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1. INTRODUCCION

Los océanos y mares son ecosistemas acuaticos muy importantes debido a su
tamafio, su influencia en el clima global y su papel en la economia humana. Los
ecosistemas costeros y marinos son un bien comun natural que se han convertido
en un factor del crecimiento socioeconomico en relacion con las actividades
pesqueras, el desarrollo turistico, la extraccion de minerales e hidrocarburos, entre
otras. La industria pesquera posee una gran importancia a escala global debido a
que genera multiples beneficios como puestos de trabajo, fuente de alimentos altos
en proteina, fuente de medicamentos, etc. La acuicultura actualmente crece con
mayor rapidez que todos los demas sectores de produccion de alimentos de origen
animal. Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO) mas de la mitad de la produccion acuicola mundial que supone
unos 73 millones de toneladas, se obtiene en aguas costeras marinas o salobres.
En México la pesca es un sector muy relevante en la microeconomia, segun el
INEGI en el pais hay alrededor de 300 000 pescadores de profesion, pero si se
consideran empleos indirectos y las familias de estos empleados, se estima que
alrededor de 12 millones de mexicanos estan directa o indirectamente ligados a las

actividades del sector pesquero.

Las lagunas costeras se encuentran entre los ecosistemas mas productivos del
planeta dado al intercambio de agua dulce y de mar que se efectia en estos
sistemas, esta transicion e influencia de materia y energia estimula altos niveles de
produccion primaria y amplia el espectro de refugios y habitats, lo que promueve la
proliferacion de comunidades de organismos y proporciona una amplia gama de
servicios ecosistémicos y recursos. El aumento en la poblacion humana y la
concentracion demografica en lagunas costeras ha llevado a la explotaciéon de los
recursos costeros y de sus habitats. La mala planificacion del desarrollo industrial,
la agricultura a gran escala y la alta densidad poblacional generan vertimientos de
desechos quimicos, aguas residuales domésticas, plasticos, nutrientes,
sedimentos, residuos sélidos, microorganismos patdgenos, metales pesados, y mas

contaminantes en las lagunas costeras, donde, debido a sus caracteristicas
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morfologicas, geologicas e hidrologicas los efectos son mas graves. Estos
contaminantes al acumularse en los sedimentos de los cuerpos de agua son
ingeridos por pequefios organismos marinos, por lo que se introducen a la cadena
alimentaria global. Los ecosistemas tienen una capacidad natural de absorcion y
autolimpieza, no obstante, si se sobrepasa su capacidad, se reduce la calidad del
agua, la biodiversidad es afectada, los medios de subsistencia disminuyen y las

fuentes naturales de alimento se deterioran.

Entre los contaminantes de las lagunas costeras originados por las actividades
humanas se encuentran los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPS), que por
sus propiedades fisicoquimicas resisten la degradacion fotoquimica, quimica y
bioquimica en el ambiente, motivo por el cual persisten en los diferentes
compartimientos ambientales. Los HAPs pueden ser de origen natural, aunque la
gran mayoria son de origen antropogénico; son ademas bioacumulables, téxicos y
son propensos al transporte atmosférico e hidrico de largo alcance. Actualmente el
tratamiento de estos compuestos empleando métodos convencionales (quimicos,
fisicoquimicos y bioldgicos) resulta no del todo satisfactorio, ya que los HAPs
persisten aun después de aplicar tratamientos secundarios y/o terciarios en plantas
de tratamiento de agua, por lo que se requiere el desarrollo de métodos especiales
para removerlos. Debido a esto es importante identificar y evaluar la eficiencia de
otras tecnologias para el tratamiento del agua, con el fin de proponer alternativas
que permitan minimizar la presencia de HAPs a bajo costo econdmico, energético y
ambiental, es decir, es necesario desarrollar e implementar tecnologias

sustentables en el tratamiento de estos contaminantes.

Entre las tecnologias sustentables potenciales de aplicacion se encuentran los
procesos de oxidacion avanzada como la fotodegradacion, la electrodegradacion y
procesos bioldgicos como la biocatalisis ambiental. La biocatalisis ambiental es la
aplicacién de enzimas o biocatalizadores para la transformacién de sustancias
contaminantes, con el fin de lograr la reduccién o eliminacion del impacto ambiental
de dichas sustancias. Se ha demostrado que la oxidacion biocatalitica de

contaminantes persistentes como los HAPs ha dado como resultado una
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disminucién notable de la toxicidad de estos compuestos, asi como un aumento en
la biodegradabilidad. Dada las condiciones de trabajo amigables con el ambiente,
la biocatélisis ambiental representa una alternativa potencialmente atractiva para la

eliminacion de HAPs en los ecosistemas costeros.

El presente trabajo consistio fundamentalmente en una investigacion realista
(experimental) y constructivista (elucidar la compleja problematica asociada a la
contaminacion por HAPs en lagunas costeras), que tuvo como objetivo evaluar la
capacidad oxidativa de la enzima manganeso peroxidasa (MnP) en la
transformacion de los HAPs, en muestras de agua de la Laguna Costera Mandinga,
ubicada en el estado de Veracruz. Esta laguna comprende los municipios de
Alvarado, Medellin y Boca del Rio, se comunica con la cuenca del Rio Jamapa y
Cotaxtla, la cual tiene una correspondencia del 12% con el estado de Puebla; estos
rios tienen un patrén de escurrimiento sobre la laguna por los alineamientos fisicos,
lo que promueve la captacién del agua de las cuencas hidricas. Los principales
impactos ambientales registrados en la Laguna de Mandinga provienen del cambio
de uso de suelo, el desarrollo urbano, las alteraciones del flujo hidrologico y la
produccion y exploracién petrolera cercanas a la zona costera, lo que ha provocado

entre otras cosas, la contaminacién de aguas y sedimentos por HAPs.

Para elaborar esta investigacion se documentaron las fuentes de contaminacion
relacionadas a las actividades socioeconomicas de la zona, se identificaron los
efectos o impactos ambientales reportados en la laguna, se analizaron
fisicoquimicamente muestras de agua de la laguna, se realizaron pruebas de
oxidacion enzimatica de HAPs en muestras de agua de la laguna y finalmente se
efectuaron pruebas toxicolégicas de los HAPs y de sus productos de oxidacién
enzimatica en el erizo de mar (Lytechinus pictus) utilizado como bioindicador. Por lo
anteriormente sefialado, se presenta un panorama de la probleméatica ambiental

asociada a los HAPs en la Laguna de Mandinga.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El interés del hombre sobre los ecosistemas costeros como fuente de alimentos y
recursos, como zonas para desarrollar actividades recreativas y de transporte ha
incrementado la concentracion poblacional y de industrias en las zonas costeras,
este desarrollo ha tenido como consecuencia el incremento de la degradacion de
estos ecosistemas. México cuenta con una zona economica exclusiva de 3,144,793
km?y 12,500 km2 lagunas costeras y esteros, por lo tanto, la actividad pesquera en
nuestro pais tiene un alto valor econémico, social y alimentario (INEGI, 2009).
Alrededor de 270 mil personas dependen de la pesca y la produccidon pesquera es
altamente diversa, incluyendo cientos de especies de peces, crustaceos, moluscos,
equinodermos y hasta algas (INEGI, 2009). Por otro lado, la actividad turistica en
México es de especial importancia como motor del desarrollo regional, asi como
instrumento de captacion de divisas y generacion de empleos (SAGARPA, 2014).
Adicionalmente, las actividades agricolas, ganaderas e industriales como la
extraccion y el refinamiento del petr6leo han contribuido en el desarrollo social y
econémico de zonas costeras (Padilla y Sotelo, 2000). Sin embargo, a pesar de su
impacto favorable en el ambito econémico, estas actividades tienen también efectos
desfavorables de tipo social, cultural, econbmico y ambiental. Los ecosistemas
costeros influenciados por actividades econdémicas resultan en la contaminacién y
pérdida de los habitats, debido a que el desarrollo del sector se conduce con
practicas que distan mucho de la sustentabilidad y la ordenacion integrada
(Pampanin y Sydnes, 2013; Martinez y col., 2009; Caddy y Griffiths, 1996).

Entre los compuestos contaminantes que son constantemente dispersados en el
ambiente se encuentran los hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAPs) de los
cuales los mas abundantes y frecuentes son los de origen petrogénico y pirogénico.
En nuestro pais, la principal produccion de hidrocarburos se realiza en la zona
marina del Golfo de México donde actualmente se cuenta con dos regiones marinas

de produccion de crudo: la Regidn marina noroeste y la Region marina sureste,
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donde se obtuvieron 1,303.6 y 592.9 miles de barriles de crudo diarios
respectivamente en el 2012 (PEMEX, 2014). En la parte del litoral del Golfo de
México, también se realiza una intensa explotacion de hidrocarburos en dos
regiones, la Region Sur y la Region Norte, que abarcan los estados de Tamaulipas,
Veracruz, Tabasco y Campeche, en estas zonas se obtuvieron 480.8 y 144.9 miles

de barriles diarios de crudo respectivamente (PEMEX, 2014).

Las actividades de produccion de petréleo en esta region han provocado serios
problemas de contaminacion tanto en los sitios de extraccion como en los sistemas
estuarinos conectados con ellos. De acuerdo con Botello (2011), las
concentraciones de hidrocarburos en las regiones lagunares del Estado de Veracruz
superan las 18 ppm. En general, el dafio biolégico del petréleo o sus componentes
es mucho mas severo si este se presenta en una zona costera 0 un ambiente
estuarino, siendo las zonas intermareales las mas afectada debido a que en estas
areas hay una mayor biodiversidad y abundancia de especies, asi como la
presencia de estadios juveniles de muchas especies oceanicas (Botello y col.,
1996). Ademas de que estos organismos (peces, crustaceos, moluscos, etc.) son
capaces de bioacumular sustancias toxicas, y en ocasiones los procesos
metabolicos magnifican los efectos dichas sustancias en los organismos, todo esto

puede producir dafios severos en la salud de los consumidores de estos alimentos.

Veracruz cuenta con una extension de 71 820 km?, el 3.7% del territorio nacional y
745 km de litorales, lo que representa el 6.42% del total nacional. Su produccion
pesquera en el 2011 fue de 79,268 peso vivo en toneladas, ocupando el quinto lugar
a nivel nacional (SAGARPA, 2011). La Laguna de Mandinga es un ecosistema
costero ubicado en el estado de Veracruz, esta zona se considera habitat para la
alimentacion, refugio, reproduccion y anidacion de diversas especies; esta
caracterizada como Sitio de Manglar con relevancia biol6gica y con necesidades de
rehabilitacion ecoldgica segun la CONABIO (2009). Los principales problemas de
contaminacion en esta laguna son debido a las descargas de aguas residuales, el

cambio de uso de suelo, la produccion y exploracién petrolera cercanas a la zona
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costera y la presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos, metales pesados,
plaguicidas y otros contaminantes organicos persistentes (Paniagua y col., 2018).
En el 2001, Botello documentd la concentracion, caracterizacion y distribucion de
HAPs en sedimentos de diferentes lagunas costeras del estado de Veracruz, entre
ellas la Laguna de Mandinga con 10 estaciones de mediciones, la cual fue la laguna
con mayor concentracién de HAPs (2.2 a 18.2 ppm) de todas las lagunas evaluadas.
Guzmany col., (2009) determinaron concentraciones de metales pesados (Cr, Cd y
Pb) en agua, suelo y tejido de ostras de Crassostrea virginica frescas y
desintoxicadas. El estudié reportd la presencia de los metales en agua y
sedimentos, aunque sus concentraciones estaban dentro de los limites legales
mexicanos; sin embargo, los niveles de metales detectados en las ostras excedieron
los limites maximos permisibles para Cd y Pb, y las ostras no pudieron eliminar las
concentraciones de los metales bioacumulados durante la etapa de desintoxicacion.
El 47% de las ostras presentaron lesiones histopatoldgicas relacionadas con
concentraciones de metales pesados. Respecto a la contaminacion por plaguicidas,
Aragoén y col. (2017), reportaron la presencia de lindado y endolsufan en ostras de
los bancos ostricolas de la Laguna de Mandinga en concentraciones de hasta 8.69
+5.15 ng/g y de 24.68 * 1.20 ng/g respectivamente. Asimismo, Lango y col. (2013),
realizaron andlisis en diferentes organismos benténicos de 6 lagunas ubicadas a lo
largo del Golfo de México, entre los hallazgos reportados, las concentraciones
promedio mas altas de pesticidas organoclorados (por ejemplo, delta-
hexaclorociclohexano (delta-HCH), con una concentracion promedio de 1466.65 *
8.29 ng/g), fueron las obtenidas de las muestras de ostras recolectadas de la
Laguna de Mandinga, evidenciando asi un problema de contaminacion y riesgo para

la salud publica.

Estudios realizados en la Laguna de Mandinga revelan la presencia de diferentes
patogenos en productos acuicolas del sistema lagunar, los cuales pueden estar
asociados a la transmision de bacterias patdgenas y representan un riesgo potencial
de enfermedades gastrointestinales. Reyes y col.,, (2010) determinaron las
concentraciones de Vibrio parahaemolyticus y V. alginolyticus en ostras Crassostrea

virginica en la Laguna de Mandinga a través de una caracterizacion bioquimica de
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las colonias encontradas, cuyos valores fueron de 3 a 150 NMP/g (nimero mas
probable/gramo). Por otro lado, Lopez y col.,, (2015) evaluaron la densidad
estacional de Vibrio cholerae (non-O1/non-0139 ompW y patdgenos ctxA y chxA)
en ostras americanas (Crassostrea virginica) de la Laguna de Mandinga, las
densidades medias mas altas de V. cholerae non-O1/non-0139 ompWp / chxAp
fueron observadas durante el verano (11.53/2.29 MPN/g) vy otofo
(97.76/5.19MPN/g), esta variacion estacional indica que los patégenos fueron
distribuidos de manera desigual durante el ciclo anual y que tuvieron una rapida
rotacion en la poblacion. Estos hallazgos proporcionan una perspectiva de la
importancia de implementar medidas preventivas y correctivas que permitan
mejorar la calidad del agua de la Laguna de Mandinga y asi proteger la salud de los

consumidores de los productos cultivados en la laguna.

Es por todo lo anterior, que es importante estudiar la contaminacion del agua de la
Laguna de Mandinga, asi como desarrollar tecnologias sustentables que permitan
minimizar los impactos ambientales que afectan a la laguna y que han sido
provocados por las diversas actividades antropogénicas que se desarrollan

alrededor de la zona donde se encuentra ubicada la laguna.

3. JUSTIFICACION

En este trabajo se plantea articular los diferentes conocimientos necesarios para el
estudio de la contaminacién de lagunas costeras, ya que México posee extensas
areas de estos sistemas en el Pacifico, el Golfo de México y el Caribe, y son de gran
importancia en su patrimonio natural, ecologico, cultural y econdémico. Para ello, se
propuso estudiar un sistema costero con influencia de la industria petrolera como
modelo de estudio, la Laguna de Mandinga ubicada en el Estado de Veracruz,
donde los principales impactos ambientales registrados provienen del cambio de
uso de suelo, el desarrollo urbano, las alteraciones del flujo hidrologico y la
produccion y exploracién petrolera cercanas a la zona costera (Paniagua y col.,

2018; Lara y col., 2009; Lopez y col., 2012). En esta investigacion se propone
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documentar la contaminacion por hidrocarburos aromaticos policiclicos y desarrollar
una herramienta tecnoldgica sustentable que contribuyan al tratamiento de la
contaminacion por HAPs en lagunas costeras.

Las tecnologias sustentables para el tratamiento de contaminantes persistentes
juegan un papel primordial en la recuperacion de los ecosistemas al proponer
métodos y herramientas amigables con el ambiente. Estas tecnologias se
distinguen de los métodos convencionales de tratamiento por no producir residuos
secundarios como lodos de desecho, por no utilizar quimicos agresivos y por no
demandar cantidades elevadas de energia; ademas pueden resultar altamente
eficientes en la transformacion de sustancias toxicas y asi disminuir las alteraciones

gue estas sustancias inducen en los organismos.

La biocatalisis ambiental es una herramienta potencialmente aplicable que se puede
definir como la aplicacion de enzimas para la transformacion o degradacién de
compuestos contaminantes con el fin de lograr la reduccion o eliminacién de la
toxicidad y aumentar la biodegradabilidad de los compuestos contaminantes. Por lo
tanto, puede formar parte de procesos limpios y eficientes para la prevencion,
control y remediacién de la contaminacion de lagunas costeros contaminadas por
HAPs. El empleo del biocatalizador o enzima manganeso peroxidasa en la oxidacion
de contaminantes persistentes ha sido reportado como prometedor dada las altas
velocidades de transformacion, las altas conversiones, las suaves condiciones de
reaccion empleadas, y la capacidad versatil de la enzima de transformar una amplia
variedad de compuestos toxicos hacia compuestos mas biodegradables y menos
toxicos. Lo cual, coloca a la biocatalisis ambiental como una tecnologia
ambientalmente atractiva para la eliminacion de contaminantes organicos en

sistemas acuosos.

Realizar este trabajo permitira cierto beneficio social, ya que contribuira en el
tratamiento de la contaminacion por HAPs en lagunas costeras. Eventualmente, al
mejorar la calidad del agua de la laguna mediante el tratamiento biocatalitico, el

funcionamiento ecolégico se veria mejorado y por consecuencia mejoraria la salud
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de los organismos de importancia comercial y asi disminuiria el riesgo a la salud de
los consumidores. Asi mismo al promover la conservacién y restauracion de los
hébitats y la biodiversidad de estos ecosistemas, permitird mantener la calidad de

los servicios ecosistémicos del sistema lagunar.

4. ANTECEDENTES

4.1 El agua en la ecosfera.

El agua es el liguido mas abundante de la Tierra, el 70 % de la superficie terrestre
esta cubierta por los océanos. El agua existié en nuestro planeta mucho antes que
cualquier forma de vida y debido a que la vida evolucioné en el agua, esta sustancia
ejerce una gran influencia sobre la mayoria de procesos bioquimicos vy fisiol6gicos

gue estan involucrados en los organismos Vivos.

El agua es un recurso esencial de los ecosistemas naturales del que estan
compuestos los mares, lagos, rios, manantiales, lagunas y mas. Se encuentra
naturalmente en forma de vapor, liquido y soélido, y se mantiene en constante
movimiento en los diferentes reservorios terrestres. El sol hace que el agua se
evapore desplazandola hacia la atmdsfera, una vez ahi, bajo la influencia de ciertos
cambios en la temperatura y presion, la humedad se condensa y vuelve a la tierra
en forma de lluvia, granizo, aguanieve o0 nieve en diferentes ubicaciones
geograficas, en donde, las areas costeras reciben la mayor cantidad de agua. Los
bosques y selvas también tienen un papel importante en la regulacion de los flujos
de humedad atmosférica sobre las zonas terrestres ya que promueven la
evapotranspiracion y las pautas de precipitacion. Este circuito es la forma de
distribucion del agua entre las distintas superficies terrestres, necesario para el

sostenimiento de los ecosistemas (Ciclo hidrologico global).

Un recurso ecoldgico, estratégico y necesario para el ejercicio de la mayoria de las

actividades humanas es el agua. Debido a su importancia en las ciencias de la vida,
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la industria quimica, la agricultura y otras actividades socioecondmicas, ha influido
inestimablemente en la vida humana y en los ecosistemas. Las complejas
interrelaciones de los fendmenos sociales asociados al agua se han constituido
como un tema fundamental de analisis y debate transversal en multiples disciplinas,
tanto cientificas, tecnolégicas, sociales y ambientales (Avila, 2008; CONAGUA,
2015; Damonte y Lynch, 2016; OCDE, 2016; Pefia, 2016).En la ecologia politica el
agua adquiere cada vez mas importancia desde perspectivas culturalistas,
ecologicas y politicas, desarrollando conceptos y marcos explicativos que dan
cuenta de la interaccidon entre ambiente y sociedad en términos de distribucion,
acceso y control a los recursos ecolégicos, los discursos, los conflictos y los
sistemas politicos y de autoridad. Tal ha sido el trabajo, que entre los resultados
podemos encontrar el Informe sobre Desarrollo Humano (PNUD, 2006) “Mas alla de
la escasez: poder, pobreza y crisis mundial hidrica”; y la agenda 2030 Objetivos de
Desarrollo Sostenible “ODS6: Agua limpia y saneamiento” y “ODS14: Conservar y
utilizar sosteniblemente los océanos, los mares y los recursos marinos para el
desarrollo sostenible”.

Desde procesos dentro de las células hasta el funcionamiento de sistemas
biolégicos en ambientes acuosos, el agua es sin duda el telén de fondo en el que
los componentes de la vida estan organizados, compuestos y coordinados.

4.2 Ecosistemas marinos y costeros de México.

Los océanos y mares son los ecosistemas acuaticos mas importantes a escala
planetaria, principalmente en funcién de su gran tamarfio e influencia en el patron
del clima global. Los sistemas marinos poseen una enorme y poco conocida
pluralidad de regiones, ecosistemas, especies, genes y moléculas organicas, que
claramente los dotan de una amplia diversidad biolégica (Lara y col., 2008). Los
rasgos mas caracteristicos de los ambientes marinos son la salinidad y la ligera
alcalinidad del agua, pH béasico de 8 a 8.3 (Smith, 1980). De igual forma, estos
ecosistemas son reconocidos por ser altamente dinamicos, pues estan
interconectados por una red de corrientes superficiales y profundas, las cuales,

crean heterogeneidad vertical y lateral en los ambientes marinos, y facilitan el
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transporte e intercambio de especies, masas de agua y materia organica en las

diferentes zonas marinas (pelagicas, bentonicas, neriticas y oceanicas).

Los ecosistemas marinos y costeros brindan multiples servicios ecosistémicos que
son esenciales para preservar la vida. Servicios de aprovisionamiento como,
alimentos, farmacos, minerales, fibras, materiales para la construccion, recursos
energeéticos, etc. Servicios de soporte y regulacion como, habitat, productividad
primaria, reciclado de nutrientes, secuestro de gases invernadero, etc. Asimismo,
nos ofrece servicios culturales como, belleza escénica, recreacion, ciencia,
educacion, etc., que nos permiten disfrutar de experiencias y espectaculos en el
medio acuatico e intervienen en nuestro desarrollo con la naturaleza y los demas

seres Vivos.

La Republica Mexicana tiene una extension territorial de 1 964 375 km?y cuenta con
231 813 km? de mar territorial y cerca de 3 149 920 km? de zona econdémica
exclusiva. La zona costera terrestre cubre una extension de alrededor de 430 000
km? limitada por el Océano Pacifico, el Golfo de California, el Golfo de México y el
Mar Caribe (Lara y col., 2008). Su plataforma continental es de aproximadamente
394 603 km? (Bezaury y Torres, 2010), siendo mayor en el Golfo de México (INEGI-
SEPESCA 1987, Castafieda y Contreras, 1994). Estd compuesta por 32 entidades

federativas, de las cuales 17 poseen frente litoral (263 municipios costeros).

La ubicacion geogréfica (latitud intertropical y zonas de transicion biogeograficas
neartica y neotropical), las influencias oceénicas, la amplia extension de litorales, y
la superficie marina con que cuenta México, explican en gran medida la enorme
diversidad biolégica y ecosistémica que posee nuestro pais. Desde las aguas del
Pacifico hasta el Caribe mexicano se tienen registro de grandes arrecifes de coral,
como Cabo Pulmo en Baja California Sur, el Sistema Arrecifal Veracruzano, o el
Banco Chinchorro (la segunda reserva mas grande del mundo) en Quintana Roo.
Cuenta ademas con 371 islas distribuidas a lo largo del territorio, todas ellas con
una amplia variedad de microhabitats y especies singulares, lo que implica un alto

grado de endemismo (Instituto de los recursos mundiales, 1997).
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La fauna marina mexicana se reconoce como una de las mas ricas del mundo con
4 100 especies descritas de moluscos marinos como caracoles, babosas, pulpos y
calamares; 152 especies de corales de las cuales 13 corresponden a los llamados
hidrozoarios coloniales (con esqueleto de carbonato de calcio) y 139 a antozoarios
(corales pétreos); 503 especies de equinodermos comunmente conocidos como
pepinos y estrellas de mar, y mas de 4 020 registros de decapodos, ostracodos y
crustaceos (CONABIO, 1998). En las aguas continentales mexicanas también
existe un importante endemismo de especies marinas (75 especies), se estima que
20% de las especies del Golfo de California son endémicas, y cerca de 15% en el
Caribe mexicano, Golfo de Tehuantepec y el norte del Golfo de México (Espinosa y
col., 1993). En cuanto a mamiferos marinos (focas, delfines, ballenas y manaties,
etc.), el pais cuenta con 41 especies que pertenecen a aproximadamente 31
géneros de 12 familias (Salinas y Ladrén de Guevara, 1993). En contraste con estas
cifras, la diversidad de la flora algal marina es casi desconocida, se tienen pocos
registros, entre los que podemos mencionar esté el de Pedroche y col. (1993) de

aproximadamente 1 006 especies en el Pacifico y 553 en el Atlantico.

Los ecosistemas costeros son espacios dinamicos de interaccion entre el medio
acuatico, el medio terrestre y la atmdsfera, debido a lo cual, son ampliamente
reconocidos como los ecosistemas con mayor productividad primaria de la biosfera;
el fitoplancton es mucho mas productivo en los ecosistemas lagunares-estuarinos,
pues dispone de mayor cantidad de nutrientes al6ctonos, provenientes de los rios,
escurrimientos terrestres y mantos freaticos, y autdctonos provenientes del
reciclamiento de estos por la degradacion microbiana (Whittaker y Linkens, 1975;
Odum y Heald, 1975). La zona costera mexicana alberga una plural riqueza de
especies y complejos ecosistemas como son los manglares, los estuarios, las
lagunas costeras y los humedales. Los cuerpos lagunares-estuarinos y manglares
mas importantes del pais se localizan en el Golfo de México (Laguna Madre en
Tamaulipas y Laguna Términos en Campeche); sin embargo, en algunos manglares
y lagunas costeras de menores dimensiones, podemos encontrar una amplia
diversidad biologica, ejemplo de esto serian las importantes poblaciones de

cocodrilos “Crocodylus acutus” en el occidente de México (Sinaloa, Jalisco vy
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Colima), y los caimanes “Caiman crocodilus” en la region costera de Chiapas (Lara
y col., 2008).

Se estima que del 60% al 75% de las costas de regiones tropicales estan bordeadas
por manglares (McGill, 1959), y que en el pais la extension cubierta por manglares
es de 6 600 km? (Blasco, 1988). Los manglares tienen la capacidad de crecer en
suelos sujetos a inundaciones perioddicas y presentan adaptaciones para tolerar
altas concentraciones de salinidad, lo que implica que usualmente, los manglares
sean la vegetacion dominante que bordea las lagunas costeras y estuarios. Los
ecosistemas de manglar son de vital importancia como zonas de amortiguamiento
contra inundaciones y erosién (provocada por huracanes y tormentas tropicales),
como biofiltro ya que remueven importantes cantidades de nutrientes provenientes
de las descargas urbanas y agricolas, manteniendo de esta forma (con ayuda de
las mareas), la calidad del agua de diversas lagunas costeras. Por otro lado,
proveen proteccibn a los estadios juveniles de peces y crustaceos contra
depredadores, por lo que se utilizan como zonas pesqueras (Flores, Gonzalez y
Zaragoza, 1998; Lopez y Ezcurra, 2002; Noruddin, 1987). Es importante destacar
que 70% de las especies de importancia pesquera lo constituyen organismos que
algun periodo de su vida lo transcurren en un ecosistema lagunar estuarino, en su
mayoria estan asociados a manglares en zonas tropicales y a pantanos de

macrofitas emergentes de regiones templadas (McHugh, 1976; Yafiez, 1978).

4.3 Lagunas costeras.

Las lagunas costeras son cuerpos salobres o marinos poco profundos conectados
al menos de forma intermitente al océano por una o mas entradas de marea
restringida (bocas, canales o pasajes) y que en su porcién mas interna permiten la
transicion de agua dulce (escorrentia superficial y filtraciones subterraneas). Estas
depresiones en la zona costera se encuentran limitadas y protegidas por algun tipo
de barrera hidrodindmica o fisica como vegetacion (manglar), bancos de arena, islas
barreras, cordones litorales, arrecifes, etc. La circulacion del agua esta originada

por el ir y venir de la marea, cambios estacionales, precipitaciones, condiciones del
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viento, eventos climaticos (por ejemplo, huracanes, ciclones, etc.) y la descarga
fluvial (Whitfield, 2011). Este intercambio restringido permite que ocurran rapidos
cambios en la salinidad, temperatura, carga de sedimentos y nutrientes. Debido a
gue son el resultado del encuentro entre dos masas de agua, existen diferentes
ecosistemas afines (estuarios, esteros, marismas, bahias, etc.), que estan
escasamente diferenciados y son incluidos en la designacion comun de “lagunas
costeras”. Por su origen y evolucioén, las caracteristicas morfologicas, geoldgicas e
hidrolégicas difieren considerablemente entre cada laguna costera, pueden estar
conformadas por varios cuerpos de agua comprendiendo el propio estuario y uno o
varios esteros que se originan como lechos abandonados, formando un rosario de
cuerpos de agua cegados por modificacion del cauce de un rio o de una laguna, de
baja 0 somera dinamica e inundada por la marea (De la Lanza y col., 2012). La
clasificacion de los cuerpos de agua costeros varia entre diferentes autores e
instituciones gubernamentales, esto debido a las numerosas caracteristicas, como:
composiciéon de materiales, dinamica y evolucién, funcién del comportamiento
tectonico, estructura geologica, productividad bioldgica y ecoldgica, importancia
geografica o estratégica, red fluvial, intercambio energético, geologia, clima,
vegetacion, localizaciébn econdmica y sociolégica, evolucién antropologica, etc. Por
este motivo las cifras en los inventarios nacionales sobre el nimero de lagunas
costeras varian dependiendo del autor; por ejemplo, Lankford® (1977) sefial6 125
Lagunas, Castafieda y Contreras (2003) 600, y Ortiz y de la Lanza (2006) 164

lagunas.

Las lagunas costeras son ecosistemas que destacan por su importancia econémica
y ecoldgica, ya que son sitios con alta actividad biologica, trampas de carbono
(acumulan gran cantidad de materia organica en los sedimentos), y habitats ricos
en nutrientes; de tal modo, que estas areas frecuentemente son utilizadas para la
pesca artesanal, y, en consecuencia, son el medio de vida de miles de pescadores
(Contreras, 2000; CONABIO, 2011). Los sistemas lagunares costeros ofrecen
multiples servicios ecosistémicos (Tabla 1), entre los que podemos destacar la
proteccion contra fenOmenos naturales, la estabilizacion de microclimas y su alta

productividad primaria, la cual concede a estos ecosistemas ser un lugar de
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anidacion, crianza, reproduccion y refugio de fauna acuatica y terrestre regional y
migratoria, permitiendo asi, concentrar un gran espectro de la biodiversidad
(Contreras y col. 2002; CONABIO, 2011). Debido a su activa dinAmica de
intercambios fisicos, quimicos Yy biologicos, estos ecosistemas acuaticos
representan situaciones especiales y estan sujetos a diversos controladores y
patrones de variabilidad ambiental (Smith, 1980), de modo que son susceptibles al
enriquecimiento de nutrientes y otros contaminantes, a las alteraciones
antropogénicas, a las modificaciones hidrologicas, asi como, al cambio climatico,
por ejemplo, cambios en frecuencias e intensidades de tormentas, inundaciones,

sequias y aumentos de temperatura (Whitfield, 2011).

Tabla 1. Servicios Ecosistémicos que brindan los ecosistemas lagunares costeros
(Landers y Nahlik, 2013).

Servicios Ecosistémicos que brindan los ecosistemas lagunares costeros

Seccién Descripcién

Agua costera y marina utilizada como fuente de energia, nutricion
y materiales.

Sustancias minerales utilizadas para la nutricion, materiales o
energia.

Aprovisionamiento Sustancias no minerales o propiedades del ecosistema utilizadas
para nutricion, materiales o energia.

Energia edlica, solar, geotérmica y otras.

Plantas acuaticas cultivadas (incluyendo hongos, algas), cultivadas
con fines nutricionales, materiales o energia

Fibras y otros materiales de plantas cultivadas, hongos, algas y
bacterias para uso directo o procesamiento

Aprovisionamiento Animales acuaticos criados para nutricion, materiales o energia.

Fibras y otros materiales de animales acuéticos criados para uso
directo o procesamiento
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Aprovisionamiento

Regulaciény
Mantenimiento

Regulacion y
Mantenimiento

Cultural

Material genético de plantas, algas u hongos. Semillas, esporas y
otros materiales vegetales recolectados para mantener o
establecer una poblacion

Mediacién, transformacion y regulacion de residuos, toxicos y otras
alteraciones por procesos no vivos (medios quimicos o fisicos:
filtracion, secuestro, almacenamiento y acumulacion).

Transformacion, mediacion y regulacién de aportes bioquimicos o
fisicos de origen antropogénico a los ecosistemas, por estructuras
0 procesos abioticos.

Mediacién, transformacion y regulacién por procesos quimicos o
fisicos bidticos (Biorremediacion mediante filtracion, secuestro,
almacenamiento y acumulacién por microorganismos, algas,
plantas y animales).

Mantenimiento y regulacion por procesos quimicos y fisicos
naturales inorganicos. Ciclo hidrolégico y regulacion del flujo de
agua (incluido el control de inundaciones y la proteccidn costera);
control de las tasas de erosion; y amortiguamiento y atenuacion del
movimiento de masas.

Otro tipo de regulacion y servicio de mantenimiento por procesos
abidticos.

Mantenimiento del ciclo de vida, habitat y proteccion de la reserva
genética. Polinizacién (o dispersion de '‘gameto’ en un contexto
marino); dispersién de semillas; y control de plagas (incluyendo
especies invasoras).

Regulacién de la condicion quimica de las aguas saladas por
procesos Vvivos.

Regulacion de la temperatura y la humedad, incluyendo ventilacion
y transpiracion de las condiciones y composicion atmosférica por
contribucion del sistema o el entorno ambiental

Regulacion de la composicion quimica de la atmosfera y los
océanos (regulacion del clima global por reduccién de las
concentraciones de gases de efecto invernadero), por contribucion
del sistema o el entorno ambiental.

Interacciones directas, in situ y al aire libre con sistemas fisicos
naturales que dependen de la presencia del entorno ambiental
natural.

Caracteristicas naturales, abitticas de la naturaleza que permiten
interacciones fisicas y experienciales activas o pasivas.
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Interacciones fisicas y experienciales con componentes biéticos y
abidticos naturales del medio ambiente que permiten actividades
gue promueven la salud, la recuperacion o el disfrute a través de
interacciones pasivas o de observacion.

Interacciones intelectuales y representativas con componentes
bidticos y abidticos del entorno natural que permiten la
investigacion cientifica o la creacién de conocimientos ecolégicos
tradicionales.

Interacciones intelectuales y representativas de los sistemas
bidticos y abiéticos del entorno natural que posibilitan la educacion
y la formacion.

Cultural

Interacciones espirituales, simbodlicas y de otro tipo con los
componentes bidticos y abioticos del entorno natural que permiten
interacciones espirituales, simbdlicas y otras.

Otras caracteristicas bidticas y abidticas de la naturaleza que
tienen un significado cultural: qgue son resonantes en términos de
cultura o patrimonio, que posibilitan experiencias estéticas, y que
tienen un valor de existencia o legado.

4.4 Laguna de Mandinga.

Veracruz es un estado abundante en recursos hidrologicos, administrados en dos
regiones hidrologicas (Region IX Golfo Norte y Region X Golfo Centro) que fluyen
en una amplia planicie costera correspondiente al 73% (53 155 km?) del total del
territorio Veracruzano. Se ha estimado que por el estado escurre aproximadamente
el 30 % (121 000 hm?3) del total nacional; ademas, cuenta con 18 acuiferos con una
recarga media anual de 3 085 hm3(CONABIO, 2011). En el area territorial se ubican
al menos 16 lagunas costeras, asi como cuatro rios o estuarios que descargan
directamente a la zona marina adyacente, constituida por la plataforma continental,
el talud y la llanura abisal (Lopez y col., 2012).

El sistema lagunar Mandinga (figura 1 y 2), conocido como “Laguna de Mandinga”,
se encuentra ubicada en el estado de Veracruz, entre los 18° 94'y 19° 10’ de latitud
norte y los meridianos 95° 99'y 96° 16' de longitud oeste (Lara y col., 2009); y
comprende los municipios de Alvarado (23 128 hab), Medellin (59 126 hab) y Boca
del Rio (138 058 hab) (SEDESOL 2010). Corresponde a un conjunto de lagunas
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costeras intercomunicadas entre si, separadas del mar por una barrera de médanos
que colindan con el sitio Ramsar 1346, Parque Nacional Sistema Arrecifal
Veracruzano; y comunicadas con éste por el estuario del rio Jamapa (Carrillo, 2016;
Contreras, 1985). El sistema esta comunicado con la cuenca de los rios Jamapa y
Cotaxtla (pertenecientes a la Region Hidrologica - Administrativa Golfo Centro,
caracterizada por la presencia de numerosos rios de régimen permanente), estos
rios tienen un patrén de escurrimiento sobre la laguna por los alineamientos fisicos,
lo que promueve la captacion del agua de las cuencas hidricas; sin embargo, el
escurrimiento natural se ha ido reduciendo afio con afio (Lépez y col. 2012). La
poblacion total de la cuenca hidroldgica para el afio 2010 era de 374 390 habitantes,
distribuidos en 1 234 localidades, de las cuales 21 localidades son urbanas, con 155
460 habitantes; y 1 213 localidades rurales, que en conjunto albergan a 218 930
habitantes. La poblacion indigena se encuentra asentada en las areas rurales y
comprende un total de 15,892 habitantes (Diario oficial de la Federacion, 2014). El
grado promedio de escolaridad de los habitantes establecidos dentro de la cuenca
es de 6.13, lo que significa poco mas de la primaria concluida. Se calcula que la
poblacién que genera influencia en las dinamicas del recurso hidrico es de 415 606
habitantes, de los cuales 38% se dedica a actividades agropecuarias, 32% al
comercio y servicios, 16% son trabajadores en la industria y el 14% son
profesionistas, técnicos y administrativos (Diario oficial de la Federacion, 2014). La
cuenca Jamapa inicia desde la zona occidental, nace en la sierra de Huatusco con
los deshielos del Pico de Orizaba, recorre 150 km; corre de oeste a este y recibe
varios afluentes de los rios Huatusco, Cotaxtla, Totolapan, desembocando en el
Golfo de México, en el lugar conocido como Boca del Rio proximo a la Ciudad de
Veracruz. (Marquez, 1992). La cuenca Cotaxtla, se localiza hacia el oriente, con la
mayor influencia y aportacion que se genera en la zona de la Sierra de Atoyac; tiene
su origen a una elevacion de 5,700 metros sobre el nivel del mar, con el nombre de
Barranca de Chocaman, con rumbo al sureste en cuyo tramo se le unen los rios
Seco, Atoyac, Paso del Macho y Tizapa, modificando su rumbo al noreste, a partir
de la confluencia de este ultimo en las inmediaciones de la poblacion Cotaxtla, hasta
unirse con el Rio Jamapa a la altura de Paso del Toro; a partir de aqui continua
hasta su desembocadura en el mar (Diario oficial de la Federacion, 2014).
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Figura 1. Fotografia aérea panoramica de Manglares de Mandinga, Veracruz.
CONABIO — SEMAR (Acosta, 2013).

30



—
= 96°5'0"W 96°0'0"W
l-n FRACC] \'A\"EN?O RINC - '1" HIBERTAD N
Q. IS YAREPACAS AYAS DEL CONCHAL i i i
2 / VISTA RANCHO CHICO Slmbologla
FRACCIONAMIENTO LAS.LOMAS 9 Localidad
PA (‘OLORADOC W E ~ocafida
PASO RADO LOMAS DEL SOL .
MEDELLIN RESID wnomm S Areas urbanas
ABOCANA (BOS BOCAS) BANUS \\\\\ / Vias de icacion
MANDINGA Y MATOZAMANDINGA ¥ MATOZA \v\
= Corriente de agua
// PASO DEL TORO
y - Cuerpo de agua
LA AGUADAM AGUADA
96°20'0"W  96°10'0"W  96°0'0"W  95°50'0"W
A . Bo gy
HERON PROAL Z s z
z 3 )
5 - E b i
> ! =) )
EN &
= ) by
— y
/ = I.,/LAG[N,—\ Y MONTE DEL CASTILLO _Z Y _Z
j //I.OS ROBLE: := :c
S LES
I o : o
) 5 4 N ®
I e b ‘ y A et
96°20'0"W  96°10'0"W  96°0'0"W  95°50'0"W
Posgrado en Ciencias Ambientales
Tesis de Maestria
Oxidacién de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
presentes en la Laguna de Mandinga
/ ) aplicado la enzima Magneso Peroxidasa.
/ Presenta.
=Z IF — z Lourdes Animas Serrano.
=g 3
0 % Especificaciones técnicas
% \ ) Projected Coordinate System: WGS_1984_UTM_Zone_14N
- \ x® Projection: Transverse_Mercator
x \ Linear Unit: Meter
(1:25000 Escala. 1:25,000 O 1 2

96°5'0"'W 96°0'0"'W

Figura 2. Ubicacién del Sistema Lagunar de Mandinga (Elaboracién propia).

El sistema corresponde a un ambiente tropical, en el cual predominan las bajas
salinidades (aunque existe una variacion ligera dependiendo de la época del afio)
debido a que no existe una comunicacion directa con el mar, ejerciendo el rio
Jamapa la influencia principal. De acuerdo con la caracterizaciéon de la CONABIO
(Laray col., 2009) el clima es calido subhimedo (Aw?2), la temperatura media anual
es mayor de 22°C y la temperatura del mes mas frio es mayor a 18°C. El tipo de
suelo Vertisol es el de mayor abundancia (70.0%), seguido por el Regosol (15.2%)
y el Gleysol (14.8%). La concentracion de oxigeno es generalmente alta como
consecuencia de la accion de los vientos y la actividad fotosintética, presentandose
en algunas zonas sobresaturacion de este gas (Arreguin, 1982).

La fauna y especies caracteristicas de la laguna son: el pato real, el ostidn, la jaiba
y la medusa de cafion (cuando aumenta la salinidad). Existen registros de diferentes
invertebrados entre los que destacan artropodos, malacostraceos y maxilépodos; y

31



vertebrados tales como peces, anfibios y reptiles. Ademas, cuenta con una amplia
lista de especies de aves y mamiferos entre ellos el Tamandua mexicana (que se
encuentra en peligro de extincién) y el murcielaguito narigbn “Rhynchonycteris
naso” sujeto a proteccion especial; asimismo, un extenso numero de hongos y
plantas (Carrillo, 2016; De la cruz, 1985; Lara y col., 2009).

La vegetacion relacionada con el sistema lagunar y de los médanos se caracteriza
en los siguientes tipos: vegetacion pionera de la costa, matorral y selva baja
subcaducifolia de los médanos, espartales, selva baja subperinnifolia, selva baja
perinnifolia de Pachira aquatica, manglares, vegetacion acuatica, asociaciones de
halofitas, palmares (Vazquez , 1971). Esté caracterizada como Sitio de manglar con
relevancia biologica y con necesidades de rehabilitacion ecolégica segun la
CONABIO (Lara y col., 2009). La superficie del manglar (arbéreo bajo) es de 428
hectareas (figura 3), siendo el mangle rojo (Rhizophora mangle), el mangle blanco
(Laguncularia racemosa) y el mangle negro (Avicennia germinaus) sus principales
especies, con una altura promedio de 8.6 m, estas especies se encuentran bajo la
categorizacion de amenazadas en la Norma Oficial Mexicana NOM-059-
SEMARNAT-2010 (Rodriguez y col., 2013; SEMARNAT, 2010).

Entre los servicios ecosistémicos que ofrece los manglares estan la utilizacion de la
zona para alimentacion, refugio, reproduccién y anidacion de una gran variedad de
peces, moluscos y crustaceos; brindan sustrato para el desarrollo de especies
bentdnicas; aportan nutrientes a los arrecifes de coral y detienen el aporte de
sedimento excesivo; la fauna de los manglares ayuda a controlar las poblaciones
de mosquitos que transmiten enfermedades graves como la malaria, el paludismo
o el dengue; favorecen la carga y recarga del manto freéatico; favorecen la regulacion
microclimatica del area; y se consideran areas de amortiguamiento ante los efectos
de ciclones, huracanes y tormentas tropicales (CONABIO, 2011; Flores y col., 2011;
Lopez y col., 2012).
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Sitios de manglar con relevancia biolégica y con necesidades de rehabilitacion ecologica

Mandinga, Veracruz.
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Figura 3. Distribucion de manglar en la Laguna de Mandinga, CONABIO (Lara y

col., 2009).

4.5 Problematica ambiental de la Laguna de Mand

inga

El entorno natural revela y permite comprender tanto el pasado como el presente

de los procesos ecoldgicos, econémicos, sociales y politicos que se desarrollan

dentro y fuera de este (solo cuando se delimita el sistema). Ya que no son espacios

separados o protegidos, sino por el contrario, el ambiente es el sostén de la

existencia de la diversidad bidtica (donde los humanos estamos incluidos) y abi6tica

del planeta; es la base de una amplia gama de recursos materiales, y a la vez, es el

reflejo del actuar social.
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Como se mencion0 anteriormente, las lagunas costeras son ecosistemas complejos
donde interaccionan y convergen heterogéneos sistemas naturales y sociales, en
multiples dinamicas y procesos; por lo cual ofrecen abundantes y plurales servicios
ecosistémicos; lo que implica que usualmente estos ecosistemas estén sujetos a

diversos impactos antropogénicos negativos.

Como es sabido, los problemas ambientales pueden ser explicados de forma
integral y con un enfoque ecosistémico (red de interacciones) desde 5 esferas:
ambiental o ecoldgico, socio-cultural, salud publica, ingenieria y politico-econémico
(Batterman y col., 2009). Con la intencién de representar la problematica ambiental
con una perspectiva integral (como un sistema complejo), la figura 4 ha sido

perfilada.

El ecosistema costero “Laguna de Mandinga” se ubica en la zona metropolitana del
Estado de Veracruz, una region con creciente desarrollo urbano y econdémico
(Morales y Damian, 2006; Secretaria de Economia, 2014). En los municipios
alrededor de la laguna se puede percibir el avance de la mancha urbana, el aumento
de areas destinadas para las actividades agropecuarias (potreros, cultivos de
naranja y vainilla, procesadoras de citricos, ingenios azucareros, beneficios de café,
tenerias, invasion de especies exoéticas como los pastos “mejorados”, rellenos, etc.),
las actividades industriales (petrolera, mineras, quimica, metallrgica, maderera,
etc.), y la creacion de infraestructuras (transporte, energéticas, hidraulicas,
telecomunicaciones y edificacion). Por mencionar algunos ejemplos, en los dltimos
afos, en el municipio de Alvarado se construyen desarrollos residenciales y se
operan unidades de manejo forestal (Comisién Nacional Forestal, 2009). Por otro
lado, por la cercania que tiene Boca del Rio con el Puerto de Veracruz, se han
desarrollado corredores industriales y turisticos, ademas de centros comerciales en

la zona (Del Angel y Villagémez, 2014).

Para lograr el creciente desarrollo urbano y economico en la zona, el ambiente

natural ha sido sometido a una fuerte presion antropogénica, el proceso de
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transformacion socioambiental es claramente evidente. Los graves problemas que
existen en Mandinga se deben mayormente al uso intensivo que la poblacion
humana ha hecho del ecosistema y su area de influencia, esto ha puesto en riesgo
el funcionamiento ecoldgico del ecosistema (servicios de soporte, los cuales son la
base para la generacion de los demas servicios ecosistémicos), trayendo como
consecuencia la reduccién de las poblaciones de especies, la disminucion de
productos pesqueros, la contaminacion de los rios, la deforestacion de la zona, el
azolvamiento de la laguna, etc. (Agencia Imagen del Golfo, 2013; Formatosiete,
2018; Gruposiete, 2013). Todo esto aunado al ineficiente tratamiento del agua en
plantas de tramiento de agua residual, las deficientes politicas de desarrollo
gubernamental, la falta de respeto a las leyes (habitantes y sector econémico) y la
disminucién de la inversion publica para proyectos de mantenimiento, saneacion,
construccion y rehabilitacion de la estructura hidraulica (Diario de Xalapa, 2018;
Jornada Veracruz, 2013; Veracruz en red, 2007); ponen en riesgo la integridad
ecoldgica del ecosistema y por lo tanto, la provision de los servicios ecosistémicos
de los que la sociedad se ve beneficiado (Landers y Nahlik, 2013). Entre los
principales impactos ambientales de Mandinga, aquellos registrados vy

documentados se describen a continuacion:

La deforestacion de bosques tropicales y el agotamiento de especies
vegetales y forestales: La madera de manglar en general es utilizada para el
sector agropecuario y como materiales para la construccion de herramientas,
viviendas, infraestructura turistica y para la obtencion de carbo6n; el desmonte y
despalme del suelo para la modificacion de la estructura y microbiologia de la
cobertura vegetal para el desarrollo de actividades agricolas o ganaderas, la
construccion de caminos o de asentamientos humanos (urbanos e industriales). En
consecuencia, disminuye la calidad del agua, incrementa la vulnerabilidad a las
inundaciones, huracanes, plagas y transmision de enfermedades entre otros
(Casas, 2017; CEMDA, 2012; CONABIO, 2011; Flores y col., 2011; Lara y col.,
2009; Paniaguay col., 2018).
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La modificacion del flujo y funcionamiento de los recursos hidricos
superficiales y subterraneos: los rios son utilizados como vertederos o0 como
sistemas reguladores de las condiciones fisicoquimicas de las descargas residuales
(domésticas, industriales, agricultura y ganaderia), a través de todo su recorrido
hasta llegar a la laguna costera, donde, después de la accién del viento y el oleaje,
parte de esta carga de nutrientes y sustancias quimicas finalmente se incorpora al
mar. Como resultado la carga microbiana, nutrientes, sustancias téxicas y
sedimentos; aumentan las enfermedades (alteraciones genéticas, efectos
enddcrinos, dafios o disminucion de las funciones de Organos o sistemas) y la
mortalidad de especies; se pierde la diversidad de habitats y especies; crece la
produccién de fitoplancton y las floraciones monoespecificas, por lo que, las
condiciones anoxicas y de eutrofizacidon se hacen presentes (Cervantes, 1997;
CONABIO, 2011; Farias, 1991; Guzman y col., 2009; Lara y col., 2009; Lo6pez,
Tinoco, Pérez y Velasco, 1992; Lépez y col., 2011; Lépez y col., 2012; Paniagua y
col., 2018).

Las expansivas actividades economicas de la regién: Se centran en las
actividades petroquimicas, agricolas, la pesca, la ganaderia, la mineria, y
recientemente la acuicultura. El desempefo de actividades agricolas y ganaderas,
fomentan altas concentraciones y acumulacion de nutrientes, antibioticos y
hormonas (contaminacion orgénica, bacteriolégica y quimica) en todos los
reservorios terrestres: agua, suelo y atmésfera. La industria petrolera, en cuanto a
la exploracion, descargas y derrames accidentales de hidrocarburos; y la
interrupcion de flujos hidrolégicos por el desarrollo de infraestructura (ductos,
presas, transporte), amenaza la diversidad de especies e incrementa la
concentracion de contaminantes quimicos no biodegradables. En los desarrollos
industriales el problema se centra en el insuficiente o ineficiente tratamiento y
saneamiento de los residuos y las descargas (falta de control, inapropiada
operacion, y falta de mantenimiento de las plantas de tratamiento de aguas
residuales) (Guzman y col., 2009; Lopez y col., 2012; CONABIO, 2011; Olguin,
Hernandez y Sanchez-Galvan, 2007; Paniagua y col.,, 2018; Secretaria de
Economia, 2014).
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Trabajos de limpiezay dragado en la Laguna: En mayo de 1979 se iniciaron los
primeros trabajos de dragado de la laguna, consistiendo principalmente en la tala
de manglar, para la construccion de nuevos canales e incremento de la profundidad
de los ya existentes; y la destruccion de las grandes praderas de Ruppia maritima
Linnaeus, que ademas eran zonas de proteccion y crianza de varias especies, tanto
bentdnicas como nectonicas. Este tipo de acciones trajeron como consecuencia
cambios hidroldgicos y ecologicos en la comunidad de especies de la laguna. Se
observaron sustituciones de desplazamientos en la dominancia de las especies; la
produccion plancténica media anual disminuyo; incremento la salinidad y disminuyo
el oxigeno disuelto; y los sedimentos por su naturaleza fueron resuspendidos en el
cuerpo de agua (reincorporacion de compuestos toxicos y xenobiéticos). Es
importante considerar que cuando los suelos de manglares son drenados,
removidos o dragados, los depdsitos de azufre (en forma de pirita) son liberados y,
por tanto, oxidados a acido sulfarico, causando mayor acidez en el medio (Cruz,
Rocha y De la Cruz, 1980; De la cruz, 1985; Lara y col., 2009; Olguin, Hernandez y
Sanchez-Galvan, 2007).
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Figura 4. Problematica Ambiental en el ecosistema “Laguna de Mandinga”

(Elaboracion propia, 2018)
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Algunos autores sugieren que evaluar la concentracién de contaminantes en la biota
es un mejor indicador del impacto ambiental, ya que los organismos incorporan los
contaminantes en su metabolismo o en sus 6érganos. Estudios realizados en la
Laguna de Mandinga revelan la presencia de diferentes patégenos en productos
acuicolas del sistema lagunar, los cuales pueden estar asociados a la transmisién
de bacterias patdégenas y representan un riesgo potencial de enfermedades
gastrointestinales. Reyes y col., (2010) determinaron las concentraciones de Vibrio
parahaemolyticus y V. alginolyticus en ostras Crassostrea virginica en la Laguna de
Mandinga a través de una caracterizacion bioquimica de las colonias encontradas,
cuyos valores fueron de 3 a 150 NMP/g (nimero mas probable/gramo). Lépez y col.,

(2015) evaluaron la densidad estacional de Vibrio cholerae (non-O1/non-0139
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ompW y patdgenos ctxA y chxA) en ostras americanas (Crassostrea virginica) de la
Laguna de Mandinga, las densidades medias mas altas de V. cholerae non-Ol1/non-
0139 ompWp / chxAp fueron observadas durante el verano (11.53/2.29 MPN/g) y
otofio (97.76/5.19MPN/qg), esta variacion estacional indica que los patdégenos fueron
distribuidos de manera desigual durante el ciclo anual y que tuvieron una rapida

rotacion en la poblacion.

Por otro lado, el estudio de Merino y col. (2002) evidencié el hermafroditismo
protandrico en los peces “Centropomus parallelus” mediante el analisis histolégico
realizado a 281 especimenes, siendo el primer reporte de hermafroditismo en el
género Centropomus en México. Asimismo, Guzman y col., (2009) determinaron
concentraciones de metales pesados (Cr, Cd y Pb) en agua, suelo y tejido de ostras
de Crassostrea virginica frescas y desintoxicadas. El estudio reporto la presencia
de los metales en agua y sedimentos, aunque sus concentraciones estaban dentro
de los limites legales mexicanos; sin embargo, los niveles de metales detectados
en las ostras excedieron los limites maximos permisibles para Cd y Pb, y las ostras
no pudieron eliminar las concentraciones de los metales bioacumulados durante la
etapa de desintoxicacion. El 47% de las ostras presentaron lesiones

histopatoldgicas relacionadas con concentraciones de metales pesados.

Respecto a la contaminacion por plaguicidas, Aragon y col. (2017), reportaron la
presencia de lindano y endolsufan en ostras de los bancos ostricolas de la Laguna
de Mandinga en concentraciones de hasta 8.69 = 5.15 ng/g y de 24.68 + 1.20 ng/g
respectivamente. Asimismo, Lango y col. (2013) realizaron andlisis en diferentes
organismos bentdnicos de 6 lagunas ubicadas a lo largo del Golfo de México, entre
los hallazgos reportados, las concentraciones promedio mas altas de pesticidas
organoclorados (por ejemplo, delta-hexaclorociclohexano (delta-HCH), con una
concentracion promedio de 1466.65 + 8.29 ng/g), fueron las obtenidas de las
muestras de ostras recolectadas de la Laguna de Mandinga, evidenciando asi un

problema de contaminacién y riesgo para la salud publica.
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La evaluacion en sedimentos de las lagunas sugiere que las actividades
antropogénicas tienen amplia influencia sobre los sistemas costeros y es una de las
principales causas de contaminacion de en estos sistemas (Paniagua y col., 2018).
El estudio de Botello y col. (2001) evalué la concentracion, caracterizacion y
distribucion de HAPs en sedimentos de diferentes lagunas costeras del estado de
Veracruz, entre ellas la Laguna de Mandinga con 10 estaciones de mediciones, los
HAPs mas relevantes en orden decreciente fueron: criseno, benzo(b)fluoranteno,
benzo(a)pireno, indeno(1,2,3-c,d)pireno y benzo(a)antraceno (mayor presencia de
HAPs con 2, 4 y 5 anillos bencénicos). Cabe sefalar que el benzo(a)pireno es un
potente mutageno y carcinégeno, esta considerado como un problema de salud
publica debido a sus posibles efectos en los trabajadores industriales, como
contaminante ambiental y como componente del tabaco. Mandinga fue la laguna
con mayor HAPs de todas las evaluadas con concentraciones de 2.2 a 18.2 ug/g,
en su mayoria de origen pirogénico y petrogénicos, provenientes de los efluentes
que cruzan zonas industriales, derrames de gasolina y crudo de los botes utilizados

para el turismo y la pesca, la quema de vegetacion y el transporte atmosférico.

Estos hallazgos proporcionan importante evidencia sobre la necesidad de realizar
estudios profundos e integrales, que evallen los posibles efectos ligados a los
cambios en el ambiente y sus servicios ecosistémicos, antes de que cualquier
tecnologia, innovacioén, practica o actividad que pretenda modificar el ambiente sea
autorizada. La implementacion de proyectos o el desarrollo econémico debe estar
fundamentado en el bienestar social y ecolédgico, y no sobre bases débiles que
busquen Unicamente satisfacer necesidades de la sociedad moderna, que sigue un
modelo de desmesurado consumo y continua competitividad por el acceso y
posesion de los bienes de la naturaleza, que acarrean en la mayoria de los casos

dafios irreparables a los ecosistemas (Leff, 2000).

Debido a la presencia de HAPs y otros contaminantes determinados en los estudios
mencionados se considera importante monitorear y evaluar los cambios en el
ecosistema, para asi implementar medidas preventivas y correctivas que permitan

mejorar la calidad del agua de la Laguna de Mandinga, rehabilitar el ecosistema y
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asi proteger la salud de los consumidores de los productos cultivados en la laguna.
Por lo cual ofrecer alternativas sustentables para el tratamiento de contaminantes
organicos persistentes, especificamente los hidrocarburos policiclicos aromaticos,
por el evidente riesgo ecoldgico para los organismos acuaticos y terrestres
presentes en el sistema lagunar Mandinga resulta valioso, ya que estos ademas de
ser un riesgo para la salud de los pobladores de manera directa o por consumo de
especies, afectan las actividades socioeconémicas como la pescay el turismo.

Como parte de la solucion, es necesario abordar de manera multi e interdisciplinaria
la problemética ambiental de la Laguna de Mandinga. Esta investigacion auxilia en
la basqueda de tratamientos sustentables, los cuales consideran las oportunidades
y los retos del uso de tecnologias de tratamiento, por lo que es necesaria y parte

importante en la solucion del problema ambiental de la Laguna de Mandinga.

4.6 Contaminantes Orgéanicos Persistentes.

Los contaminantes orgénicos persistentes (COPs) son compuestos que, por sus
caracteristicas fisico quimicas, resisten en grado variable la degradacién
fotoquimica, quimica y bioldgica, lo que causa que su vida media en el ambiente
sea larga. Aunque existen COPs de origen natural, la gran mayoria son compuestos
xenobidticos (SEMARNAT, 2016; UNEP-ONU?P, 2008). Sus principales caracteris-

ticas son:

a) Persistentes: son muy estables, a los distintos tipos de degradacion posibles, lo
gue supone una larga vida de los mismos en el medio. Por ejemplo, el Mirex persiste
durante 600 afios en el suelo, el Hexclorobenceno por mas de 100 afios en el agua
(ATSDR, 2016; Weinberg, 2009).

b) Bioacumulables: son contaminantes quimicos que se disuelven facilmente en las
grasas (lipofilicos) por lo que se acumulan en los tejidos corporales de los
organismos vivos a concentraciones mucho mas altas que las del medio ambiente
circundante, y se incorporan en sus cadenas alimentarias, provocando

consecuencias en las especies superiores de la cadena tréfica como los seres
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humanos (Yarto, Gavilan, y Barrera, 2003; Weinberg, 2009).

c) Mdviles: Se desplazan a largas distancias, pueden moverse a grandes distancias
de la fuente de emision y distribuirse ampliamente por el planeta a través del aire,
el agua, o mediante especies migratorias, depositandose especialmente en las
regiones mas frias de la Tierra. Debido a esto pueden causar contaminacion
peligrosa en lugares muy lejanos de aquellos en donde la sustancia quimica entro
originalmente al medio ambiente, se han identificado COPs en todos los
compartimientos ambientales, aire, agua, sedimentos, y suelo de diversas regiones
del mundo, incluyendo aquellas como los océanos, los desiertos y las zonas polares,
remotas al sitio original de su liberacion (Cortinas, 2003; Weinberg, 2009).

d) Toxicos: Tienen el potencial para causar efectos negativos, los COPs son
contaminantes quimicos con el potencial para causar dafios a la salud humana y/o
a los ecosistemas, entre los dafios que ocasionan a los diferentes seres vivos se
encuentran alteraciones del sistema endocrino, trastornos congénitos, dafio del
sistema inmunologico y respiratorio, alteraciones dermatoldgicas, perdida de
fertilidad, deformaciones, desordenes de indole sexual, periodos de lactaciéon
humana mas cortos, ademas de ser potencialmente carcindbgenos (SEMARNAT,
2016; Yarto, Gavilan, y Barrera, 2003; Weinberg, 2009).

Muchos COPs han sido importantes durante este siglo en diversos procesos
industriales, la agricultura y para el control de enfermedades endémicas, pero
también son productos indeseables de reacciones que ocurren a altas
temperaturas, ya sea durante procesos industriales, en incineradores, o a causa de
incendios o accidentes industriales. Ya sea de forma planeada o involuntaria
estamos introduciendo continuamente nuevos productos quimicos en el ambiente
sin una nocion clara de sus efectos futuros. Y entre las decenas de miles de
productos quimicos que estan en circulacion, solo se han estudiado los efectos
ambientales y en la salud de unos pocos. Por consiguiente, nadie sabe exactamente
cuantos COPs existen y mas all4 de su numero estan sus efectos a la salud y los
impactos ambientales a largo plazo que se desconocen, ademas de la falta de
entendimiento de la interaccion sinérgica que producen la exposicion de los COPs

con otros productos quimicos.
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En mayo del 2001, los gobiernos adoptaron un tratado mundial llamado Convenio
de Estocolmo sobre Contaminantes Organicos Persistentes, con el fin de proteger
la salud humana y el medio ambiente de los efectos de los COPs. El Convenio es
el primer tratado mundial legalmente vinculante que exige que los gobiernos
controlen, con la meta de eliminarlos, una clase de productos quimicos que causa
contaminacion toxica. El convenio establecié una primera lista con las doce
sustancias quimicas que cumplian con las caracteristicas COPs y durante los afios
siguientes se han llevado a cabo Conferencias de las Partes del Convenio de
Estocolmo sobre COPs, donde han surgido otros productos quimicos nominados
para su incorporacion al Convenio debido a sus caracteristicas. Estos productos
guimicos estan controlados por el Convenio y estan incluidos en uno o mas de los
siguientes tres anexos del Convenio (UNEP-ONU2P, 2008):

e Anexo A: Prohibir la produccion y uso de los productos incluidos en la lista.

e Anexo B: Sobre restricciones y prohibicion, utilizacion exclusiva para los fines
permitidos con el Convenio y cumpliendo ciertas condiciones (Control de
vectores de enfermedades, recomendaciones de la OMS, de forma segura
y efectiva a nivel local, y cuando no haya alternativas asequibles
disponibles).

e Anexo C: Produccién no intencionada, minimizacién continua y cuando sea

posible su eliminacién final.

4.7 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos.

Ademas de los compuestos incorporados a la lista de sustancias controladas por el
Convenio, existen otros compuestos no considerados en él, que presentan
caracteristicas de toxicidad, movilidad, bioacomulacién y persistencia, similares a
los del Convenio de Estocolmo. Entre ellos los Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (HAPSs), los cuales son compuestos organicos que consisten en dos o
mas anillos aromaticos (los anillos pueden estar en forma recta, angulados o
racimados) y / o moléculas pentaciclicas que estan dispuestos en diversas

configuraciones quimicas (Mastandrea y col., 2005; Acevedo y col., 2010). Se
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presentan como sélidos incoloros, blanco / amarillo palido con baja solubilidad en

agua, altos puntos de fusion y de ebullicién, y baja presion de vapor (Kadri y col.,

2016). Estos compuestos se forman principalmente por la combustién incompleta o

la pirolisis de material organico (carbdn, aceites, madera, residuos domeésticos,

combustibles, etc.) (Thiele y Brummer 2002; Cram y col., 2004); y 16 de ellos son

denominados “contaminantes prioritarios” (Tabla 2) por la Agencia de Proteccion

Ambiental de los Estados Unidos debido a su amplia distribucion en el ambiente y

por sus propiedades mutagénicas, carcinogénicas y teratogénicas (Penning, 2014;
Mastandrea y col., 2005; Morrillo y col., 2008; Seny Field, 2013; Zhang y col., 2006).

Tabla 2. Hidrocarburos aromaticos policiclicos denominados contaminantes

prioritarios por la EPA (Pubchem, 2017).

RIESGOS A LA SALUD

Naftaleno

USOS
Utilizado  para  fabricar
anhidrido ftdlico, pero

también se usa en
repelentes de polillas,
insecticidas carbamatos,
agentes  tensoactivos vy
resinas, como colorante
intermedio, como agente
bronceador sintético, como
repelente de polillas y en
productos guimicos
organicos diversos. Esta
presente en muchos aceites
esenciales.

La exposicion a naftaleno se
asocia con anemia hemolitica,
dafio al higado y al sistema
neurolégico, cataratas y
hemorragia retiniana. Se prevé
razonablemente que el naftaleno
es un carcinbgeno humano vy
puede estar asociado con un
mayor riesgo de desarrollar cancer
laringeo y colorrectal.

Acenafteno

Derivado del alquitrdn de
hulla y utilizado para fabricar
colorantes, productos
farmacéuticos, insecticidas,
fungicidas y plasticos.

Puede irritar la piel y las
membranas mucosas. Emite humo
acre y humos irritantes cuando se
calienta hasta la descomposicion.

Continta en la siguiente pagina

44



s

Acenaftileno

3

Fluoreno

5

Fenantreno

Antraceno

&

Pireno

Usado en la sintesis de
colorantes, insecticidas,
fungicidas y en la produccion
de plasticos.

Componente del petrdleo.

Es el segundo constituyente
de alquitran de hulla mas
abundante junto a naftaleno.
La destilacion de alquitran de
hulla concentra fenantreno
en la fraccibn de aceite de
antraceno.

Se utiliza principalmente
como producto intermedio en
la produccién de tintes,
pantallas de humo,
contracristales de centelleo,
en la investigacion de
semiconductores organicos y
en la produccibn de
Insecticida, acaricida,
herbicida, rodenticida.

Presente en el alquitran
mineral, el humo del tabaco,

colorantes sintéticos,
productos de cuidado
automotriz, lavanderia vy
lavavajillas, cuidado
personal, tratamiento de

agua, productos derivados
del petréleo.

Continta en la siguiente pagina

Toxicidad oral aguda, irritacién
cutanea y ocular severa,
provoca dafios en los 6rganos
tras exposiciones prolongadas
0 repetidas, carcindgeno
ocupacional potencial.

Causa irritacion en piel, ojos y
en vias respiratorias, muy
toxico para los organismos
acuéticos, con efectos nocivos
duraderos.

Causa irritacion en piel, ojos y
en vias respiratorias, muy
toxico para los organismos
acuéticos, con efectos nocivos
duraderos.

Carcindgeno ocupacional
potencial, provoca irritacion de
0jos, nariz, tracto y piel. Causa
dafio en el ADN de diferentes
organismos.

Causa irritacion en piel, ojos y
en vias respiratorias, muy
toxico para los organismos
acuéticos, con efectos nocivos
duraderos.
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Fluoranteno

g

Benzo(a)antraceno

:

Criseno

Benzo(b)fluoranteno

El fluoranteno es un
componente del alquitran de
hulla y del asfalto derivado
del petréleo. Se puede
producir por pirélisis a alta
temperatura de materias
primas organicas como el
carbon y el petréleo.

Se encuentra principalmente
en gases de escape de
gasolina y diésel, tabaco y
humo de cigarrillos, alquitran
de hulla y alquitran de hulla,
emisiones de carbon,
alimentos a base de carbdn,
aminoacidos, acidos grasos
y productos de pirélisis de
carbohidratos, humo de
hollin y madera, y creosota,
asfalto y aceites minerales.

Utilizado para fabricar otros
productos quimicos.

Se encuentra principalmente
en gases de escape de
gasolina, tabaco y cigarrillos,
alquitran de hulla, hollin,
aminoacidos y productos de
pirélisis de &cidos grasos.

Continta en la siguiente pagina

Propiedades toxicologicas por
todas las rutas (inhalacion,
ingestion, contacto dérmico),
los efectos de la exposicion
pueden incluir guemaduras por
contacto en la piel y los ojos,
nauseas, taquicardia, arritmias

cardiacas, dafio hepatico,
edema pulmonar y paro
respiratorio, carcinégeno
ocupacional.

Razonablemente  anticipado
para ser un carcinégeno
humano, se sospecha que
causa defectos genéticos
(mutagenicidad de células
germinales), muy tdéxico para
los organismos acuaticos, con
efectos nocivos duraderos.

El peligro principal es la

amenaza para el medio
ambiente. Deben tomarse
medidas inmediatas para

limitar la propagacién al medio
ambiente. Toxico por ingestion.

Esta clasificado como posible
carcinogénico en humanos,
muy toxico para los organismos
acuaticos, con efectos nocivos
duraderos, estudios en
animales han demostrado
causar cancer y tumores en la
piel.
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Benzo(k)fluoranteno

vase

Benzo(a)pireno

@,

Perileno

&

Dibenzo(a,c) antraceno

Se encuentra principalmente
en gases de escape de
gasolina, tabaco y cigarrillos,
alquitran de hulla, hollin,
aminoacidos y productos de
pirélisis de acidos grasos.

Adhesivos, productos
guimicos sellantes,
combustibles y aditivos de
combustibles.

Se utiliza como sonda de
lipidos fluorescentes en la
citometria de las membranas
y en la fabricacion de
semiconductores organicos.
Se haidentificado en el humo
de cigarrillo, las emisiones de
la quema de carbén, los
aceites de motor nuevos y
usados Yy las gasolinas.

Utilizado para fabricar otros
productos quimicos.

Esta clasificado como posible
carcinogénico en humanos,
muy téxico para los organismos
acuaticos, con efectos nocivos
duraderos, estudios en
animales han demostrado
causar cancer y tumores en la
piel.

Es un potente mutageno y
carcindgeno. Es un problema
de salud publica debido a sus
posibles efectos en los
trabajadores industriales, como
contaminante  ambiental vy
como componente del tabaco.

La exposicién puede ocurrir por
inhalacion, la ingestion de
alimentos y agua potable, y el
contacto dérmico. Mutagénico,
tiene propiedades
bioacomulativas potencial.

Toxico en caso de ingestion,
contacto con la piel o
inhalacion, carcinogénico,
mutagénico, toxico para los
organismos acuaticos, con
efectos nocivos duraderos,
contaminante téxico del aire.
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Los HAPs, han estado presentes en el medioambiente desde los inicios de la vida
del hombre, ya que ademas son compuestos naturales. Sin embargo, las
actividades industriales intensas han provocado un aumento importante de la
cantidad de HAPs en los compartimientos ambientales. Los HAPs emitidos al
ambiente por diversas actividades antropogénicas pueden estar presentes en la
atmosfera en fase gaseosa o0 asociados a particulas, su bajo peso molecular
favorece a que las corrientes de aire faciliten su dispersion a grandes distancias,

depositandolos asi en aguas y suelos alejados de la fuente que los origind.

Los HAPs se clasifican segun su origen en: biogénicos, pirogénicos y petrogénicos.
Usualmente los HAPs con menos de 6 anillos arométicos se consideran pequefios
(mayormente biogénicos y pirogénicos) y cuando son mayores a este niumero de
anillos son llamados grandes (comunmente petrogénicos) (Haritash y Kaushik,
2009). Los HAPs biogénicos son producto de procesos metabdlicos de organismos
microscopicos, entre estos los de las termitas, los cuales han evidenciado que
aportan naftaleno al suelo (Wilcke y col., 2005). Los HAPs pirogénicos son producto
de la combustion incompleta de todo material organico, incluyendo: hidrocarburos y
carbon mineral. Actualmente, la combustion de materiales organicos (quema
agricola o de biomasa, incineracion de residuos, centrales termoeléctricas, practicas
domésticas de cocina, procesamiento de alimentos, escapes de automoviles de
combustion interna, etc.), se reconoce como la principal fuente de HAPs en los
diferentes compartimientos ambientales, esto como consecuencia del transporte
atmosférico a larga distancia que pueden tener estos contaminantes antes de su
deposicion atmosférica (Thiele y Brummer 2002; Cram y col., 2004; Sudip, Singh, y
Jain, 2002). Los HAPs petrogénicos son derivados del petrdleo, sus principales
compuestos incluyen homologos alquilados (con radicales) y no sustituidos
(compuestos padres) de naftalenos, fluorenos, fenantrenos, dibenzotiofenos y

crisenos (Johnsen y Karlson 2007).

En las refinerias de petrdleo, mediante diversos procesos el petrdleo crudo se
convierte en diferentes productos tales como éter de petréleo, combustible para

aviones, gasolina, combustible diesel, combustible para calefaccién, queroseno,
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asfalto, aceite lubricante, ceras y gas licuado de petroleo (GLP), etc. Estos procesos
de refinamiento causan la liberacion de diferentes contaminantes en el ambiente,
entre ellos los HAPs (Varjani, Gnansounou, y Pandey, 2017). Siendo un pais
dependiente del petréleo y sus derivados para la gran mayoria de sus actividades
productivas, la contaminaciéon por HAPs es un asunto prioritario por atender
(Olivares, Salazar, Najera, Godinez, y Vega, 2018; A. C. F. Ruiz y col., 2016;
Salazar, Schifter, y Gonzéalez, 2010; Schifter, Gonzalez, Salazar, Sanchez, y
Gonzalez, 2015). En la tabla 3, se muestra como la contaminacion por estos
compuestos se encuentra presente tanto en zonas de extraccion y refinerias
petroquimicas, como en sitios remotos a las zonas petroleras, como puede
observarse, y debido a las propiedades fisicoquimicas de los HAPs, el
compartimiento mas afectado son los sedimentos donde son adsorbidos
fuertemente. En menor proporcion, y a pesar de la poca solubilidad de los HAPs, el
agua superficial también ha sido impactada por estos compuestos (Rio Gonzélez,
Tabasco; Estero Urias, Sinaloa; Lago Tecocomulco, Hidalgo; Cenotes, Quinta Roo).
Particularmente, resalta el hecho de que sitios rurales y turisticos ajenos a la
actividad petrolera han sido diagnosticados con contaminacion por HAPs (Ruiz-
Fernandez y col., 2014; Piazza y col., 2009; Romo y col., 2010; Botello y col., 2015;
Medina y col., 2014).

Tabla 3. Sitios contaminados por HAPs en México.

Ruiz-
Lago de Santa Fernandez y
Elenay El Tule, Zona Rural Suelo 24 -139 ng/g col. 2014
Jalisco h
Ruiz-
Lago de Santa ) Fernandez y
Elenay El Tule, Zona Rural Sedimentos 50 - 853 ng/g col.. 2014
Jalisco h
Lago Espejo de los Piazza y col
Lirios, Estado de Zona Urbana Sedimentos 122 nglg 2009 i
México
Laguna Las Matas R
9 Y ' Humedal Sedimentos 259 -1 176 ng/g Fernandez y
eracruz col., 2012
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Lago de Chalco,
Valle de México
Lago de Texcoco,
Valle de México

Rio Coatzacoalcos,
Veracruz

La Ventosa,
Oaxaca

Terminal Dos
bocas y Rio
Gonzalez, Tabasco
Estero Urias,
Sinaloa
Estero Urias,
Sinaloa
Rio Lerma,
Guanajuato
Lago Tecocomulco,
Hidalgo

Golfo de México

Cenotes, Quintana
Roo
Sonora, Sinaloa,
Oaxaca y Veracruz

Sonora, Sinaloa,
Nayarit y Jalisco

Veracruz

Zona urbana,
Vertedero

Zona Urbana

Zona
Petroquimica

Zona
Petroquimica

Puerto Petrolero

Zona Urbana
Zona Urbana

Zona Industrial

Zona Rural y
Zona Urbana
Plataforma
continental

Zona Turistica

Zonas Costeras

Lagunas
Costeras y
Bahia natural
Lagunas
Costeras

Sedimentos

Sedimentos

Sedimentos

Sedimentos

Agua

Agua
Sedimentos
Sedimentos

Agua
Sedimentos

Agua

Sedimentos

Tejido de
Ostras de
Manglar

Sedimentos

287 ngl/g

95 ng/g

6 - 84 ng/g

22 - 6 850 ug’kg

35.48 -164.24 pg/L

9 -347 ng/L

27 - 418 ng/g

2935 - 28 430
ug/kg

1.5-2.4 mg/L
0.01 - 0.070 pg/g
0.53 - 9.67 mg/L

14.9 - 287 ng/g

120 - 3520 ng/g

1.1-18.2 ug/g

Piazza y col.,
2008
Piazzay col.,
2008
Ruiz-
Fernandez y
col., 2016

Salazar,
Schifter y
Gonzalez, 2010

Schifter y col.,
2015

Jaward y col.,
2012
Jaward y col.,
2012
Brito y Col.,
2015
Romo y Col.,
2010
Botello y Col.,
2015
Medina y col.,
2014
Piazza y col.,
2008

Péez y col.,
2002

Botello, Calva,
y Ponce, 2001

Entre los numerosos dafios a la salud por HAPs reportados, diferentes articulos

sugieren que existe una significante relacion entre la presencia de refinerias de

petréleo y el incremento de efectos adversos a la salud en trabajadores y personas

que viven en areas cercanas a estas industrias, particularmente enfermedades

respiratorias y cancer (Calderon, 1993; Ewa y Danuta, 2017; Montafio y Garza,
2014; Pruneda y col., 2016; Sanchez y col., 2012; Schifter y col., 2015). Sin

embargo, un amplio nimero de estudios realizados en México han demostrado que

no solo la exposicion ocupacional debido a la industria petroguimica se ve

relacionada con los dafios a la salud causados por los HAPs, por ejemplo, la

exposicion a los HAPs producidos en la produccién de aluminio y cobre ha sido

relacionada con dafios en el ADN de nifios de diferentes areas del pais (Jasso, Diaz,
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Yanez, Pérez, y Pérez, 2015); la contaminacion del aire por HAPs en zonas urbanas
por el intenso trafico vehicular, fue ligada a la formacion de aductos de ADN
(Barradas y col., 2017; Garcia y col., 2011); la exposicion a humos por la quema de
material organico para diferentes fines, principalmente para la coccion de alimentos,
estd asociado a disfunciones o enfermedades cardiovascular y metabdlicas
causadas por HAPs (Ochoa, Ruiz, Almendarez, Orta, y Pérez, 2017; Ruiz y col.,
2015); y la ingesta de alimentos contaminados por HAPs (pescados, mariscos,
leche, agua, etc.), la cual es una de las principales rutas de exposicion (Balcioglu,
2016; Gutiérrez, Vega, Ortiz, Pérez, y Schettino, 2015; Santonicola y col., 2017;
Sarma, Blais, y Chan, 2017; Vega y col., 2011; Zelinkova y Wenzl, 2015) esta
relacionada con la formacion de aductos de ADN y el aumento del riesgo de cancer
(Nasher, Heng, Zakaria, y Surif, 2016; Penning, 2014; Sushmita y Field, 2013). Por
otro lado, estudios en otros paises sugieren que la exposicién prenatal a altas
concentraciones de HAPs aéreos afecta el desarrollo cognitivo en nifios menores
de 5 afios con implicaciones potenciales para el desempeiio escolar (Perera y col.,
2006; Edwards y col., 2010). Asimismo, Sarma y col. (2017), demostraron dafio

celular neuronal inducido por HAPs en células humanas.

En el medio acuatico, diferentes organismos han sido utilizados como modelos
experimentales para estudiar los efectos toxicolégicos de los HAPs y como
biomonitores para evaluar su impacto en el ambiente y la biota. Utilizando pez cebra
“Danio rerio” como sistema modelo, ensayos in vivo demostraron que estos
organismos al ser expuestos a diferentes HAPs disminuian su capacidad
respiratoria, aumentando la respiracion no mitocondrial y disminuyendo la
respiracion mitocondrial (Raftery, Jayasundara, y Di Giulio, 2017). Otro estudio que
tuvo por objetivo evaluar el efecto de exposicion a Benzo[a]Pireno (B[a]P) en la
herencia transgeneracional, evalué 3 generaciones de pez cebra, la exposicion
durante el desarrollo dio lugar a una disminucién de los niveles globales de
metilacion del ADN y en general redujo la expresién del ADN Metiltransferasa,
evidenciando asi, que la exposicion a B[a]P durante el desarrollo dio como resultado
la herencia transgeneracional de deficiencias neuroconductuales y fisioldgicas

(Knechty col., 2017). El estudio de Gao y col. (2015), tuvo como objetivo determinar
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si la exposicion cronica a dosis bajas de B[a]P causaria sindromes similares a
enfermedades neurodegenerativas en el pez cebra, los efectos observados de la
exposicion fueron la disminucion de la relacién entre el peso del cerebro y el peso
corporal, la actividad locomotora y la capacidad cognitiva; indujo la pérdida de
neuronas dopaminérgicas; y dio lugar a la neurodegeneracion. Ademas, se encontro
una apoptosis de células obvias en el cerebro, por lo que estos hallazgos sugieren
que la exposicion crénica a dosis bajas de B[a]P podria causar las caracteristicas
de comportamiento, neuropatolégicas, neuroquimicas Yy genéticas de las
enfermedades neurodegenerativas. De forma similar, para evaluar la toxicidad del
B[a]P en el desarrollo, embriones de pez cebra fueron expuestos a B[a]P y utilizando
el sistema Zebrabox de Viewpoint se evalu6 la respuesta fotomotora de larvas,
obteniendo como resultado un fenotipo de respuesta fotomotora hiperactivo;
ademas, para determinar si la exposicion a B[a]P en el desarrollo produciria
deficiencias en el comportamiento, un subgrupo de organismos modelo se llevaron
a la edad adulta, donde se les hizo una prueba de estimulos mediante
“shuttleboxes”, el pez cebra expuesto a B[a]P durante el desarrollo exhibié
disminucién del aprendizaje y de memoria, de este modo los resultados demuestran
que la exposicién a B[a]P durante el desarrollo tiene un impacto adverso en el
comportamiento de las larvas y el aprendizaje en el pez cebra adulto (Knecht,
Truong, Simonich, y Tanguay, 2017). En la investigacion de Huang y col. (2014) se
utilizaron patrones transcripcionales globales para estudiar los efectos
potencialmente toxicos de B[a]P, asi como sus mecanismos toxicolégicos
subyacentes. Los resultados mostraron que el B[a]P podria afectar los procesos de
mantenimiento y fototransduccion de los fotorreceptores, las larvas expuestas
mostraron una disminucién de respuesta a la luz y de densidad celular de la capa
de células ganglionares. Estos resultados sugieren que la exposicién a B[a]P induce
defectos y disfunciones en el desarrollo del sistema visual por la perturbacion de
genes relacionados con el desarrollo de fotorreceptores. Por otro lado, en el estudio
de Pillai y col. (2003), se utilizaron embriones de erizo de mar “Lytechinus anémesis”
como sistema experimental para investigar los mecanismos de toxicidad de diversos
HAPs y la creosota durante el desarrollo embrionario, los datos sugieren que los

HAPs y la creosota afectan el desarrollo axial y los patrones en los embriones de
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erizo de mar al interrumpir la regulacion de la p-catenina, un coactivador

transcripcional crucial de genes diana especificos en la via de sefalizacion Wnt/wg.

En organismos filtradores, como los moluscos bivalvos, los mejillones “Mytilus
galloprovincialis” se han utilizado para monitorear la cinética de bioconcentracion de
los mejillones después de la exposicion de corto plazo a HAPs y a la mezcla de
estos, los resultados toxicol6gicos sugieren que hay un efecto aditivo y sinérgico
cuando los HAPs se encuentran en mezcla, ya que hubo una mayor
bioconcentracion de los HAPs en mezcla, que de los HAPs individuales (Rey,
Martinez, Cid, y Simal, 2017). El estudio de Fabbri y col. (2006), determino la
bioacumulacién de HAPs en mejillones “Mytilus galloprovincialis” trasplantados en
una laguna costera, la concentracion de HAPs aumenté de niveles indetectables en
mejillones de referencia a 60 +1 ng/g peso seco de pireno en los mejillones
trasplantados, los resultados sugieren que existe contaminacién por HAPs
pirogénicos en la laguna costera. Otra investigacion evalu6 la concentracion de
HAPs en tejido de peces y crustaceos silvestres del golfo de Tehuantepec en
México, encontrando concentraciones de hasta 83.5 ng/g peso seco de acenaftileno
en tejido muscular de peces y crustaceos, los resultados obtenidos de la
investigacion pueden utilizarse para establecer una referencia de los niveles de
contaminacion por HAPs en la biota de la zona y considerarse para futuros
biomonitoreos (Rodriguez, Espinosa, y Flores, 2015). Desde otro punto de vista,
macroalgas y pasto marino fueron utilizados como bioindicadores de contaminacién
por HAPs en una laguna costera mexicana, se detectaron los HAPs totales en un
intervalo de <0.01 hasta 16.03 ug/g, siendo los compuestos principales de origen
pirogénicos. Se concluye que el pasto marino acumul6 una mayor concentracion de
HAPs que las macroalgas y que ambas especies pueden ser utilizadas como
bioindicadores utiles para evaluar la contaminacién por HAPs en sistemas costeros
(Calva y Alvarado, 2008).

Conforme a lo anteriormente mencionado, se puede afirmar que los HAPs tienen
efectos graves en los ecosistemas y la salud humana, y debido a su alta persistencia

y distribucion en el ambiente, el amortiguamiento natural (foto-oxidacion, oxidacion

53



quimica y biotransformacién) no es suficiente, por lo que para disminuir los efectos
adversos de estos contaminantes es necesario implementar novedosos
tratamientos. La biocatélisis ambiental es la aplicacion de enzimas o
biocatalizadores para la transformacion de sustancias contaminantes, con el fin de
lograr la reduccion o eliminacion del impacto ambiental de dichas sustancias (Torres
y Albores, 2014). Dada las bondades de la biocatélisis ambiental (las enzimas son
biodegradables y su uso no requiere de equipos especializados ni de consumo
energeético), esta tecnologia sustentable representa una alternativa potencialmente

atractiva para la eliminacion de HAPs en los ecosistemas costeros.

4.8 Estructura legal sobre HAPS.

Los HAPs son uno de los contaminantes organicos mas extendidos en el ambiente,
sus caracteristicas fisicoquimicas los hacen persistentes, méviles, bioacumulables
y téxicos, por lo que representan un riesgo potencial para la salud humana y los
ecosistemas (Balcioglu, 2016; Ewa y Danuta, 2017; Wu y col., 2014). Considerando
que existen multiples fuentes de contaminacion por HAPs en los ecosistemas
costeros y marinos (por ejemplo, contaminacion por derrames de petréleo
procedentes de buques y accidentes de transporte maritimo; contaminacion del aire
por la combustidon de material organico o combustibles y su deposicion atmosférica;
escorrentia terrestre, ya sea por vertidos municipales o de aguas residuales
industriales, etc.) (Hylland, 2006; Lienig, 1980), resolver la problematica en la
Laguna de Mandinga, involucra mdultiples esfuerzos y compromisos tanto de
investigadores, tomadores de decisiones, politicos, economistas, inversionista,
ingenieros, organizaciones no gubernamentales, la comunidad del area de

influencia y mas.

Desde el @mbito politico, en los afios 80°s, dentro de la politica general de ecologia
se consideraba de significativa importancia el aprovechamiento racional y la
prevencion y control de la contaminacion del agua, asi como la proteccion de la flora
y la fauna acuaticas. Por lo que se contaba con dos instrumentos politicos que

precisaban a los HAPs (individuales y totales) dentro de sus parametros y limitaban
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los niveles permisibles de estos contaminantes en el agua (para diversos usos) y en
los ecosistemas acuéticos: los Criterios Ecolégicos de Calidad del Agua CE-CCA-
001/89 (D.O.F. 13 Diciembre 1989); y el Reglamento de Prevencién y Control de la
Contaminacion del Agua (D.O.F. 29 Marzo 1973). Estos instrumentos, con el paso
del tiempo sufrieron cambios y terminaron derogados, aunque, esto no significa que
actualmente no se cuente con un marco legal que busque la proteccion de los
ecosistemas y el control de la contaminacion, evidencia de esto la Norma Oficial
Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996, Limites Maximos Permisibles de
Contaminantes en las descargas de Aguas Residuales en Aguas y Bienes
Nacionales (D. O. F. el 6 de enero de 1997); y los Indicadores de la Calidad del
Agua en México de CONAGUA. Sin embargo, estos instrumentos legales no
consideran dentro de sus parametros a los HAPs, y en mi opinién, son estructuras
politicas demasiado flexibles porque no toman en cuenta contaminantes que
anteriormente si se estimaban (como el caso de los HAPS) y por ignorar a los nuevos
tipos de contaminantes.

Por otro lado, en el sector de hidrocarburos la Norma Oficial Mexicana NOM-016-
CRE-2016-Especificaciones de calidad de los petroliferos, establece el porcentaje
en volumen de hidrocarburos aromaticos y naftalenos permitido en productos como
la gasolina, el diésel y la turbosina con valores de 25 al 35 % vol., y los métodos de
prueba para la verificacion del cumplimiento. Anédlogamente en territorio
internacional, la Unién Europea cuenta con la norma 16143:2013 - Productos
petroliferos. Determinacion del contenido de benzo(a)pireno (BaP) y determinados
hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) en aceites diluyentes, lubricantes y
fracciones de petrdleo [Procedimiento con doble limpieza LC y analisis GC/MS],
donde se considera que se respetan los limites permisibles si el extracto de HAPs

es inferior al 3 % en peso.

Relativo a la calidad del agua destinada al uso y consumo humano, México no
considera a los HAPs dentro de sus parametros de calidad, por el contrario EE.UU.,
la Unién Europea, Canada, Polonia, Noruega y Gales evaltan la concentracion
(ng/L) de 10 HAPs prioritarios (Consejo de la Unidn Europea, 1998; World Health
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Organization, 1998). Y en el caso de los alimentos obedecen a lo mismo, mientras
gue nuestras normas no consideran entre sus criterios de sanidad, inocuidad y
calidad el contenido maximo de HAPs en productos alimenticios, la Unidon Europea,
EE.UU., Canada, China y Brasil si establecen regulaciones para diferentes HAPs
en productos como leche, formulas para lactantes, aceite de oliva, moluscos
bivalvos, vegetales, frutos secos, carne y cereales (Zelinkova y Wenzl, 2015). En
contraste, de acuerdo con la COFEPRIS (2017), en el territorio nacional (Baja
California, Colima, Chiapas, Sinaloa, Sonora y Yucatan) existen empresas
procesadoras de moluscos bivalvos certificadas para exportar a los EE.UU., Canada
y la Republica Popular China, las cuales cumplen con los limites maximos de HAPs
establecidos en dichos paises.

Todo lo anterior manifiesta la fundamental necesidad de crear una estructura legal
(leyes, normas, reglamentos, etc.), que regule y gestione integralmente las
emisiones y descargas de los HAPs en el ambiente; y que de forma preventiva
evalué y monitoreé los cambios en las condiciones ambientales para con esto
proteger a la sociedad contra riesgos sanitarios e impedir la irreparable degradacion

ambiental de la Nacion.

4.9 Biocatalisis Ambiental

Las enzimas son moléculas de proteina que tienen la capacidad de facilitar y
acelerar las reacciones quimicas, es decir, sustancias que sin consumirse se
combinan de modo transitorio con los reactivos para alcanzar un estado de
transicion de menor energia de activacion, y una vez formados los productos quedar
libres. La conformacion tridimensional nativa de la enzima resulta indispensable
para que esta desemperfie su funcién (Figura 5b). Las enzimas presentan un centro
activo, cavidad existente en la superficie de la enzima compuesta por una serie de
aminoacidos, los cuales interactian con el sustrato mediante un acoplamiento
espacial y quimico (Figura 5a). Las enzimas suelen ser mucho mas grandes que

Sus sustratos y en ocasiones requieren la participacion de otras moléculas mas
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pequefias no polipeptidicas como las coenzimas o los iones metalicos llamados

cofactores.

IAmino&cidos
del centro

Sitio activo

., wan SRS ol :
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L del enzipfa
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Figura 5. (a) llustracion del sitio activo de una enzima y estructura tridimensional
(b). (Elaboracion propia, 2016).

Las enzimas son catalizadores muy potentes en cuatro aspectos: Son muy eficaces,
catalizando reacciones frecuentemente 108 - 10! veces mas rapidas que los
catalizadores no enzimaticos correspondientes. Estas velocidades pueden
alcanzarse incluso aunque las reacciones catalizadas por enzimas requieran
condiciones mucho menos extremas de temperatura, pH y presion, y las reacciones

se produzcan en el solvente mas barato, seguro y abundante, el agua.

En segundo lugar, el rango de las reacciones catalizadas es extremadamente
amplio, pudiéndose catalizar muchos mas tipos de reacciones que con los
catalizadores quimicos. En tercer lugar, las enzimas son muy especificas en cuanto
al tipo de reacciéon catalizada, las enzimas pueden ser especificas para las
estructuras del sustrato y el producto formados, de tal forma que frecuentemente
solo un compuesto quimico presente en una mezcla de compuestos muy similares
se transforma con total fidelidad en un unico producto, lo que puede dar lugar a
rendimientos mas altos y potencialmente a menos contaminantes producidos por
reacciones laterales. Por ultimo, las enzimas estan sujetas naturalmente a diversos

controles como el de la velocidad de sintesis y degradacion.
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La actividad enzimética se caracteriza por la formacion de un complejo enzima-
sustrato y por la naturaleza polifuncional de la catdlisis, ya que aparecen
combinados grupos activos, junto con algunos iones metalicos ligados. Cada grupo
es individualmente un reactivo pobre pero su accion se ve facilitada primeramente
por el medio ambiente hidrofébico local, creado porque el centro activo de la enzima
tiende a excluir el agua de €l aumentando las reacciones organicas que se
producen, y en segundo lugar, por la capacidad de la enzima para concentrar las
moléculas de sustrato, aumentando asi su concentracion local y por tanto la

velocidad de reaccion.

La actividad de una enzima se determina a partir de la concentracion de la enzima,
la concentracion del sustrato y su disponibilidad, la concentracion de los cofactores,
la presencia, concentracion y tipo de inhibidores, y la funcion ionica, el pH y la
temperatura del medio. La cinética enzimatica estudia la forma en que todos estos

pardmetros influyen en la actividad enzimatica.

El conocimiento profundo de las enzimas se ha alcanzado hasta afos recientes,
gracias a los conocimientos aportados de distintas disciplinas como son la quimica
de proteinas, la biofisica y la biologia molecular, etc. La investigacion de las enzimas
ha permitido combatir diversos aspectos como la baja actividad, la fragil naturaleza,
la disponibilidad y la desactivacion de la proteina. Esto con el fin de alcanzar niveles
suficientemente altos de estabilidad, actividad, selectividad y la funcionalidad
operativa, para asi lograr la completa aplicacion de la biotecnologia enzimatica en

procesos productivos.

El uso de biocatalizadores ha incrementado en diferentes sectores econémicos que
se detallan en la figura 6, esto debido a que representan una alternativa eficaz y
sustentable a la que ofrecen los catalizadores quimicos. La sustentabilidad de un
proceso se vincula con la demanda de energia y materia prima, la produccion de
residuos, la estabilidad y seguridad de los procesos, y la calidad de los productos.

La industria quimica es uno de los sectores econémicos mas grandes del mundo,
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actualmente la aplicacion de enzimas en este sector corresponde al 2% del
mercado, tan solo 25 billones de dolares. Bioprocesos como el de la nitrilasa para
producir acrilato de amonio, de Ciba en Reino Unido; el de D-Amino 4cido oxidasa,

glutaril amidasa para producir 7-aminocefalospolanico de Biochemie en Alemania.

Por mencionar algunos ejemplos de los diferentes sectores econémicos esta el de
la L-asparraginasa en el tratamiento de ciertas leucemias para eliminar el acido
aspartico de la sangre, la enzima se administra de forma inmovilizada como
capsulas de acido polilactico (Guilleme, Delgado, y Navarro, 2013). En los
procedimientos analiticos desarrollados para la determinacion de proteinas de leche
en los alimentos, ELISA (Enzima ligada a ensayos de inmunoabsorcion) es el
método mas comunmente utilizado tanto para detectar y cuantificar los alérgenos
de proteinas ocultos. Respecto a los combustibles, el “bioetanol” procede de la
fermentacién de la glucosa obtenida previamente por hidrélisis enzimética del
almidén (normalmente de maiz, aunque presente en otras fuentes vegetales),
proceso biocatalizado por distintas enzimas como las amilasas, las glucoamilasas y

las pululanasas (Arroyo y col., 2014).

eEnzimas para diagndstico
*Enzimas de uso Terapéutico
Sintesis de intermedios y compuestos quimicos de interés farmacéutico

Sector Sanitario-
Farmacéutico

eDetergentes
sTextil, Peletera y Papelera
#Sintesis de compuestos quimicos

Procesos
Industriales

eBiorremediacién
*Obtencidn de plasticos biodegradables
eBiocombustibles

Sector Medio
Ambiental

eAromas, edulcolorantes y aditivos alimentarios

Sector e*Aminodcidos y otras moléculas nutritivas
Agroalimenta ‘{ls)  *Enzimas para productos lacteos dietéticos (sin lactosa) y extractos de malta
e|nsecticidas, Herbicidas

Figura 6. Aplicacién de biocatalizadores en diversos sectores econémicos
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El complejo deterioro ambiental ocasionado por las diferentes actividades humanas
sobre los ecosistemas es uno de los principales retos a los que se enfrenta la
humanidad en la actualidad. El desarrollo y el progreso de la sociedad estan
vinculados con la capacidad de generar nuevas y renovables fuentes de energia,
asi como con el mejoramiento de los procesos productivos con relacion al ambiente.
Sin embargo, tan solo la produccion anual de contaminantes peligrosos de Estados
Unidos es de 8 billones de libras, los cuales solo el 10% de estos son dispuestos de
forma segura. La Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA)
ha clasificado numerosos contaminantes quimicos como contaminantes
prioritarios, esto debido a sus efectos toxicos en el ambiente y la salud humana.
Entre estos compuestos se encuentran los hidrocarburos policiclicos aromaticos
policiclicos (HAPs), como el antraceno y el pireno, los bifenilos policlorados (BPC),
los retardantes de flama, como el hexabromobifenilo, el pentaclorofenol (PCF), el
trinitrotolueno (TNT), los plaguicidas organoclorados, como el Aldrin y la clordecona,

etc.

En México estudios realizados en los dltimos afios describen afectaciones de
especies y de seres humanos expuestos a compuestos organicos persistentes. En
la Bahia de Chetumal se presentd en 1996 un evento de mortalidad masiva en
bagres en los que se detectd una acumulacion de diversos plaguicidas
organoclorados, bifenilos policlorados, e hidrocarburos aromaticos policiclicos en el
higado y lesiones a nivel histologico en diferentes 6érganos. La bahia resulté en un
ecosistema tan impactado que ahi se encontraron peces con cancer por primera

vez en México (Olvier y col., 2002) .

En muchas ocasiones los tratamientos ambientales convencionales no son del todo
satisfactorios, al punto que se ha detectado que muchos compuestos persisten sin
alteracion alguna aun después de aplicar métodos fisicos y quimicos.
Recientemente los tratamientos por métodos biolégicos han mostrado efectiva
degradacion en una amplia variedad de contaminantes. La versatilidad metabolica

de las bacterias les permite degradar compuestos aromaticos (Anjaneyulu y col.,
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2005), la remocién y decoloracion de colorantes en aguas residuales (Pearce y col.,
2003; Rai y col., 2005; Parshetti y col., 2006), y la degradaciéon de contaminantes
organicos y compuestos xenobiéticos (Hatakkay y col., 2001; Rigas y col., 2005;

Kornillowicz-kowalska y col., 2006; Soares y col., 2006).

Con el afan de resolver los problemas asociados con los métodos de tratamiento
tradicionales, las enzimas estan siendo desarrolladas como herramientas
biotecnolégicas que formen parte de procesos limpios y eficientes energéticamente
para la prevencion, el control y la remediacién de contaminaciones ambientales. La
transformaciéon enzimética de abundantes compuestos contaminantes tiene como
propdsito reducir su toxicidad e incluso hacerlos inocuos como alternativa para la

completa degradacion.

Se han explorado diversas fuentes de enzimas en la naturaleza, cada una con
caracteristicas particulares con relacion a la funciéon biolégica que realizan.
Considerables enzimas oxidativas como las peroxidasas y las fenoloxidasas han
sido reportadas como catalizadores en la transformacion de un amplio rango de
compuestos contaminantes. Las peroxidasas son enzimas que Se encuentran
ampliamente distribuidas en plantas, animales y microorganismos. Catalizan la
oxidacion de una gran variedad de sustratos organicos e inorganicos (donadores de

hidrogeno) utilizando como uno de sus sustratos al peréxido de hidrogeno (H20x).

Recientemente enzimas peroxidasas como la lignina peroxidasa (LiP), la
manganeso peroxidasa (MnP), la peroxidasa de rabano picante (HRP), el citocromo
P450, el citocromo c y la hemoglobina han sido utilizadas como biocatalizadores en
la transformacién de HAPs. Estudios sobre la manganeso peroxidasa obtenida del
hongo “phanerochaete chrysosporium” han demostrado una completa degradacién
del antraceno en una mezcla de solventes organicos. De forma in vitro la
degradacion del fenantreno, el antraceno, el fluoranteno y el pireno a diferentes
concentraciones por la manganeso peroxidasa fue probada (Baborova y col., 2006).
Usando el citocromo P450 en una reaccion en presencia de peroxido de hidrogeno,

fenantreno, fluoranteno, pireno y benzo(a)pireno fueron oxidados, dando
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fundamentalmente productos hidroxilados y quinonas (Bogan y col., 1996). Como
resultado estos productos oxidados son mas faciles de degradar, menos téxicos,

significantemente menos mutagénicos e incluso no mutageénicos.

Los fenoles y sus compuestos son contaminantes ubicuos del agua que estan
presentes en los efluentes de una gran variedad de industrias quimicas como las
refinerias de carbon, las productoras de fenoles, la industria farmacéutica, y las
industrias de resinas, pinturas, textiles, peleteras, petroquimicas y celulosas (Nicell
y col., 1993). Los fenoles son conocidos por ser compuestos toxicos y algunos de
ellos son peligrosos cancerigenos ademas de que pueden acumularse en las
cadenas alimenticias. La enzima peroxidasa de rdbano ha sido evaluada como
oxidante de diversos fenoles entre estos el mecanismo de reaccion del 2,6-
diclorofenol fue caracterizado con espectrofotometria y espectrometria de masas
(Laurentiy col., 2003). Una solucion acuosa de 5 fenoles diferentes tratada con esta
enzima dio como resultado el 95% de remocion de los fenoles dentro de las primeras
3 horas (Wagner y Nicell 2002).

Los colorantes sintéticos son esencialmente compuestos organicos aromaticos y
pueden ser clasificados como catidnicos (colorantes basicos), anidnicos (colorantes
directos, acidos y reactivos) y no ionicos (colorantes dispersos) (Kaushik y Malik,
2009). Los colorantes sintéticos son especialmente usados en la industria textil, pero
también tienen otras muchas aplicaciones como en la industria del papel, la peletera
y alimenticia (Torres y col., 2003). La decoloracion catalizada por enzimas
peroxidasas de ocho colorantes sintéticos como los colorantes azo, colorantes
antraquindnicos y colorante indigo fue examinada en cultivos del hongo de pudricién
blanca, se determind que cerca del 80% del color fue removido por la lignina
peroxidasa y el rango de decoloracion incrementé linealmente de acuerdo a la
dosificacion de la misma (Young y Yu, 1997). En otro caso se evaluo la accion
catalitica de la manganeso peroxidasa en la degradacion in vitro de colorantes con
estructuras complejas con dos formas diferentes de suministrar el perdoxido de

hidrogeno, una por lote cada hora y otra semicontinua cada cinco minutos. El

62



tratamiento enzimatico no sélo cataliz6 la transformacion de los grupos cromaoforos

sino que también rompié notablemente las estructuras quimicas de los colorantes.
Asi como estos ejemplos, en la tabla 4 (Husain y col., 2008) se mencionan otros

estudios sobre la aplicacion de diversas peroxidasas para el tratamiento ambiental

de diferentes contaminantes organicos.

Tabla 4. Aplicaciones ambientales de las peroxidasas (Husain y col., 2008).

Sustratos Enzimas

Hidrocarburos aromaticos policiclicos MnP, LiP, Mn LiP, MnP + lac
Bifenilos policlorados y HRP + lacasa,
diferentes congéneres de bifenilos policlorados HRP + citocromo C
Fenoles y sus derivados HRP

Colorante azo, colorantes sintéticos y

. MnP, LiP, MnP + Lac, DyP
antraquinonas

Compuestos xenobioticos DyP

La informacion presentada fue tomada de Husain y colaboradores 2008. MnP, manganeso peroxidasa; LiP, lignina
peroxidasa; Mn LiP,manganeso lignina peroxidasa; MnP + lac, manganeso peroxidasa y lacasa; HRP, peroxidasa de
rabano picante; HRP + lacasa, Peroxidasa de rdbano picante y lacasa; HRP + citocromo C, peroxidasa del rabano picante y
citocromo c; DyP, peroxidasa decolorante de pigmento
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5. FORMULACION DE LAS PREGUNTAS DE INVESTIGACION.

La falta de atencién al problema de la contaminacién por HAPs, por la escasa
estructura politica y legal; la deficiente implementacién y el incumplimiento de las
regulaciones existentes; asi como la ausencia de medidas para la mitigacion y
rehabilitacion en los planes y proyectos publicos y privados; ha traido como
consecuencia que el problema se incremente en los afios recientes. Por lo que es
necesario la implementacion de propuestas de estudio para poder comprender y
atender el problema de manera mas integral, las propuestas deberan contener
necesariamente la implementacion de medidas de mitigacién con tecnologias
sustentables. Para este trabajo, se formularon las siguientes preguntas de

investigacion:

¢ Cuél es la eficiencia de la oxidacion de HAPs de la Laguna de Mandinga aplicando

la tecnologia de biocatalisis ambiental?

¢, Cudl es el efecto del tratamiento biocatalitico usando la enzima manganeso

peroxidasa en la toxicidad de los HAPs?

6. HIPOTESIS.

La enzima manganeso peroxidasa tiene la capacidad de oxidar a los HAPs en
muestras de agua de la Laguna de Mandinga en condiciones ambientales hacia

compuestos menos téxicos, mejorando asi la calidad del agua.
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7. OBJETIVO.

7.1 Objetivo General.

Determinar la eficiencia de la oxidacion enzimética de HAPs en muestras de agua
de la Laguna de Mandinga y evaluar la toxicidad de los HAPs y sus productos de

oxidacion enzimatica como un parametro de calidad del agua.

7.2 Objetivos Especificos.

1) Identificar la contaminacién por HAPs en muestras de agua de la Laguna de
Mandinga

2) Determinar la capacidad de oxidacion de la enzima manganeso peroxidasa que
tiene sobre los HAPs en sistemas modelos y en muestras de agua de la laguna.

3) Evaluar la toxicidad de algunos HAPs y de sus productos de oxidacion
enzimatica utilizando como organismos modelos experimentales a los

embriones de erizo de mar (Lytechinus pictus).

8. DISENO DE LA INVESTIGACION.

8.1 Localizacion.

La investigacion se llevé a cabo en el Centro de Quimica-ICUAP, en el laboratorio
de Bioinorganica Aplicada, de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, Edif.
IC 8, Ciudad Universitaria, Col. Jardines de San Manuel 72570, Puebla Pue.,

México.

Los muestreos se realizaron en la Laguna de Mandinga ubicada en el estado de
Veracruz, entre los 19° 00' y 19° 06' de latitud norte y los meridianos 96° 02'y 96°
06' de longitud oeste, abarca los municipios de Alvarado, Medellin y Boca del Rio
(Figura 7).
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Figura 7. Localizacion del sitio de muestreo (Elaboracion propia,2017).

8.2 Fase de campo.

8.2.1 Establecimiento del experimento

Se recopil6 informacion socioambiental del area geografica de estudio para detectar

las posibles fuentes de la contaminacién por hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Asi mismo se tomaron muestras de agua de la Laguna de Mandinga para su

posterior analisis en el laboratorio.
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8.2.2 Muestreos de campo

Se recolectaron muestras de agua en la Laguna de Mandinga en diferentes
temporadas (temporada de lluvia y temporada seca). De la superficie del cuerpo de
agua se colectd un volumen de aproximadamente 4 L de muestra en frascos de
vidrio de color ambar, de boca ancha y tapa de cubierta de politetrafluoroetileno,
etiquetados e identificados. En caso de que existiera presencia de aceites
emulsionados en el agua, la muestra se tomé de 20 cm a 30 cm de profundidad
para asegurar una mayor representatividad, las muestra se preservaron a 4°C hasta

su caracterizacion en el laboratorio.

8.3 Fase de laboratorio.

8.3.1 Establecimiento del experimento.

El siguiente esquema describe la estrategia experimental general realizada en este

estudio (Figura 8).

i P{ 2. Visita al sitio de estudio F >
' |
Recoleccion de " . . . = o
muestra de agua Identificacion de de HAPs. Evaluacion de parémetros fisicoquimicos
NMX-AA-005-SCFI-2000

4. Pruebas de oxidacion

Evaluacion Dosis-Efecto de los Evaluacion Dosis-Efecto Efecto de las variables
de reaccion en la transformacion Capacidad oxidativa de HAPs
biocatalitica de HAPs por enzima manganeso peroxidasa

Figura 8. Disefio de la estrategia experimental (Elaboracion propia,2017).
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La Tabla 5 enumera los HAPs ensayados en este trabajo, estos se prepararon
individualmente en isopropanol a una concentracion de 200 uM (soluciones stock),

para su posterior ensayo en las reacciones de transformacion.

Tabla 5. Hidrocarburos aromaticos policiclicos denominados contaminantes

prioritarios por la EPA (Elaboracion propia, 2017).

Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPS)

Naftaleno Antraceno Benzo(b)fluoranteno Fenantreno

Acenafteno Pireno Benzo(k)fluoranteno Criseno

55D s

Dibenzo(a,c)
Acenaftileno Fluoranteno Benzo(a)pireno antraceno

Fluoreno Benzo(a)antraceno Perileno
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8.3.2 Andlisis del agua de la Laguna de Mandinga.

8.3.2.1 Evaluacioén fisicoquimica de las muestras de agua de la Laguna de
Mandinga.

El andlisis de las muestras de agua colectadas de la Laguna de Mandinga consistio
en evaluar los parametros fisicoquimicos que se consideran en la Norma Oficial
Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996 y en los indicadores de calidad del agua
superficial de CONAGUA, estos son: conductividad, pH, solidos disueltos totales,
nitratos y fosfatos presentes. Ademas de la demanda bioquimica de oxigeno
(DBOs), que mide la cantidad de oxigeno que requiere una poblacion microbiana
heterogénea para oxidar la materia organica de una muestra de agua en un periodo
de 5 dias (NMX-AA-028-SCFI-2001); y la demanda quimica de oxigeno (DQO), que
se usa para medir el oxigeno equivalente a la materia organica oxidable mediante
un agente quimico oxidante, e indica el contenido de materia organica en muestras
de agua (NMX-AA-030/1-SCFI-2012).

Asimismo, mediante el Fotbmetro HANNA Instruments HI83099 y los kits HANNA
(Tabla 6), se llevo a cabo una caracterizacion de las muestras para determinar los
siguientes parametros fisicoquimicos: cationes y aniones de Ca?*, Fe, SO4* y Mg?*,

ademas de P, Niquel y cloro libre.

69



Tabla 6. Kits utilizados en la caracterizacion de las muestras de agua de la

Laguna de Mandinga.

Adaptacion del método

Hierro HI 93746-01 TPTZ (2,4,6-Tri-(2-piridil) 5 575
triazina)
El sulfato es precipitado
Sulfato HI 93751-01 con cristales de cloruro de 466
bario
Fosfato RB HIg93713-01 | Adaptacion del metodo de 610
acido ascorbico
Nitrato HI 93728-01 Adaptacion del metodo de 55
reduccion de cadmio
Magnesio HI 937520-01 REEEIEED T 0l MEE 466
calmagita
: Adaptacién del método
Cloro libre HI 93701-01 EPA DPD 330 5 525
Calcio HI 937521-01 Adaptacion del metodo 466
Oxalato
DQOs HI 93754C-25 Adaptacion del método 610

USEPA 410.4

8.3.2.2 Identificacién de la presencia de HAPs en agua de la Laguna de

Mandinga mediante el Método EPA 610: Polynuclear Aromatic Hydrocarbons.

Se identificd la presencia de los HAPs en muestras de agua de la Laguna de
Mandinga por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC) implementando
el método EPA 610: Polynuclear Aromatic Hydrocarbons. Para esto se utilizé el
equipo de HPLC Perkin Elmer serie 200 acoplado a un detector UV, con una
columna Cis de fase reversa de 25 cm de longitud y 4.6 mm de didmetro interno,
con un tamafio de particula de 5 um y a una longitud de onda de 254 nm. El flujo de
1.8 ml/min utilizando como fases de elucion acido fosférico-acetonitrilo en la

siguiente proporcion: elucién isocratica de 60% de acetonitrilo - 40% de acido
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fosforico durante 5 minutos, gradiente de elucion lineal de acetonitrilo de 50% a

100% durante 25 minutos, elucién isocratica de 100% de acetonitrilo durante 10 min.

Los HAPs se separaron de la muestra de agua de Mandinga (250 ml) por medio una
extraccion liquido-liquido con cloruro de metileno (60 ml) en un embudo de
separacion y utilizando sulfato de sodio (100 g) para eliminar los residuos de agua.
El cloruro de metileno (fase organica) se concentré a un volumen de 1.0 ml en un

evaporador rotatorio con bomba de vacio.

8.3.3 Pruebas de oxidacion enzimatica de HAPs

8.3.3.1 Evaluacion de la capacidad de oxidacion de los HAPs por la enzima

manganeso peroxidasas en sistemas modelos.

Se evalud la capacidad oxidativa de la enzima manganeso peroxidasa en sistemas
modelos de reaccion por espectrofotometria de fluorescencia para determinar si la
enzima tenia la capacidad de transformar a los HAPs, las reacciones fueron
analizadas mediante el instrumento de marca Varian, modelo Cary Eclipse con
software Cary Eclipse. Las muestras modelo (3 ml) se prepararon en amortiguador
de malonatos de pH 4.5, con una concentracion inicial de pireno 2 pM en
isopropanol al 5 %v/v, estas se sometieron a oxidacion enzimatica adicionando
diferentes concentraciones de peréxido de hidrégeno (H202) y de unidades de
enzima (UE) de la manganeso peroxidasa, una unidad de enzima se definié como
la cantidad de enzima necesaria para transformar 1 ymol de sustrato en 1 minuto.
Las pruebas se realizaron bajo temperatura controlada y por triplicado para asegurar

la reproducibilidad de los datos.
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La ecuacion (1) que se utilizé para determinar el porcentaje de conversion fue la

siguiente:

Ecuacion 1.

% Conversién = 100 — [(IF a 1°°)]

Donde:
Ir : es la intensidad medida después de adicionar la enzima en el tiempo final de reaccién.

Iy : es la intensidad medida antes de adicionar la enzima en el tiempo cero de reaccion.

8.3.3.2 Efecto de las variables de reaccién en la transformacion biocatalitica

de HAPs en sistemas modelos.

La optimizacion de las condiciones de ensayo se elabor6 a traveés de un Disefio
Factorial Completo de efectos principales (Tabla 7). EI cual consistio de 24
experimentos, las variables de entrada en 2 niveles (inferior y superior) y 3 factores:
pH (4.5 y 6) temperatura (20 y 30 °C) y tiempo de reaccion (10 y 30 minutos) en un
solo bloque, siendo el porcentaje de conversion del pireno (HAP modelo) la variable
respuesta. El estudio del efecto de cada factor sobre la variable respuesta, asi como
el efecto de las interacciones entre factores sobre dicha variable, se realiz6

utilizando el software Minitab 17.
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Tabla 7. Disefio Factorial Completo 22 para el estudio de la transformacion

biocatalitica de Pireno.

7 1 1 4.5 30 30
20 2 1 6 30 10
22 3 1 6 20 30
13 4 1 4.5 20 30
2 5 1 6 20 10
19 6 1 4.5 30 10
18 7 1 6 20 10
16 8 1 6 30 30
23 9 1 4.5 30 30
14 10 1 6 20 30
17 11 1 4.5 20 10
4 12 1 6 30 10
11 13 1 4.5 30 10
10 14 1 6 20 10
9 15 1 4.5 20 10
3 16 1 4.5 30 30
5 17 1 4.5 20 10
1 18 1 4.5 20 10
12 19 1 6 30 30
21 20 1 4.5 20 30
15 21 1 4.5 30 30
6 22 1 6 20 30
24 23 1 6 30 30
8 24 1 6 30 10

La oxidacioén catalitica del pireno se siguio utilizando la técnica de espectroscopia
de fluorescencia, las muestras modelo (3 ml) se prepararon en amortiguador de
malonato de sodio pH 4.5 con una concentracién inicial de pireno de 2 uM en
isopropanol al 15% v/v, estas se sometieron a oxidacion enzimatica adicionando
0.50 uM de peroxido de hidrégeno (H202) y 0.23 unidades de enzima (UE) de
manganeso peroxidasa (MnP). Las pruebas se realizaron bajo temperatura
controlada y por triplicado para asegurar la reproducibilidad de los datos. La
ecuacion 1 se utilizé para determinar el porcentaje de conversion.
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8.3.3.3 Evaluacion de la conversion catalitica de la mezcla de HAPs por la
enzima manganeso peroxidasa en sistemas modelos de reaccion determinada

por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

La transformacion catalitica de los HAPs se monitored por cromatografia de liquidos
de alta resolucion (HPLC), utilizando el equipo de HPLC Perkin Elmer serie 200
acoplado a un detector UV, con una columna Cis de fase reversa de 25 cm de
longitud y 4.6 mm de diametro interno, con un tamafio de particula de 5 umy a una
longitud de onda de 254 nm. El flujo de 1.8 mL/min utilizando como fases de elucién
acido fosforico-acetonitrilo en la siguiente proporcion: elucién isocratica de 60% de
acetonitrilo - 40% de acido fosférico durante 5 minutos, gradiente de elucién lineal
de acetonitrilo de 50% a 100% durante 25 minutos, elucion isocratica de 100% de

acetonitrilo durante 10 min.

El sistema modelo de reaccion consistio en amortiguador de malonato de sodio pH
4.5, con la mezcla de los 15 HAPs 1.5 uM en isopropanol al 15% (v/v), sometiendo
a oxidacion enzimatica adicionando 25 yM H202 y 0.064 UE de MnP. La reaccion
se realiz6é a 20 °C por 30 minutos y por triplicado para asegurar la reproducibilidad
de los datos. Una vez completada la reaccion, los productos de reaccion se
extrajeron siguiendo el Método 610 de la EPA para Hidrocarburos Aromaticos
Polinucleares. Brevemente descrito, 650 pL de la mezcla de reaccion se extrajeron
con 1 ml de cloruro de metileno, la fase organica se sec6 bajo flujo de nitrogeno y
los productos de reaccion secos se disolvieron nuevamente en 30 pL de

isopropanol.
El porcentaje de la conversion de los HAPs se calculo tomando el area bajo la curva

después de la reaccion (Ar) respecto al area bajo la curva antes de la reaccion (Ao),

expresado de la siguiente forma (Ecuacion 2):
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Ecuacion 2.

% Conversién = 100 — [M]

Donde:
Ar : es el area bajo la curva medida después de adicionar la enzima en el tiempo
final de reaccion.
Ay : es el area bajo la curva medida antes de adicionar la enzima en el tiempo cero

de reaccion.

8.3.3.4 Evaluacion de la conversiéon catalitica de la mezcla de HAPs por la
enzima manganeso peroxidasa en muestras de agua de la Laguna de

Mandinga determinada por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Siguiendo el mismo procedimiento que en la determinacion de la conversion
catalitica de la mezcla de HAPs por la enzima manganeso peroxidasa en el sistema
modelo de reaccion, se evalud la conversion catalitica de la mezcla de HAPs por la
enzima manganeso peroxidasa en muestras de agua de la Laguna de Mandinga. El
sistema de reaccién (1mL) consistio principalmente en agua de la Laguna de
Mandinga con la mezcla de los 15 HAPs a una concentracién de 1.5 uyM en
isopropanol al 15% (v/v), adicionados intencionalmente para obtener una sefal
adecuada en el equipo HPLC-UV. La reaccion se realizé a 20 °C por 30 minutos y
por triplicado para asegurar la reproducibilidad de los datos. Una vez completada la
reaccion, los productos de reaccion se extrajeron siguiendo el Método 610 de la

EPA para Hidrocarburos Arométicos Polinucleares, antes mencionado.
El porcentaje de la conversion de los HAPs se calculd tomando el &rea bajo la curva

después de la reaccion (Ar) respecto al area bajo la curva antes de la reaccion (Ao),

expresado en la Ecuacion 2.
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8.3.4 Pruebas toxicoldgicas.

Para evaluar la toxicidad de los HAPs y sus productos de transformacién enzimatica
en organismos acuaticos se propuso utilizar embriones de erizo de mar (Lytechinus
pictus) como organismos modelos experimentales. Se selecciond este modelo
experimental debido a que los procesos de desarrollo son diferentes en relacion a
estructura morfoldgica, por lo cual son faciles de identificar durante las diferentes
etapas del desarrollo; y porqué estos organismos detectan inmediatamente las
diferentes presiones (contaminantes), ya que tienen un alto grado de sensibilidad
en las primeras etapas del desarrollo. Ademéas de que poseen determinadas
caracteristicas como: rangos de tolerancia estrechos, alta sensibilidad en la
deteccidén de cambios en el medio ambiente, facil manejo y costos bajos en pruebas

toxicologicas.

Las pruebas toxicoldgicas se llevaron a cabo en la Universidad de California Bodega
Marine Laboratory, Estados Unidos, durante los meses de marzo, abril y mayo del
presente afio. La figura 9 describe la estrategia experimental realizada durante la
evaluacion toxicoldgica de los HAPs y sus productos de transformacion enziméatica

durante el desarrollo embrionario del erizo de mar “Lytechinus pictus”.

Post-eclosion

Figura 9. Desarrollo experimental para evaluar la toxicidad de HAPs y sus
productos de transformacion enzimatica durante el desarrollo embrionario del erizo

de mar “Lytechinus pictus”.
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1.Coleccion de gametos vy fertilizacion.

Los erizos de mar blancos adultos (Lytechinus pictus) fueron proporcionados por la
Universidad de California Bodega Marine Laboratory, Estados Unidos. Para colectar
los gametos de los erizos de mar adultos, a estos se les inyecté de 0.3 a 0.5 ml de
KCI 0.5 M en tres lugares diferentes de la cavidad del cuerpo a través de la
membrana peristomial (lado oral del animal) (figura 10). Los animales se colocaron
en vasos que contenian 0,45 uM de agua de mar filtrada (AMF) en un bafio de hielo.
Los gametos masculinos (espermatozoides) se recogieron del fondo del vaso de
precipitados con ayuda de una pipeta y se mantuvieron en hielo aproximandamente
90 minutos (hasta asegurar la fertilizaciébn) en un tubo de cultivo y en un vaso
pequefio se colectaron los gametos femeninos (huevos). Los huevos se lavaron tres
veces en 0.45 uyM de agua de mar filtrada (AMF) antes de llevar a cabo la

fertilizacion.

Los huevos fueron fertilizados en una proporcion de 1:10 de huevo a esperma. El
éxito de la fertilizacién se determind con ayuda de un microscopio binocular a 10X.
Solamente fueron utilizados aquellos lotes donde al menos el 90% de los huevos
estaban fertilizados. Después de la fertilizacion, los embriones se lavaron dos veces
con AMF 0,45 pM y se mantuvieron en la incubadora por 40 minutos a 16 ° C antes

de la exposicion.
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Morfologia del Erizo de mar
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Figura 10. Morfologia del erizo de mar (Elaboracién propia, 2018).

2. Exposicion de los embriones de erizo de mar.

Los embriones se expusieron en viales de vidrio (5 ml / vial, 100 embriones / ml) a
16 ° C en dos diferentes tiempos de inicio de exposicion, el primer grupo a 45
minutos después de la fertilizacién (post-fertilizacion) y un segundo grupo cuando
los embriones se encontraban en el estadio de blastula ciliada (post-eclosién, al
cabo de dieciséis horas después de la fertilizacion). Los embriones fueron
expuestos hasta que los tratamientos del grupo control alcanzaron la etapa de
gastrula desarrollada (aproximadamente 36 horas después de la fertilizacion). Las
muestras se fijaron en una concentracién final de glutaraldehido al 0,1% en AMF.

Las etapas fueron evaluadas con un microscopio binocular a 10X.

3. Evaluacion morfologica de los embriones.

En cada réplica fueron evaluados 100 embriones para observar su desarrollo normal
y se utilizé un microscopio estéreo marca macrozoom Nikon AZ100. Las morfologias
de los embriones fueron observadas y se clasificaron segun las categorias descritas

en la Tabla 8 (Pillai, Vines, Wikramanayake, y Cherr, 2003).
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Tabla 8. Morfologias mas comunes en embriones de “Lytechinus pictus”

expuestos a HAPs (Pillai, Vines, Wikramanayake, y Cherr, 2003).

Morfologias de embriones de erizo de mar “Lytechinus pictus”

SRS

Desarrollo normal Desarrollo normal Desarrollo normal
gastrula tardia gastrula temprana gastrulacion

Retraso del desarrollo Desarrollo anormal Exogastrulacion
blastula mesénquima

4. Andlisis Estadistico.
Todos los datos se expresaron como una proporcién del total de los embriones
contados. Se elaboraron curvas de dosis-respuesta para los HAPs y los datos se

ajustaron usando la regresion logistica de cuatro parametros (Ecuacion 3):

max—min

Ecuacion 3.
1+10(lOgEC50—l0g[PAH])*HS

% desarrollo normal = min +

Todos los datos fueron analizados mediante el programa GraphPad Prism 6.
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8.3.4.1 Evaluacion Dosis-Efecto de los HAPs en el desarrollo embrionario del
erizo de mar “Lytechinus pictus”.

Se realizaron bioensayos por triplicado para evaluar el efecto causado de la
exposicion a HAPs en el desarrollo embrionario del erizo de mar “Lytechinus pictus”.
Cada bioensayo de exposicion a HAPs consto de un grupo control y cinco grupos
experimentales, los embriones del grupo control estuvieron expuestos a
tratamientos con dimetilsulféxido 0.5% volumen final (solvente) y los cinco grupos
experimentales estuvieron expuestos a 5 concentraciones diferentes (0.25-2 mg /L)
de los HAPs correspondientes (pireno, fenantreno y antraceno) en dos diferentes

tiempos de inicio de exposicion (post-fertilizacion y blastula ciliada).

8.3.4.2 Evaluacion morfologica del efecto de los productos de oxidacién
enzimatica de HAPs por la manganeso peroxidasa en el desarrollo

embrionario del erizo de mar “Lytechinus pictus”.

Se realizaron bioensayos por triplicado para evaluar el efecto causado de la
exposicion a productos de oxidacion enziméatica de los HAPs por la manganeso
peroxidasa en el desarrollo embrionario del erizo de mar “Lytechinus pictus”. Los
bioensayos de exposicion a productos de oxidacion enziméatica de HAPs (pireno
oxidado, fenantreno oxidado y antraceno oxidado) constaron de un grupo control y
un grupo experimental, los embriones del grupo control estuvieron expuestos a
tratamientos con dimetilsulféxido 0.5% volumen final (solvente) y el grupo
experimental estuvo expuesto a una concentracion (1 mg/L) de los HAPs tratados
enzimaticamente con manganeso peroxidasa; todos los grupos se expusieron 45
minutos después de la fertilizacion (post-fertilizacién). Los productos de oxidacién
enzimatica se extrajeron de la reaccion con 1 ml de cloruro de metileno, la fase
organica se sec6 bajo flujo de nitrogeno y los productos de reaccion secos se

disolvieron nuevamente en dimetilsulféxido.
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9. RESULTADOS.

9.1 Anélisis del agua de la Laguna de Mandinga.

9.1.1 Caracterizacion fisicoquimica del agua de la Laguna de Mandinga.

Durante la elaboracion de esta investigacion se realizaron dos visitas y recorridos
en el sitio de estudio con apoyo de la Sociedad Cooperativa de Pescadores de
Mandinga del municipio de Alvarado. La primera visita correspondio a la temporada
de estiaje y se realizé en el mes de marzo del 2017. La recoleccion de la muestra
se llevo a cabo en 3 diferentes puntos de muestreo alrededor de la draga (4). La
segunda visita se efectu6 en el mes de noviembre del 2017, después de la
temporada de lluvias; los puntos de muestreo fueron en la zona restaurantera (1),
al inicio de Laguna grande (2) y en la zona profunda de la misma laguna (3). La

figura 11 muestra los sitios donde las muestras de agua fueron recolectadas.
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Figura 11. Puntos de muestreo en la Laguna de Mandinga (Elaboracién propia,
2017).

Una vez recolectadas las muestras, se conservaron en refrigeracion a 4° C hasta su
posterior caracterizacién. Eventualmente, en el laboratorio se realizé el analisis
fisicoquimico de la mezcla compuesta del agua de Mandinga para determinar los
siguientes parametros: pH, conductividad, temperatura, Demanda Quimica de
Oxigeno (DQO) y la Demanda Bioquimica de Oxigeno 5 (DBOs) y solidos disueltos
totales; ademas de las diferentes pruebas para determinar cationes y aniones: Ca?*,
Fe, SO4%, Mg?*, NO*, PO4+*, P, y cloro libre. La Tabla 9 resume los resultados
obtenidos en ambas visitas y los limites maximos permisibles de las normatividad
vigente y aplicable: la Norma Oficial Mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996, Limites
Méaximos Permisibles de Contaminantes en las descargas de Aguas Residuales en

Aguas y Bienes Nacionales (D. O. F. el 6 de enero de 1997); los Criterios Ecoldgicos

82




de Calidad del Agua CE-CCA- 001/89; y los Indicadores de la Calidad del Agua en
México de CONAGUA.

Tabla 9. Resultados del andlisis fisicoquimico del agua de la Laguna de Mandinga

con relacion a diferentes normas vigentes y aplicables.

ANALISIS FISICOQUIMICO DEL AGUA DE LA LAGUNA DE MONITOREO DE LA | NOM-001-SEMARNAT-1996: LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES DE | CRITERIOS ECOLOGICOS DEL
MANDINGA CALIDAD DEL AGUA | CONTAMINANTES EN LAS DESCARGAS DE AGUAS RESIDUALES EN | CALIDAD DEL AGUA (CE-CAA-
(CONAGUA) AGUAS Y BIENES NACIONALES. 001/89)
AGUA SUPERFICIAL AGUAS COSTERAS
e, Ira. Visita | 2da. Visita (RiOS, EXPLOTACION RGN e — PROTECCION VIDA ACUATICA: AGUA
(30/03/17) | (1/11/17) | ARROYOS,LAGOS, PESQUERA MARINA (AREAS COSTERAS)
LAGUNAS, PRESAS Y P.M. P.D. P.M. P.D. P.M. P.D.
Condiciones | Condiciones
Temperatura 2C 26.8 26.6 - 40 40 40 40 naturales | naturales Condiciones naturales + 1.5

+15 +15

No podra haber variaciones mayores
PH 8.04 7.68 - - - - - - - a 0.2 unidades de pH, tomando como
base el valor natural estacional

Conductividad (mS/cm) 38.4 12.68
Cloro libre (mg/L) 0.058 0.062
Hierro (mg/L) 50.33 111
Sulfato (mg/L)
50,2 1200 500
Nitrato (mg/L)
NOs~ 57.2 0.75 - - - - - - - 0.04
Calcio (mg/L)
cat 171.66 113.34
Magnesio (mg/L) 668.66 72.5
Fosfatos (mg/L)
PO 0.151 0.378 - - - - - - - 0.002
Fosforo (mg/L) 0.05 0.135 . - B . : 5 10 “Fosforo 0.05 - 1 me/L
*Fosfatos totales 0.05 - 0.25 mg/L
Niquel (mg/L) 0.148 0.021 - 2 4 2 4 2 4 0.008

200 fuertement
DQO (mg/L) 2350.21 460 >200luertemente | g 200 75 150 75 150
contaminada

DBOS (mg/L) 0.746 165 > 30, contaminada

SDT - 7900 > 2,000 salobre

En la tabla anterior se resaltan en rojo los parametros fisicoquimicos analizados que
sobrepasan los niveles méaximos permisibles de la legislacion vigente y aplicable,
estos fueron los sulfatos y fosfatos, los cuales podrian estar asociados con practicas
agricolas (uso de fertilizantes, plaguicidas, desechos de animales, etc.), descargas
de aguas domésticas y el empleo de productos quimicos (detergentes, fosfatos
hidrosolubles y aditivos alimenticios) (Casas, 2017; CEMDA, 2012; CONABIO,
2011; Flores y col., 2011; Lara y col., 2009; Miller, 2007; Paniagua y col., 2018).

De igual forma, la demanda bioldgica de oxigeno (DBOs) y la demanda quimica de

oxigeno (DQO), rebasaron los niveles maximos permisibles en las muestras
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tomadas, lo que podria indicar que la cantidad de materia organica que se incorpora
al cuerpo lagunar superan las funciones de regulacion y mantenimiento del
ecosistema. La DQO alta también sugiere posible contaminacion por compuestos
organicos persistentes en la Laguna de Mandinga (Aragén, Castafieda, Barba,

Monreal, y Sanchez, 2017; Botello, Calva, y Ponce, 2001; Paniagua y col., 2018).

Por otro lado el niquel que se considera una sustancia toxica se encontré durante
el analisis del agua, el cual puede estar ligado a las operaciones de dragado que se
realizan en la laguna (ya que reincorporan los sedimentos suspendidos al cuerpo
de agua, ocasionando la resuspension de compuestos toxicos, la oxidacion de los
sulfuros y la liberacion de metales) (Cruz, Rocha y De la Cruz, 1980; De la cruz,
1985; Lara y col., 2009; Manahan, 2007; Olguin, Hernandez y Sanchez, 2007); la
descarga de residuos industriales (fabricacion de baterias, joyas e intercambiadores
de calor); y la deposicion de particulas o compuestos volatiles provenientes de
fuentes moviles (plantas de energia que utilizan combustibles fésiles e
incineradores de residuos) (ATSDR, 2017; Cervantes, 1997; CONABIO, 2011;
Farias, 1991; Guzman y col., 2009; Lara y col., 2009; Lépez, Tinoco, Pérez y
Velasco, 1992; Lépez y col., 2011; Lopez y col., 2012; Paniagua y col., 2018).

9.1.2 Identificacion de la presencia de hidrocarburos aromaticos policiclicos

(HAPs) utilizando el Método EPA 610: Polynuclear Aromatic Hydrocarbons.

Primeramente, se implementé el Método EPA 610: Polynuclear Aromatic
Hydrocarbons, a través de estandares de los 15 HAPs y utilizando el equipo HPLC-
UV. La figura 12 muestra el cromatograma obtenido de la mezcla de los 15
estandares de los HAPs analizados (concentracion de la mezcla 7.5 mM), donde el

namero de picos corresponde al nimero de componentes de la mezcla.
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Composicién Columna
HAPs
254nm Acetonitrilo Acido Fosférico Gradiente 1.8 Luna C18(2) #5um, Length 250 1.Naftaleno

pH 2 mL/min mm, ID 4.6 mm, 100 A 2 Acenaftileno
3.Acenafteno

4.Fluoreno

5.Fenantreno

b.Antraceno

7.Fluoranteno

8.Pireno

40 9.Benzo(a)antraceno
10.Criseno
11.Benzo(b)fluorantenc
12.Benzo(k)fluoranteno

10 13.Benzo(a)pireno

5 8 14.Dibenzola,c)antraceno

9 13 15.Perileno

30

mv

Tiempo (min)

Figura 12. Cromatograma de los 15 HAPs analizados por el Método EPA 610:

Polynuclear Aromatic Hydrocarbons.

Posteriormente, una vez implementado el método EPA 610: Polynuclear Aromatic
Hydrocarbons, se identificé la presencia de HAPs en muestras de agua de la Laguna
de Mandinga. Los HAPs se separaron de la muestra de agua por medio una
extraccion liquido-liquido. La figura 13, ilustra el cromatograma resultante de los
HAPs extraidos del agua de Mandinga contra el cromatograma obtenido de los 15
estandares de los HAPs analizados durante la implementacién del método. Se
puede observar algunas diferencias entre las areas de los picos de los HAPs de la
muestra real y las areas de los picos de los estandares, esto se debié a que la
concentracion de los estandares fue significativamente alta con respecto a la
concentracion de los HAPs encontrados en las muestras de agua de la Laguna de
Mandinga. Sin embargo, es necesario confirmar posteriormente por otra técnica
analitica la naturaleza de estos compuestos detectados con el método aplicado. De
acuerdo con el estudio de Botello y col. (2001), las concentraciones evaluadas en

la Laguna de Mandinga van de 2.2 a 18.2 ug/g de sedimento, lo que indica que las
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concentraciones en agua (solubles y en suspension) deberan ser al menos un orden

de magnitud menor.

Composicién Columna
254nm Acetonitrilo Acido Fosférico Gradiente 1.8 Luna C18(2) #5um, Length 250
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Figura 13. Cromatograma de HAPs en muestra de agua de la Laguna de

Mandinga contra cromatograma de estandares de los 15 HAPs.

9.2 Pruebas de oxidaciéon enziméatica de HAPs

9.2.1 Determinacion de la capacidad de oxidacion de los HAPs por la enzima

manganeso peroxidasas en sistemas modelos.

En un primer acercamiento se evalué preliminarmente la capacidad oxidativa de la
enzima manganeso peroxidasa para transformar los HAPs mediante
espectrofotometria de fluorescencia. Se eligio al pireno como HAP modelo y en la
Tabla 10 se pueden observar las condiciones de reaccion de los ensayos Yy los

correspondientes porcentajes de conversion.
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Tabla 10. Oxidacion del pireno por la manganeso peroxidasa en ensayos

preliminares.

Amortiguador

pH4 Malonato de mM 41 41
Sodio
MnSO4 mM 1.1 1.1
Isopropanol % 5 5
Pireno en UM 20 20
Isopropanol
H202 mM 2.0 0.5
MnPO Unidades 449 014
Enzima
% CONVERSION 39.04 73.3

9.2.2 Efecto de las variables de reaccion en la transformacién biocatalitica de

HAPs en sistema modelo.

Con el proposito de optimizar la conversién de los HAPs se elaboré un Disefio
Factorial Completo de efectos principales (Tabla 11). El pireno se utiliz6 como HAP
modelo y el porcentaje de conversion del pireno se emple6 como la variable
respuesta. Como puede observarse, las conversiones alcanzadas son claramente
dependientes de las condiciones de reaccion, con un valor menor de conversion de

6.6% (ensayo numero 21), y un maximo de 88.5 % (ensayo namero 20).

La relacion entre la conversion y las variables independientes se ajusté a un modelo

de regresion lineal multiple (Ecuacion 4), que se muestra a continuacion:

% Conversion = 35.15 — 14.20 pH — 15.53 Temp — 0.62 Tiempo + 10.55 pH * Temp E 5 4
cuacion 4.
+ 3.03 pH * Tiempo — 4.12 Temp * Tiempo + 5.53 pH * Temp * Tiempo
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Tabla 11. Aplicacién del Disefio Factorial Completo 23 para optimizar las

condiciones de oxidacion del pireno por la enzima manganeso peroxidasa.

7 1 1 4.5 30 30 6.986
20 2 1 6 30 10 12.921
22 3 1 6 19 30 22.516
13 4 1 4.5 19 30 85.449
2 5 1 6 19 10 16.129
19 6 1 4.5 30 10 12.876
18 7 1 6 19 10 35.326
16 8 1 6 30 30 24.877
23 9 1 4.5 30 30 16.275
14 10 1 6 19 30 21.945
17 11 1 4.5 19 10 74.757
4 12 1 6 30 10 10.622
11 13 1 4.5 30 10 84.164
10 14 1 6 19 10 23.344
9 15 1 4.5 19 10 65.955
3 16 1 4.5 30 30 12.688
5 17 1 4.5 19 10 70.363

1 18 1 4.5 19 10 67.589
12 19 1 6 30 30 12.905

[ 21 20 1 4.5 19 30 88.489
15 21 1 4.5 30 30 6.667
6 22 1 6 19 30 36.304
24 23 1 6 30 30 13.604
8 24 1 6 30 10 20.891

El estudio del efecto de cada factor sobre la variable respuesta, asi como el efecto

de las interacciones entre factores sobre dicha variable, se realiz6 utilizando el

software Minitab 17, los resultados del andlisis de varianza se pueden ver a

continuacion en la Tabla 12.
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Tabla 12. Andlis de Varianza del Disefio Factorial Completo 23 .

Analisis de Varianza

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 7 14671,0 2095,86 8,22 0,000
Lineal 3 10638,1 3546,04 13,91 0,000
pH 1 48415 4841,46 19,00 0,000
Temp 1 5787.,4 5787,41 22,71 0,000
Tiempo 1 9,3 9,26 0,04 0,851
Interacciones de 2 términos 3 3298,5 1099,51 4,31 0,021
pH*Temp 1 2671,3 2671,30 10,48 0,005
pH*Tiempo 1 220,2 220,16 0,86 0,366
Temp*Tiempo 1 407,1 407,07 1,60 0,224
Interacciones de 3 términos 1 734.,4 734,36 2,88 0,109
pH*Temp*Tiempo 1 734,4 734,36 2,88 0,109
Error 16 4077,9 254,87
Total 23 18749,0
Resumen del modelo
S R-cuad. R-cuad.
15,9647 78,25%

El R? (0.78) indica un ajuste adecuado al predecir con un 78% de certeza la
respuesta del modelo. El andlisis de varianza indica también lo apropiado del
modelo (valor de p 0.000, Tabla 12).

Los resultados también se pueden analizar con la grafica de efectos principales y la
grafica de interaccion (medias ajustadas) para la conversion (Figuras 14). En la
figura 14 (a) podemos observar que las variables pH y temperatura tienen fuerte
efecto sobre la conversiéon (p = 0.000, Tabla 12), mientras que el tiempo de reaccién
por el contrario no tiene un efecto significativo (p = 0.851, Tabla 12). En cuanto a
las interacciones, en la figura 14 (b) se puede advertir que la interaccion pH-—
Temperatura tiene un efecto significativo sobre la conversion (p = 0.005, Tabla 12),
mientras que las demas interacciones de dos y tres términos no tienen un efecto
significativo en la conversion (p > 0.109, Tabla 12). Ademas, podemos apreciar que

el mayor porcentaje de conversion se obtiene a un pH bajo (4.5) y temperatura baja
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(20 °C) sin que el tiempo de reaccion influya en el porcentaje de conversion (figura
14 b).
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Figura 14. Graficas de efectos principales (a) y de interaccion (b) para la

Conversion de HAPs por la manganeso peroxidasa.
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Conforme a los resultados obtenidos del modelo de regresion lineal, las condiciones
Optimas para la degradacién del pireno por la enzima manganeso peroxidasa
fueron: pH: 4.5, Temperatura: 20 °C y Tiempo de reaccion: 30 minutos.

Sin embargo, dado que en la laguna solo podria controlarse el tiempo de reaccion,
y con el propdsito de conocer a mas detalle el efecto de las condiciones de reaccion,
se hicieron cambios de pH y temperatura en el sistema modelo de reaccion. La
grafica 1, muestra la velocidad de reaccién de la enzima manganeso peroxidasa a
diferentes pH (con diferentes amortiguadores); puede observarse que la velocidad
de reaccion més alta se logra a pH 3 (17.9 uM/min), lo que significa que la enzima
tiene una mayor actividad catalitica en medio acido, a pH 4.5 (condicion éptima de
acuerdo con el modelo estadistico) se observa una velocidad de reaccion de 9.376
uM/min, esta velocidad representa aun alta actividad catalitica en la conversion de
HAPSs.
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Gréfica 1. Velocidad de reaccion de la enzima manganeso peroxidasa a diferentes

pH en sistemas modelos de reaccién (Elaboracion propia, 2018).
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De igual forma se evaluo la actividad catalitica a diferentes temperaturas, la grafica
2 muestra las diferentes velocidades de reaccion de la enzima a diversas
temperaturas de reaccién (20 °C a 40 °C). Para dicha evaluacion se utilizé el
amortiguador a pH 3, ya que fue el que presenté mejor actividad catalitica en las
pruebas de pH. Se puede observar que a 20 °C y a 25 °C la actividad catalitica es
mayor, y que a partir de los 35 °C hay una disminucién pronunciada de la actividad
catalitica. Este efecto de la temperatura se considera realmente bueno ya que la
temperatura promedio anual en la Laguna de Mandinga es de 25.5 °C (Lara y col.,
2009). Por otro lado, el pH tiene un efecto contrario a lo esperado, ya que la actividad
catalitica mas alta se logr6 a un pH &acido, y en los muestreos realizados el pH
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registrado en la laguna fue de 7.6 a 8.0, lo que resulta en una disminucion de la

actividad catalitica esperada.

Gréfica 2. Velocidad relativa de reaccion de la enzima manganeso peroxidasa a
diferentes Temperaturas en sistemas modelos de reaccion (Elaboracion propia,
2018).
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A continuacion se realizaron nuevos ensayos de oxidacion enzimatica en el sistema
modelo de reaccién (amortiguador de malonato de sodio pH 4.5, mezcla de HAPs
0.125 uM, 25 uM H202 y 0.69 UE), en diferentes tiempos de reaccion (10, 15y 30
minutos) y a 20 °C; la mayor conversion obtenida (79.29 %, obtenido por el cambio
en la intensidad de fluorescencia en la longitud de maxima emision) fue a un tiempo
de reaccion de 10 minutos, confirmando que no existe un efecto considerable del
tiempo de reaccion en la conversion de los HAPs en mezcla. La figura 15 muestra
el espectro de fluorescencia obtenido de la mezcla de los 15 HAPs (estandares)
antes y después del tratamiento biocatalitico en un tiempo de reaccion de 10

minutos.

93



120 -

100 -

Mezcla HAPs

Mezcla HAPs + MnP
60 -

Intensidad (u.a.)

20 -

O T T T T
300 350 400 450 500 550 600
Longitud de Onda (nm)

Figura 15. Espectro de fluorescencia de la mezcla de HAPs antes y después del

tratamiento biocatalitico.

Asimismo, la Tabla 13 expone las diferentes temperaturas a las que se llevo a cabo
la reaccion de oxidacion por la enzima manganeso peroxidasa, esto con el propdsito
de conocer como las diferentes temperaturas ambientales del cuerpo de agua de la
Laguna de Mandinga podrian influir en la conversion catalitica (temperatura
promedio anual 25.5 °C) (Lara y col., 2009). Los resultados obtenidos demuestran
qgque a temperatura ambiental (temperatura no controlada) la eficiencia de la

conversion catalitica no se ve afectada.
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Tabla 13. Cambios de Temperatura de reaccion en la oxidacion enzimatica de la

mezcla de HAPs en sistemas modelo.

20 30 79.293
20 15 77.222
20 10 74.039
Ambiental * 30 83.930
Ambiental * 15 83.383
Ambiental * 10 82.270
25 30 80.104
25 15 81.420
25 10 79.353

* Temperatura del laboratorio a lo largo del experimento (fluctuacion de 18 a 25 °C)

9.2.3 Determinacion de la conversion catalitica de la mezcla de HAPs por la
enzima manganeso peroxidasa en el sistema modelo de reaccidén determinada

por Cromatografia Liquida de alta resolucién (HPLC).

Posteriormente se realizd una prueba para determinar la capacidad oxidativa de la
manganeso peroxidasa, la cual se monitoreé por HPLC-UV y se empleé al
antraceno como HAP modelo (mejor resolucién mostrada por la columna), el
porcentaje de conversion obtenido fue de 85.27 %. La figura 16 muestra el
cromatograma obtenido de la oxidacion catalitica del antraceno, se puede observar
la aparicion de un producto de reaccion con menor tiempo de retencion (pico en el
minuto 4), lo cual indica que el producto de oxidacién es menos hidrofoébico, como
ha sido reportado en la literatura (Hellou y Leonard, 2004; Kadri y col., 2016; Sudip,
Singh, y Jain, 2002). El hecho de tener una menor hidrofobicidad repercute en una

mayor disponibilidad y biodegradabilidad, asi como también en una menor toxicidad
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(Husain y col., 2008; Penning, 2014). Entre los compuestos oxidados reportados se
encuentran las antraquinonas, el Antraceno trans-1,2-Dihidrodiol 1-Antrol, el 9,10-
Antraquinona, y Ftalatos, Glucurénidos, sulfatos y xilosidos conjugados de
productos intermedios hidroxilados (Haritash y Kaushik, 2009; kadri y col., 2017).
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Figura 16. Cromatograma de oxidacion catalitica de Antraceno por manganeso

peroxidasa

Posteriormente, se determind de la capacidad de oxidacion de la mezcla de HAPs
por la enzima oxidativa manganeso peroxidasa empleando el equipo HPLC-UV. Las
condiciones aplicadas fueron las obtenidas del modelo de estadistico (20 °C y 30
minutos de reaccion), y el sistema modelo de reaccidn consistié de amortiguador de
malonato de sodio pH 4.5 con la mezcla de los HAPs a 0.125 pM; este sistema se
sometid a oxidacion adicionando 25 pM de H202 y 0.69 UE. Una vez completada la
reaccion, los productos de reaccion se extrajeron siguiendo el Método 610 de la
EPA para Hidrocarburos Aromaticos Polinucleares. Las conversiones individuales
de la mezcla de HAPs obtenidas de la oxidacidon enzimatica por la manganeso

peroxidasa se detallan en la Tabla 14, como puede observarse la oxidacion varia
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entre cada HAP (conversiones de 0 a 140 %), esto se debe a la estereoquimica de
cada compuesto, el potencial de ionizacién y la hidrofobicidad (entre mayor tamafio
tenga la molécula, seran més hidrofdbicos, por lo que probablemente no ingresen
al sitio activo de la enzima para lograr la reaccion) (Haritash y Kaushik, 2009;
Hofrichter, 2002). Debe destacarse que los HAPs que presentan mayor porcentaje
de conversion, son los compuestos con mayor numero de anillos arométicos y, por
lo tanto, los mas recalcitrantes (Jacob, 2008; Tobiszewski y Namiesnik, 2012). Para
el caso del fenantreno la conversion del 140% pudo deberse a que uno o mas de
los productos de la oxidacion enzimatica de los HAPs eluyen durante el mismo

tiempo de retencion de este compuesto.

Tabla 14. Conversion catalitica de la mezcla de HAPs por la enzima manganeso

peroxidasa en el sistema modelo de reaccion.

HAP % Conversion
Naftaleno 0,0
Acenafteno 0,0
Acenaftileno 90,8
Fluoreno 0,0
Fenantreno 140,8
Antraceno 97,8
Fluoranteno 60,7
Pireno 0,0
Benzo(a)antraceno 31,4
Criseno 34,8
Benzo(b)fluoranteno 16,1
Benzo(k)fluoranteno 85,9
Benzo(a)pireno 0,0
Dibenzo(a,c)antraceno 0,0
Perileno 0,0
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9.2.4 Determinacidon de la conversidn catalitica de la mezcla de HAPs por la
enzima manganeso peroxidasa en muestras de agua de la Laguna de

Mandinga determinada por Cromatografia Liquida de alta resolucién (HPLC).

Se determiné de la capacidad de oxidacion de la mezcla de HAPs por la enzima
oxidativa manganeso peroxidasa en agua real de la Laguna de Mandinga
empleando el equipo HPLC-UV. Las condiciones aplicadas fueron las obtenidas del
modelo de estadistico (pH 4.5, temperatura de 20 °C y 30 minutos de reaccion), y
el sistema de reaccion (1mL) consistié principalmente en agua de la Laguna de
Mandinga con la mezcla de los 15 HAPs a una concentracién de 1.5 uyM en
isopropanol al 15% (v/v), adicionados intencionalmente para obtener una sefal
adecuada en el equipo HPLC-UV. Una vez completada la reaccién, los productos
de reaccion se extrajeron siguiendo el Método 610 de la EPA para Hidrocarburos
Aromaticos Polinucleares. Las conversiones individuales de la mezcla de HAPs
obtenidas de la oxidacion enzimatica por la manganeso peroxidasa se expresan en
la Tabla 15, en donde puede apreciarse que la oxidacion catalitica en agua real
(Laguna de Mandinga) obedece a lo obtenido en sistemas modelo, los compuestos
con mayor porcentaje de conversion son los que tienen mayor numero de anillos
aromaticos y por lo tanto los mas recalcitrantes. En el caso del criseno la conversién
del 147% pudo deberse a que uno o mas de los productos de la oxidacion
enzimatica de los HAPs presentes en las muestras de agua, eluyen en el mismo

tiempo de retencion de este compuesto.
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Tabla 15. Conversion catalitica de la mezcla de HAPs por la enzima manganeso

peroxidasa en muestras de agua de la Laguna de Mandinga.

HAP % Conversion
Naftaleno 0,0
Acenafteno 0,0
Acenaftileno 0,0
Fluoreno 0,0
Fenantreno 51,0
Antraceno 58,0
Fluoranteno 4,6
Pireno 2,7
Benzo(a)antraceno 14,5
Criseno 147,0
Benzo(b)fluoranteno 12,3
Benzo(k)fluoranteno 20,9
Benzo(a)pireno 42,3
Dibenzo(a,c)antraceno 12,8
Perileno 0,0

9.3 Pruebas toxicoldgicas.

9.3.1 Evaluacion Dosis-Efecto de los HAPs en el desarrollo embrionario del

erizo de mar “Lytechinus pictus”.

Para evaluar la toxicidad de los HAPs y de sus productos de oxidacion enzimatica
en organismos acuaticos se utiliz6 embriones de erizo de mar (Lytechinus pictus)
como organismos modelos experimentales. Estos fueron proporcionados por la
Universidad de California Bodega Marine Laboratory, Estados Unidos. La
evaluacion toxicologica se efectué durante el desarrollo embrionario del erizo de
mar en dos tiempos distintos de inicio de exposicion: 45 min después de la
fertilizacion (post-fertilizacion) (A); y estadio de blastula ciliada (post-eclosion, 16
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horas después de la fertilizacion) (B). Con los resultados obtenidos se elaboraron
las curvas dosis-respuesta del antraceno, fenantreno y pireno (HAPS) con los dos
tiempos distintos de inicio de exposicion (figura 17).
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Figura 17. Curvas dosis-respuesta del antraceno, fenantreno y pireno (HAPS)
durante el desarrollo embrionario de erizos de mar (Lytechinus pictus) en dos

tiempos distintos de inicio de exposicion: post-fertilizacion (A) y post-eclosion (B).

Con ayuda del programa GraphPad Prism 6 se determiné la concentracién media
efectiva (CEso) y la bondad de ajuste (R?) de las curvas dosis-respuesta en el
desarrollo embrionario de erizos de mar (Lytechinus pictus) expuestos a antraceno,
fenantreno y pireno (HAPSs), con dos tiempos distintos de inicio de exposicién (Post-
fertilizacion y Post-eclosién). La Tabla 16 presenta el resumen del analisis
estadistico, se puede observar que el efecto de los HAPs fue mayor cuando los
embriones se expusieron 45 minutos después de la fertilizacion (post-fertilizacion),
ya que a concentraciones menores los embriones de erizo de mar resultaron ser

mas sensibles al téxico (HAPS).
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Tabla 16. Concentracion media efectiva (CEso) y bondad de ajuste (R?) de las
curvas dosis-respuesta del antraceno, fenantreno y pireno (HAPS) durante el
desarrollo embrionario de erizos de mar (Lytechinus pictus) en dos tiempos

distintos de inicio de exposicion (post-fertilizacion y post-eclosion).

Compuesto Inicio de exposicion

Post-fertilizacion Post-eclosion

CEso (ppb) R2 CEso (ppb) R2
Antraceno 604 0.837 759 0.737
Fenantreno 331 0.921 849 0.808
Pireno 403 0.965 534 0.861

9.3.2 Evaluacion morfolégica del efecto de los productos de oxidacién
enzimatica de HAPs por la manganeso peroxidasa en el desarrollo

embrionario del erizo de mar “Lytechinus pictus”.

Los resultados obtenidos de la concentracion media efectiva (CEso) del antraceno,
fenantreno y pireno en embriones de erizo de mar (Lytechinus pictus) evidenciaron
qgue el tiempo de exposicion inicial post-fertilizacion es el tiempo en el cual los
embriones de erizo de mar resultaron ser mas sensibles. Por este motivo se decidié
evaluar morfolégicamente el efecto de los productos de oxidacion enzimatica de los
HAPs transformados por la manganeso peroxidasa en dicho tiempo inicial de

exposicion.

Una concentracion de 1000 ppb (claramente mayor que la concentracion media
efectiva de cada HAP), se eligi6 como la concentracion de exposicion de los
bioensayos. La evaluacion morfolégica consistio en determinar el porcentaje de
embriones de erizo de mar que se desarrollaron normalmente (sin alteraciones
morfolégicas como exogastulacion o vegetacion) en los bioensayos. Las Tablas 17
y 18 muestran los resultados obtenidos, se puede observar que los embriones

expuestos a los productos de oxidacion enzimatica de los HAPs tienen un
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porcentaje de desarrollo normal por encima del 75 %, esto demostré que la toxicidad
de los productos de oxidacion enzimética de los HAPs (antraceno, fenatreno y
pireno oxidados por la MnP) resulté menor que la toxicidad de los HAPs (antraceno,

fenantreno y pireno) sin transformar.

Tabla 17. Porcentaje de desarrollo normal de los embriones de erizo de mar
(Lytechinus pictus) expuestos a HAPs sin transformar y a HAPs tratados

enzimaticamente con manganeso peroxidasa.

Producto de

. % . %
HAP sin oxidacion
Desarrollo - Desarrollo
transformar enzimatica
normal normal
(HAP + MnP)

Antraceno 40 Antraceno + MnP 78.3
Fenantreno 18 Fenantreno + MnP 85.7
Pireno 34 Pireno + MnP 75.5
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Tabla 18. Efecto morfoldgico en el desarrollo embrionario del erizo de mar
(Lytechinus pictus) expuestos a HAPs sin transformar y a HAPs tratados

enzimaticamente con manganeso peroxidasa.

Tratamientos a los que se expusieron los embriones de erizo de

HAPs transformados

Control (disolvente) HAPs sin transformar .
con la enzima MnP

Antraceno + MnP

; ien MnP

Control Fenantreno antreno + MnP
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10. CONCLUSIONES.

Los resultados obtenidos demuestran que la oxidacion enzimatica es
potencialmente util como una herramienta tecnoldgica sustentable de tratamiento
ya que mejora la calidad del agua al reducir la toxicidad de los HAPs. La
problematica ambiental alrededor de la Laguna de Mandinga abarca varios
fendbmenos y mudltiples factores, por lo que las propuestas tecnoldgicas de

remediacion no son suficientes, pero si necesarias para resolver el problema.

Las medidas preventivas por otro lado son una fuerte estrategia (para la solucién
del problema), en el ambito politico la creacion de nuevos instrumentos legales y la
mejora de los existentes (marcos normativos menos flexibles y mas completos)
favoreceria la reduccion de la carga de contaminantes y por consecuencia los
tratamientos serian mas efectivos. Ademas de que la salud del ecosistema y de la

poblacién se veria mejorada.

Desde la perspectiva de desarrollo econémico y social es necesario realizar un
analisis profundo durante la toma de decisiones, para esto es recomendable el
empleo de herramientas (evaluacion del impacto ambiental con un enfoque
ecosistémico) que faciliten el entendimiento de los impactos que las actividades
antrogénicas pueden causar en el ambiente y en el funcionamiento ecoldgico de los
ecosistemas. Asimismo, es necesario desarrollar la infraestructura necesaria para
el control, monitoreo y evaluacion de los cambios ecoldgicos y de las condiciones
sociales del area de problematizacién. El vinculo transectorial e interdisciplinario
entre la academia, las autoridades, la iniciativa privada y los actores sociales sera

necesario para llegar a la solucion del problema.
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