizarse mds de una vez, caso
contrario a la CPO libre donde una vez adicionada al medio, ésta se pierde con los productos de la
reaccion.

Las velocidades de reaccidn se obtienen mediante la disminucién de la emisidn del CIP vs tiempo en
un espectro de fluorescencia, con 277 cm™ de excitaciéon y 450 cm™ de emisién. Los valores de las
constantes cinéticas se obtienen mediante un ajuste de los datos con el modelo de Michaelis
Menten con el algoritmo de iteracién Lavenberg Marquardt en el software Origin Pro-2021. En la
Figura 8.8 se aprecia que la CPO libre obtuvo una Vmax de 411.58 ™"/, i cpo - min Y Una km de 0.037
mM, mientras que el catalizador CPO/SiO, obtuvo una Vimax de 145.02 ™! "/ i cpo - min Y UNa km de
0.013 mM, lo que indica una clara reduccidn de la capacidad de degradacién de la enzima (ya que

ambos ensayos se realizaron con los mismos moles de CPO), este resultado era de esperarse, sin
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embargo fue necesario realizar ensayos extra para corroborar que aparte de perder capacidad de

degradacion poder determinar otros efectos de la inmovilizacion en el desempefio de la enzima.
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Figura 8.8. Ajuste de Michaelis-Menten de velocidad enzimatica vs distintas concentraciones de H202 para
CPO libre e inmovilizada.

En lo que respecta al ensayo de ciclos de reaccién, es importante sefialar que se logré 93.19 + 1.42

% de degradacion en el primer ciclo, 51.52 + 2.06 % en el segundo ciclo, 23.56 * 1.45 en el tercer

ciclo, 18.22 + 1.84 % en el cuarto ciclo, 16.41 + 0.38 % en el quinto ciclo, 11.62 + 1.47 % en el sexto

ciclo y finalmente 6.93 + 3.03 % en el séptimo ciclo (Figura 8.9). Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

100

% Degradacion

Ciclo
Figura 8.9. Porcentaje de degradacién de CIP reutilizando el catalizador CPO/SiO,.
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VIII.3 Degradacién de los antibidticos en el agua del lago de CU

VIII.3.1 Caracteristicas fisicoquimicas del agua

Dureza total (NMX-AA-072-SCFI-2001)
El ensayo se realiz6 por duplicado, obtenido 12.5 y 12.9 mL de EDTA 0.01 M en ambos casos.

Siguiendo la Eq. 7.1 se hizo el cdlculo de dureza correspondiente. Se obtuvo un valor dureza total

de 22.6016 + 0.57 ™/, CaCO3

Alcalinidad (NMX-AA-036-SCFI-2001)
El ensayo se realizé por duplicado, obteniendo 6.0 y 5.6 mL en ambos casos, dando como resultado

la alcalinidad total. Usando la Eq. 7.2 se calculd una alcalinidad total de 72.5 + 3.53 ™8/, CaCOs

Demanda quimica de oxigeno (DQO)
Se obtuvo una DQO promedio de 289.968 M/,

Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBOs) (NMX-AA-028-SCFI-2001)
El ensayo se realizé por duplicado con una disolucidon de 50%, teniendo como oxigeno inicial 4.6 y

4.7 ™/t y oxigeno final al quinto dia de 2.6 y 2.9 ™/%, Usando la Eq. 7.3, se calculé la DBOs dando

como resultado 3.8 £ 0.28 M¢/,

Fosfatos
Se obtuvo un valor de 0.355 + 0.11 ™/, Fosfato RB (PO,*) o lo que es equivalente a 0.115 + 0.03

Mg/, Fosfato RB (P) 0 0.265 * 0.08 ™8/, Fosfato RB (P,0s)

Nitratos
Se obtuvo un valor de 3.5 £ 0.08 ™/, Nitrato NOs-N o lo que es equivalente a 15.5 + 1.06 "¢/, Nitrato

NOs

Cloro libre
Se obtuvo un valor de 0.12 + 0.01 ™&/,.

Cloruros (NMX-AA-073-SCFI-2001)
El valor en ambos casos del duplicado fue de 3.1y 2.9 mL, adicionalmente se titulé un blanco con

las muestras obteniendo 0.7 mL. Usando la Eq. 7.4 se calculd la concentracién de iones Cloruro en

la muestra, dando como resultado 0.022 + 0.001 ™&/*

Sdlidos suspendidos y totales (NMX-AA-034-SCFI-2015)
Usando la Eq. 7.5 se obtuvieron 350 + 49.50 ™¢/! de sélidos totales.

Usando la Eq. 7.6 se obtuvieron 107.5 + 24.75 ™&/" de sélidos suspendidos totales.
Los sélidos disueltos totales se obtuvieron por diferencia, restando los 107.5 M¢/* de sélidos
suspendidos totales a los 350 ™8/t de sélidos totales, obteniendo 242.5 + 24.75 ™¢/' de sélidos

disueltos totales.
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pH (NMX-AA-008-SCFI-2016).
Se obtuvo para el punto 1: 9.52, para le punto 2: 9.19, para el punto 3: 9.34 y para el punto 4: 9.67,

dando como resultado un pH promedio de 9.43 + 0.21.

Temperatura (NMX-AA-007-SCFI-2013).
Se obtuvo para el punto 1: 16.2 °C, para le punto 2: 16.4 °C, para el punto 3: 16.9 °C y para el punto

4:16.3 °C, dando como resultado una temperatura promedio de 16.45 + 0.75 °C.

Conductividad eléctrica (NMX-AA-093-SCFI-2018)
Se obtuvo para el punto 1: 451 uS, para le punto 2: 456 uS, para el punto 3: 533 uSy para el punto

4: 498 uS, dando como resultado una conductividad eléctrica promedio de 484.50 + 38.60 uS.

Oxigeno disuelto (NMX-AA-012-SCFI-2001)
Se obtuvo para el punto 1: 5 ™8/,, para le punto 2: 3.9™8/,, para el punto 3: 3.1 ™/, y para el punto

4:5.8™8/,, dando como resultado un oxigeno disuelto promedio de 4.45 + 1.19 ™¢/,.

Todos los resultados obtenidos del andlisis de la muestra compuesta se resumen en la Tabla 8.6,
donde se realiza una comparacion de los valores obtenidos con los valores limites que marca la
norma NOM-003-ECOL-1997 y la clasificacion de calidad del agua superficial de la CONAGUA, norma
correspondiente para los limites maximos permisibles de aguas residuales tratadas que tendran uso
recreativo y tendrdn contacto con las personas.

Tabla 8.6. Resultados de analisis de muestra compuesta de la Laguna de oxidacién de CU, BUAP. Valores
obtenidos y el método realizado, asi como valores limite de referencia de la NOM-003-ECOL-1997 y de la
clasificacion de calidad del agua superficial de la CONAGUA.

Valor obtenido Valores Clasificacion de
Indicador . . limites calidad del agua Método
en mediciones ..
norma superficial
Demanf:ia Bioquimica 3.8+0.28 ™! 30 Buena calidad NMX-AA-028-SCFI-
de Oxigeno (DBOs) 3<DB0Os<6 2001
, . Fuertemente .
T s wa o e
< DQO > 200
Temperatura 16.45 +0.75 °C N/A N/A NMX_AZA(;;)?_SCFI_
Oxigeno disuelto 4.45+1.19 ™/ N/A N/A NMX'Aé\égiz'SCF"
Conductividad NMX-AA-093-SCFI-
+
eléctrica 484.50 + 38.60 pS N/A N/A 2018
0.355+0.11 Mg/,
(PO4>)
P + mg i ’
Fosfatos totales (PO4 0.115 + 0.03 ™&/, N/A N/A Kit H 93713-01,

%) (P) HANNA instruments
0.265 + 0.08 ™&/,

(P205s)
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Continuacion Tabla 8.6.

Valor obtenido Valores Clasificacion de
Indicador . . limites calidad del agua Método
en mediciones . .
norma superficial
3.5+0.08
Nitrégeno en nitratos NOs™-N Kit HI 93728-01,
1 N/A N/A .
(NOs™) 15.5+1.06 HANNA instruments
me/, NO3”
.. 72.5+3.53 M8/, NMX-AA-036-SCFI-
Alcalinidad Cacos N/A N/A 2001
22.6016 £ 0.57 NMX-AA-072-SCFI-
Dureza total ™8/, CacOs N/A N/A 5001
Potencial de NMX-AA-008-SCFI-
+
Hidrégeno (pH) SHSIE5 0l N/A N/A 2016
Sélidos totales 350 + 49.49 ™8/t N/A N/A
Sélidos suspendidos 107.5 + 24.75 ™)\ 30 Buena calidad NMX-AA-034-SCFI-
totales 25<SST<75 2015
Sélidos disueltos
+ mg /L
totales 242.5 +24.75 ™8/ N/A N/A
Cloruros (CIY) 0.022 +0.001 ™8/, N/A N/A NMX'A;\(;gZ}SCF"
Cloro libre 0.12 +0.01 ™/, N/A N/A kit H1 93701-01,

HANNA instruments

VII1.3.2 Actividad del catalizador CPO/SiO; en la oxidacién de CIP y LEVO en el agua de la
laguna de CU
En primera instancia se tiene la Velocidad (mol CIP - mol CPO! - min™!) de degradacién de CIP usando

catalizador CPO/SiO,, tanto en soluciones buffer como en agua de la laguna a distintos pH (Figura
8.10). Se puede apreciar que en ambos casos la velocidad enzimatica maxima obtenida se encuentra
en un pH de 4, lo que es una ventaja que ofrece la inmovilizacién respecto a la enzima libre cuya
velocidad maxima se obtiene a un pH de 3 (referencias de actividad de CPO), por lo que se obtuvo
una mayor estabilidad a distintos pH, esto resulta ser conveniente dado que para la aplicacion de
este proceso de degradacién es necesario reducir el pH del efluente a tratar, pero la CPO
inmovilizada al trabajar a un pH mas elevado que su homdloga libre, serd menor la cantidad de
insumos requeridos para este ajuste de pH y que el valor final a la descarga sea de 6-9 conforme a
la NOM-001-SEMARNAT-2021.

Adicionalmente para el CIP se tiene la degradacion maxima alcanzada tanto en soluciones buffer
como en agua de la laguna a distintos pH (Figura 8.10), se puede apreciar que a diferencia de la
velocidad donde el valor maximo fue a pH 4, en este caso a pH 3 se obtuvo la mayor degradacién
posible, sin embargo, los valores de degradacidn alcanzados a pH 4 no estan lejos de los maximos
posibles. Esto resulta ser una triple ventaja de la CPO inmovilizada sobre la CPO libre, primero se

requiere un pH mas cercano al valor de 6-9 de la NOM-001-SEMARNAT-2021, lo que reduce los
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esfuerzos necesarios para ajustar el pH, segundo se tiene una mayor velocidad de reaccion a ese
valor de pH, y tercero, a pesar de que la maxima degradacion fue a pH 3, se requirié de 5 minutos
de reaccion para alcanzar ese valor, a pH 4 al tener mayores velocidades el valor maximo de
degradacion se alcanzé en 1.5 minutos. En resumen, se requiere un pH mas cercano al valor de la
norma y se tiene una alta velocidad de reaccién que permite que en 1.5 minutos se degrade mas

del 90% del CIP presente.
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Figura 8.10. A) Velocidad de degradacién de CIP (mol CIP - mol CPO! - min) y B) porcentaje de degradacion
de CIP. Ambos usando catalizador CPO/SiO; a distintos pH en soluciones buffer preparadas y agua de laguna
con pH ajustado.

Ahora se tiene la Velocidad (mol LEVO - mol CPO! - min?) de degradaciéon de LEVO usando
catalizador CPO/SiO,, tanto en soluciones buffer como en agua de la laguna a distintos pH (Figura
8.11). Se puede apreciar que en soluciones buffer la velocidad enzimatica maxima obtenida se
encuentra en un pH de 4, lo que es una ventaja que ofrece la inmovilizacién respecto a la enzima
libre cuya velocidad maxima se obtiene a un pH de 3 (referencias de actividad de CPO), por lo que
se estaria hablando de una mayor estabilidad a distintos pH, esto resulta ser conveniente dado que
para la aplicacién de este proceso de degradacion es necesario reducir el pH del efluente a tratar,
pero la CPO inmovilizada al trabajar a un pH mas elevado que su homdloga libre, serd menor la
cantidad de insumos requeridos para este ajuste de pH y que el valor final a la descarga sea de 6-9
conforme a la NOM-001-SEMARNAT-2021. Sin embargo, en el caso del agua de la laguna se aprecia
que la velocidad disminuye conforme aumenta el pH, caso contrario a lo obtenido con CIP. Esto
puede ser debido a posibles interferencias medibles en el espectrofotdmetro de fluorescencia, para
confirmar o negar esta situacidn sera necesario utilizar HPLC acoplado a UV-Vis.

Adicionalmente para el LEVO se tiene la degradacidon mdaxima alcanzada en donde nuevamente el

punto maximo se obtiene a un pH de 4, esto en soluciones buffer, en el caso del agua de la laguna
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la degradacién disminuye al igual que la velocidad, al aumentar el pH de la reaccion. En el caso de
pH 4 con solucién buffer se tiene tanto la maxima velocidad enzimatica como el valor mas alto de
degradacion del antibidtico. Esto representa una ventaja ya que se puede trabajar con un pH mas
cercano al valor de 6-9 de la NOM-001-SEMARNAT-2021, lo que reduce los esfuerzos necesarios
para ajustar el pH, segundo se tiene una mayor velocidad de reaccién a ese valor de pH, y tercero,

en menor tiempo es posible alcanzar la degradacién maxima de LEVO.
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Figura 8.11. A) Velocidad de degradaciéon de LEVO (mol LEVO - mol CPO? - min?) y B) porcentaje de
degradacion de LEVO. Ambos a distintos pH en soluciones buffer preparadas y agua de laguna con pH ajustado.

VIII.3.3 Comparacion del catalizador CPO/SiO; con otras tecnologias:
Al generarse un desarrollo de tecnologia ambiental para el tratamiento de ciprofloxacino en agua,

debe realizarse una comparacién con distintos métodos usados para el tratamiento de fadrmacos en
agua. Para tal efecto, se realizd una busqueda bibliografica de los métodos: filtracidn por
membranas, ozono como agente oxidante, fotooxidacién mediante materiales semiconductores y

fotodescomposicion mediante luz UV. En la tabla 8.7 se realiza la comparacion.
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Tabla 8.7. Comparacién de distintos métodos de tratamiento de farmacos en agua con el catalizador

CPO/SiO; elaborado.

El ozono es generado en el
sitio, por lo que se generan
menos problemas en el
transporte y manejo.

La ozonizacion eleva el
oxigeno disuelto (OD) en el
efluente por lo que puede
eliminar el requerimiento
de aireacion.

efluentes con alto contenido de
sélidos suspendidos, demanda
bioquimica de oxigeno, demanda
quimica de oxigeno y carbono
orgdnico total.

Método Fundamento Ventajas Desventajas Fuente
. Remociéon de hasta el 99%
. Uso de enzima . .
Enzima de ciprofloxacino en corto . -
. o como agente . Baja reusabilidad. Este proyecto.
inmovilizada . tiempo.
catalizador.
Uso de ,
El consumo de energia para
membranas  con tratamientos tradicionales de
Membranas tamafio de poro Remueve 97% de turbidez y asuas residuales es seneralmente Raffin & Judd,
de 10 a 1000 A 47% de COD en promedio. -2 8 2013.
como medio 0.3-0.9 kWh/m3, las membranas
. usan 0.8 a 2.3 kWh/m3.
filtrante.
Mas efectivo que cloro en la
destruccion de virus y
bacterias. . . . .
. Una dosis baja puede no inactivar
Corto tiempo de contacto . .
. efectivamente algunos virus vy
(10 a 30 minutos) para una
. o esporas.
efectiva accion .
. ) El ozono es muy reactivo y
No hay residuos peligrosos . .
. corrosivo, por lo que requiere el
que necesiten ser Lo
. . uso de acero antioxidante u otros
removidos debido a que el . .
Uso de ozono (03) materiales resistentes a la
ozono se descompone )
Ozono como agente , . corrosion. EPA, 1999.
. rapidamente. .
oxidante. Es un tratamiento caro en

Fotocatalisis
mediante
materiales
semiconductores.

Fotooxidacion

Altas tasas de conversion.
Alta reusabilidad.

Debido a una rapida
recombinacién del par electrén-
hueco, afecta significativamente
el rendimiento fotocatalitico.

Uso de luz solar puede ser
limitado debido a que algunos
materiales tienen una longitud de
onda maxima de absorcion en el

rango UV.

La morfologia de algunos
materiales podria no
proporcionar una interaccion

superficie-luz eficiente; esto se
puede mejorar aumentando la

Dong et al,

2015.
Peighambard
oust &
Maghsoudi,
2019.
Shurbarji &

Altahtamouni,

relaciéon area 2021.
superficial/volumen.
Tiene un
Altos tiempos de reaccion
Dependiendo de la familia Riesgo ecoldgico de los productos Jiao et al.,
de antibidticos, puede generados. Se ha observado que 2018.
Uso de luz UV para . . .
Fotodescomp . .. alcanzar tasas de los intermediarios de algunos Wang & Lin,
. la desintegracion - Qs
osicion UV de moléculas conversion muy altas en antibiéticos mostraron mayor 2012.
’ tiempos similares a otros toxicidad que los compuestos Ding et al.,
métodos. parentales. 2020.
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Adicionalmente a las ventajas y desventajas que el catalizador CPO/SiO; realizado presenta respecto
a otras tecnologias, se tienen distintos efectos negativos a nivel global enlistados por distintas
agencias internacionales, efectos que el catalizador CPO/SiO; generado ayudaria a mitigar en caso
de aplicarse. Algunos de los efectos negativos a nivel global generados o que van a generarse por la
resistencia a los antimicrobianos son:

El Banco Mundial (2017) menciona distintos efectos negativos a nivel global como efecto de la

resistencia a los antimicrobianos:

e Impacto en el Producto Interno Bruto (PIB): para 2050, el PIB mundial anual caeria un 1.1 % en
el escenario de resistencia a los antimicrobianos de bajo impacto y un 3.8 % en el escenario de
RAM de alto impacto. Los paises de bajos ingresos perderian mas cada afio antes de 2050, con
una pérdida superior al 5% del PIB en 2050 en el Gltimo escenario.

e Impacto en el comercio mundial: en 2050, el volumen de las exportaciones reales mundiales se
reduciria un 1.1 % en el escenario bajo y un 3.8 % en el escenario alto.

e Impacto en los costos de atencién médica: los aumentos globales en los costos de atencidn
médica pueden oscilar entre 300 000 millones de USD y mds de 1 000 000 millones de USD por
afo para 2050.

e Impacto en la produccién ganadera: para 2050, la disminucién de la produccion ganadera
mundial podria oscilar entre un minimo del 2.6 % y un maximo del 7.5 % anual.

El informe de la Organizacidon para la Cooperacién y el Desarrollo Econémicos (OCDE, 2017)

menciona claramente que los pacientes requeriran cuidados mas intensivos y costosos y es mas

probable que sean admitidos en el hospital. Los hospitales gastaran, en promedio, entre US$10 000

y US$40 000 adicionales para tratar a un paciente infectado por bacterias resistentes (OECD, 2017).

Grupo de Coordinacion Interinstitucional de las Naciones Unidas (WHO, 2019) realiza

recomendaciones para detener la Resistencia a los Antimicrobianos: Actualmente, al menos

700.000 personas mueren cada afio debido a enfermedades resistentes a los medicamentos y

podrian causar 10 millones de muertes cada afo para 2050 y un dafio a la economia tan catastrofico

como la crisis financiera mundial de 2008-2009. Para 2030, la resistencia a los antimicrobianos

podria llevar hasta 24 millones de personas a la pobreza extrema.

75



IX. CONCLUSIONES

La infraestructura hidraulica de las PTAR en el estado de Puebla es deficiente para la eliminacién de
un gran nimero de contaminantes, especialmente sustancias quimicas sintéticas. De acuerdo con
los datos de los distintos puntos de monitoreo de la calidad del agua en el estado de Puebla por
parte de la CONAGUA, se determina que persiste un alto grado de contaminacidn sin importar si los
muestreos son aguas arriba o aguas abajo del vertido de los efluentes tratados por las PTAR. Por lo
gue se llega a la conclusidon de que los distintos procesos utilizados en las PTAR del estado de Puebla
no estan reduciendo contaminantes quimicos sintéticos, como los contaminantes emergentes
(antibidticos), de tal manera que se hace evidente y necesario el desarrollo de tecnologias o
tratamientos para eliminar estos contaminantes y de esa manera reducir su impacto en la salud y el
ecosistema. Dado estas condiciones encontradas, la aplicacién del catalizador CPO/SiO, no es
factible dada la susceptibilidad de la enzima a ser inactivada por la presencia de distintos quimicos
en aguas tratadas, lo recomendado es la aplicacion en condiciones donde se presenten altas
concentraciones de la sustancia a eliminar y bajas concentraciones de compuestos contaminantes
tales como: influentes de industrias que requieran agua libre de antibidticos y/o potabilizacion de

agua ya que se ha reportado la presencia de estos compuestos en agua potable.

A partir de la caracterizacién del éxido de silicio sintetizado por el método sol-gel se observé que no
contiene residuos de la sintesis, logrando obtener un soporte con alta pureza y grupos funcionales
superficiales que permiten inmovilizar la enzima cloroperoxidasa. En lo que respecta a la
inmovilizacién de la enzima, la técnica de inmovilizacidon por adsorcidn resultd ser adecuada dado
gue se obtuvo un rendimiento de inmovilizaciéon de 128.05 nmol de enzima por gramo de soporte,
cantidad similar a lo reportado por otras investigaciones. La caracterizacion realizada al catalizador
CPO/SiO; muestra que, se perdié velocidad de degradacién, pasando de una Vmax de 411.58 ™
P/ ol cpo - min Y UNa km de 0.037 mM para la CPO, a una Vmax de 145.02 ™'/ icpo - miny Una km de
0.013 mM para el catalizador CPO/SiO,, sin embargo, a pesar de esta pérdida de velocidad es posible

trabajar a pH superiores respecto a la enzima libre y adicionalmente se gand reusabilidad.

Al trabajar con el catalizador CPO/SiO, Yy sistemas de reaccidon modelo con CIP y LEVO comercial hay
dos puntos a considerar, el porcentaje de degradacion alcanzado (qué tanto antibidtico se degradd)
y la velocidad de degradacion (el tiempo requerido para alcanzar el porcentaje de degradacidon mas
alto), en el caso del porcentaje de degradacion, se obtuvo la maxima degradacién a un pH de 3 con

98.93 £ 0.42 % para CIP y 80.29 + 1.23 % para LEVO, teniendo ligeramente menores a pH 4y 5, por
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otro lado, al considerar la velocidad de degradacidn, la velocidad mdxima se obtuvo aun pH de 4y
5, logrando duplicar en algunos casos la velocidad obtenida a pH 3. Esto significa que una vez la
enzima es inmovilizada es posible obtener buenos resultados de degradacion a pH 4y 5 en 1.5
minutos respecto los 5 minutos necesarios a pH 3. Esto representa una ventaja ya que se puede
trabajar con un pH mas cercano al valor de 6 a 9 como lo marca la NOM-001-SEMARNAT-2021 que
establece los limites permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales en cuerpos

receptores, lo que reduce los esfuerzos necesarios para ajustar el pH en las PTAR.

El desempefio del catalizador CPO/SiO, con una muestra real de agua de la laguna de CU
acondicionada con ciprofloxacino y levofloxacino, muestra que es posible degradar mas del 90% del
ciprofloxacino y mas del 70% de levofloxacino con disminucion en las velocidades de reacciéon para
ambos casos comparados con los sistemas de reaccion modelo. Lo anterior puede deberse a las
caracteristicas fisicoquimicas como pH y temperatura, y a la presencia de agentes que interfieren
en la afinidad de la enzima hacia los antibidticos o bien la inactivacion enzimatica, se ha reportado
qgue la urea, los superdxidos, alcoholes, detergentes, sales metdlicas y la ausencia de sustratos
reductores afectan la actividad enzimatica. En el caso de la degradacidon de levofloxacino, se
desarrolléd a condiciones de pH 3 mientras la degradacion del ciprofloxacino se desarrolldé a
condiciones de pH de 3 a5, por lo que serd necesario profundizar en la degradacién del levofloxacino
con la técnica de HPLC para tratar de separar posibles compuestos que interfieran con las

mediciones.
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1.2.3 DISENO Y EVALUACTON DE UN CATALIZ:
QUIMICO BIOCATALITICO EN EL TRATAMIENTO DE
CIPROFLOXACINO EN AGUA

F. Pacheco-Torres', G. Pérez-Osario®, E. Tarres'.

‘Instinutn de Cienrias de la Universidad Autonema de Puebla, (ICUAP). Cuidad Universitaria, Calonia
Tardines de San Mamsl, O P 72570 Puebla, Mexico. (fernando pachecotommes@visp com mx)

*Facultad de Ingenieria Quimica, Benemérita Universidad Awonoma de Pushla, Ciudad Universitaria,
Colonia fardines de San Mamisl, CP. 72570, Puebla, Mexico. (pabriela perezosorio fviep. com mx)

Palabras clave: Azua residual; antibioticos; degradacion; enzima; inmevilizacion

RESTUMEN

Lz presencia de contaminanfes emergentes en cuarpos de agua ha side un tema gque ha
pasado desapercibido por muchas décadas, enfre estos se encuentran los anhhidticos.
Parte de los anfibioticos adomumstrados se excretan por el organisme de manera que llsgan
al sistema de drenzje mumcipal v finalmente a los cusrpes receptores. Se ha reportade [a
presencia v efectos de los anfibwoticos en la iota, como la afectacion de las conmmudades
microbianas, desbalance dentro de claroplastos, mltocum conductancla estomatica,
alterando el crecimiento. Keclentemente se ha reportado la presencia de anfilidticos en
aguzs residuales en San Martm Texmelucan, Pusbla, por lo que se diseria un catahzador
kibnde quimuco-biocataliice basado en dmade de silie (510k:) ¥ la enzoima
cloroperomidasa (CPO) de Caldarienpcss fimmago, el 510 fue sintetizado por el método
Sel-Gel utlizande tetrastlortosilicato (TEQS) come precwrsor de silicio, el matenal se
caractenzd por Difraceon de rayos X (DEX), Microscopia electromica de bamdo (MEB),
Espech'ucmpu dizpersiva de energia (EDS) v Espectroscopia lu.ﬁ'arruja (FTIE), lo que
peImute 3TuDmiT una sintesis extosa al batarse ' de un material amerfo, sm mpweras, v de
acuerdo a la Ecuacton de Echerer fiene un tamanio deparh.culade 13.0] nm. Mediante
adsorcion se logro mmesnbizar 129 50 nmel de enmima por gramo de soporte, usando
espectroscopla de fluorescencia se determuna wna degradaciom de 93.19% de
ciproflexacmno (CIF) después de 5 nunatos de reaccion a pH 3 con una concentracion de
enmma inmovilizada de 5x10"! mol 1, adicionalmente la enrima inmenilizada degrads
93.19% en el primer cicle de reaccion, 51.52%, 23 56%, 18.22%, 16.41%, 11.62% ¥
6.93% en miclos subsecuentes.
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INTRODUCCION
La presencia de aptibioticos en cuerpos de agua se ha descnito desde hace algunos anos.

Se ha detectade presencia de CIP en agua de pnfo en Guangzhon v Maczo, China (Wang
at al, 2010}, agua superficial en Fios: Pearl, Yellow, Hai v Liao, China (Peng ar al.
20117, Jarma, Manzanares, Guadarrama, Henares, Tagus, Espatia (Valearcel et al., 20117,
aguz subternznea en Delta del no Llobregat, Espatia (Cabeza er al, 2012). Denfro de los
procesos de hiodegradacion se ha reportado el uso de enmimas de dishntos orgamsmos
tanto libres como mmmovihzadas para la degradacion de distimtas familias de anboncos
{Blanguez er al., 2016; L1 & al, 2021} En estz mveshgacion se propone sinfefizar un
catalizador hibrido basado en la enzima cloroperosodasa inmeovilizada en %i0); para la
elinnacion de CIP en agua.

METODOLOCIA

Se sintetizo Sr0: mediante el metodo sol-zel con una relacion estequometica de 1:26:6
de TEOS: apuacetano] wsando acdo fluorhidneo como agente gehificante. El producto
final se caractenza mediante DR, MEB. EDS v FTIE. La mmoibizacion se realizo
mediznte adsorcion (Temés er al, 2008). La CPO mmowvibzada se recupers por
cenmfugacion, el rendrmiento de mmevilizacion se determing por diferencia a3 398 nm
con un coeficiente de extincién melar de & = 85 000 M an™ (Libby e al . 19550,

Se determinaron Vmax v Em a distinfas concentraciones de H:0: 3 pM de CTP, 20 mM
de ECl v 2.3x10"" moles de CPO libre & mmovilizada, en buffer fosfato 60 mhd pH 3
mediante la dismunucion de la emusion del CIF s tempe a 277 nm de excitacion v 450
nm de emusion. Se realizaron ciclos de reaccion con CPO mmmeovihizada, 3 pM de CTF,
0.375 mbid de H-Os v 20 mM de ECl en byffer fosfato 80 mh pH 3 con cinco numtos de
reaccion. Los resultados se reportan como el porcentaje de degradacion de CIP.

DISCUSION ¥ RESULTADOS

Se smtetizo 5.76 g de S0, Mediante DR se deternund que e wn solide amorfo con
tamanio de partienla promedio de 13.01 mm. Mediante EDS se determina unz composicion
quinuca elemental de 43% abao v 56.69% oxeene p'p. sin impurezas. Mediante MEB
con electrones secundarios a x1000, z3000 v x5000 =& aprecian tamatos de particulas
vanados con geometnia uregular. Mediante FTIE se obfienen dobles picos a 2361 v 2338
nm incheando 1z presencia de C0; atmeosfence. Para el pieo ubicado a 1077 nm se ha
reportado 51-0 Strefching v 51-0-51 Rocking, Stretching y Anfigymmetric Strefching. Para
los preos 985 v 933 nm se ha reportade 51-0H Sererching. Para el pico 804 nm se ha
reportado 51 Stretching v 51-0 Bending (Ulagappan er al, 2000; Hamelmann er al, 2003;
Baruch er al, 2015; MeIntash eral, 2017).

Tabla 1. Ajuste de Michselis-Menten de velocidad enzimatica vs distintas concentraciones de
H:0: con enzima libre ¥ enzims immovilizada.

Vmax Em
(mal-CIP mol-CPO* min) {mM)

Enzima libre 411.581 0.037
Encima inmovilizada 145.020 0.013

Se logro mmovilhizar 128.05 nmeol de enzima por gramo de soporte, canfidad spmilar a
enzavos reportados (Terrés er al, 2008). Sa obtuve una Vimax de 411581 + 145.020
mol-CTP meol-CPO muin v una Em de 0.037 % 0.013 mM para la CPO libre v CPO
immovilizada respectivamente (Tabla 1). 5e aprecia que tanto la velocadad como la Em
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plerde actrvidad catalitica, sin embargo, se zana estabulidad v reusabihidad (Cao, 20
En la evaluacion de la rensabihidad se obtuvo 93.19%% en el prmer ciclo de reaceoron,
51.32%, 23.56%, 18.22%, 16.41%, 11.62% v 6.93% en ciclos subsecuentes.

CONCLUSIONES

Se logro sintefizar comectamente el 510 ¥ postennommente immevibizar 1a CPO en el
material, la CPO mmewilizada perdio achwidad catalihea, sin embargo, es posible
reutibzarla va que al estar mmeovilizada puede recuperarse. Baje las condiciones
ensavadas =& logrd un alto porcentaje de degpradacion, de 93.19 %% con una baja canfidad
de CPO inmovilizada, 2 3x107"" moles, v en un corto tiempo de cinco minutos de
reacclon, con esto se lcugﬁl lo buscado a.l mcte de la mveshgamon, obtemendo una alta

depgradacion con pocos reclrsos ¥ hempo.
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