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RESUMEN

Los procesos existentes para el tratamiento de aguas residuales han demostrado ser
ineficaces para la remocion de contaminantes emergentes (CE), como es el caso de la
carbamazepina (CBZ). Este compuesto es empleado como analgésico, principalmente para el
control de enfermedades como la epilepsia y depresion. Sin embargo, pese a su aplicacion
clinica, es clasificado como un contaminante emergente, persistente y teratogénico (Ferrer et
al. 2001), cuya presencia ha sido reportada en aguas residuales de tipo industrial, en
concentraciones hasta de 10 mg/L (Laera et al. 2011). De forma que, es posible establecer
que la contaminaciéon del agua con CBZ es una problematica cuya solucién es de suma
importancia. Derivado de lo anterior, en la presente investigacion se evalud la remociéon de
CBZ utilizando un sistema de tratamiento no convencional integrado por un biofiltro (empacado
con sustratos organicos e inorganicos y micelio de P. ostreatus) acoplado a un humedal (con
Equisetum hyemale). Se emple6 agua residual farmacéutica sintética (ARFS) y 25 mg/L de
CBZ, la bioremocién y mineralizacion se determinaron mediante las técnicas de Cromatografia
de Liquidos de Alta Eficiencia (HPLC) y, andlisis de Carb6on Orgéanico Total (COT); el modo de
operacion de los biofiltros fue por lotes, con ciclos de 24 horas sin ARFS aireado y 24 de
inundado. Igualmente, se caracteriz6 la adsorcion de los sustratos empleados (tezontle y paja
de trigo), con la finalidad de terminar el nivel de influencia en los procesos de remocion de
CBZ. Los resultados mostraron una biodegradacion del 37.02% (CI. 28.36 mg/l) en presencia
de P. ostreatus en agua residual sintética (ARS) in vitro; en condiciones de aireacion continua
se obtuvo una biodegradacion del 37.02%, y en condiciones facultativas se obtuvo una
reduccion del 30% (CI 7.11 mg/L); con lo que es posible determinar que P. ostreatus tiene la
capacidad de biodegradar CBZ bajo estas condiciones. En tanto a las cinéticas de adsorcion,
demostraron que después de siete horas transcurridas, se lograba el equilibrio de la
concentracion de CBZ (= 14.33 mg/L y 9.17 mg/L) entre las fases agua-sustrato (Cl de 25
mg/L). Se realizaron isotermas de adsorcion y desorcién de CBZ en contacto con paja y por
separado con tezontle, en donde los resultados obtenidos concluyen que el tezontle desorbe
la CBZ mas r4pido de lo que lo adsorbe, en contraste con la paja. El sistema acoplado
demostro tener la capacidad de remocion de un 84% de la carga total de CBZ (42.7% en el
biofiltro y 38.9% en el humedal).



ABSTRACT

The existing processes for the treatment of wastewater have proven to be ineffective for the
removal of emerging pollutants (EC), as is the case of carbamazepine (CBZ), this compound
is used as an analgesic, mainly for the control of diseases such as epilepsy and depression.
However, despite its clinical application, it is classified as an emerging, persistent and
teratogenic pollutant (Ferrer et al. 2001), whose presence has been reported in industrial
wastewater, in concentrations up to 10 mg / L (Laera et al. al. 2011). Thus, it is possible to
establish that contamination of water with CBZ is a problem whose solution is of the utmost
importance. Derived from the above, in the present investigation the removal of CBZ was
evaluated using a non-conventional treatment system integrated by a biofilter (packed with
organic and inorganic substrates and mycelium of P. ostreatus) coupled to a wetland (with
Equisetum hyemale). Synthetic pharmaceutical wastewater (ARFS) and 25 mg/ L of CBZ were
used, bioremovement and mineralization were determined by High Efficiency Liquid
Chromatography (HPLC) and Total Organic Carbon (TOC) analysis; the biofilters operating
mode was batch, with cycles of 24 hours without aerated ARFS and 24 hours of flooded.
Likewise, the adsorption of the substrates used (tezontle and wheat straw) was characterized,
to determine the level of influence in the CBZ removal processes. The results showed a
biodegradation of 37.02% (Cl. 28.36 mg / I) in the presence of P. ostreatus in synthetic
wastewater (ARS) in vitro; under continuous aeration conditions a biodegradation of 37.02%
was obtained, and under facultative conditions a reduction of 30% was obtained (Cl 7.11 mg
/L); with which it is possible to determine that P. ostreatus has the ability to biodegrade CBZ
under these conditions. Regarding the adsorption kinetics, they showed that after seven hours
elapsed, the equilibrium of the CBZ concentration (= 14.33 mg/ L and 9.17 mg/L) was achieved
between the water-substrate phases (Cl of 25 mg /L). Adsorption and desorption isotherms of
CBZ were carried out in contact with straw and separately with tezontle, where the results
obtained conclude that the tezontle desorbs the CBZ faster than it adsorbs it, in contrast to
straw. The coupled system proved to have the removal capacity of 84% of the total CBZ load
(42.7% in the biofilter and 38.9% in the wetland).
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El desarrollo de nuestra sociedad ha generado un elevado coste ambiental, por ende, la
necesidad de ampliar cada vez mas el conocimiento sobre los complejos mecanismos que
tienen la interaccion humana con el ambiente en donde se desarrolla. Con las consecuencias
cada vez mas notorias del dafio que estamos causando, la sociedad se esta sensibilizando
y actualmente todas las ciencias ambientales se han vuelto un importante campo de
investigacion. Es por eso por lo que, en los Ultimos afos, se han desarrollado y aplicado a
nivel mundial tecnologias que ayuden a minimizar el impacto ambiental ocasionado por los
desechos sélidos, liquidos y/o gaseosos, que son generados por las actividades humanas
(Garcia-Rodriguez, 2009).

La contaminacion de aguas superficiales por compuestos emergentes y persistentes como
los productos farmacéuticos es producida debido a que éstos se introducen en el ambiente
a través de la excrecién humana, la mal eliminacion de los productos no utilizados y por el
uso en el sector agricola o pecuario (Poyton y Vulpe, 2009). Estos residuos farmacéuticos
son transportados al ciclo del agua por diversas rutas: la principal son las plantas de
tratamiento ya que actian como una puerta de entrada de estos productos a los cuerpos de
agua (Gil et al., 2012) y debido a que, actualmente, los procesos establecidos de tratamiento
de aguas residuales convencionales, han resultado ineficientes para la remocion de
contaminantes emergentes como los farmacos, entre los cuales se puede mencionar la
Carbamazepina (CBZ), que es un compuesto utilizado para el control de enfermedades como
la epilepsia, depresion y como analgésico. En 2008 se estimé que a nivel mundial se
consumieron alrededor de 1000 toneladas de este farmaco (Zhang, 2008), de las cuales entre
el 2-3% son excretadas del cuerpo humano sin metabolizar (Protasio, 2005), encontrando
concentraciones hasta de 10 mg/L en aguas residuales (Laera et al., 2011). La CBZ esta
catalogada como un contaminante emergente, persistente y teratogénico (Ferrer et al., 2001)
y ecotoxico lo que prioriza la importancia de eliminarlo de los sistemas acuaticos mediante el
desarrollo de biotecnologias innovadoras que permitan su degradaciéon de una forma
eficiente.

Investigaciones anteriores establecieron los precedentes acerca de que es posible la
remocion de CBZ hasta un 63.8% con una concentracion inicial de 100 mg/L (Jiménez, 2017),
mediante el uso de hongos de podredumbre blanca (HPB), especificamente Pleurotus

ostreatus. De igual manera se ha evaluado la remociéon de CBZ mediante el uso de
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humedales hibridos teniendo una eficiencia de remocion de 43% a partir de una
concentracion inicial de 25 pg/L (Tejeda, 2015).

De acuerdo con los antecedentes mencionado se propone como objetivo principal de este
proyecto la remocién de CBZ que esta presente en el agua residual sintética farmacéutica

mediante el acoplamiento de un sistema biofiltro-humedal.
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO
2.1 CONTAMINACION DE AGUA

En los Ultimos afios la ciencia ha realizado distintas investigaciones respecto al vertido de
desechos liquidos procedentes de actividades urbanas, agroindustriales a los distintos
cuerpos de agua. Esto se ha desarrollado ya que la sociedad estéa consciente de que el agua
es un bien escaso, y de que su correcta gestion depende en gran medida del funcionamiento
de esta.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), considera que el agua esta contaminada cuando
se modifica su composicién o estado natural, a tal grado que pierde las condiciones Optimas
para los usos a los que estaba designada. El agua contaminada presenta alteraciones fisicas
tales como, temperatura, sabor, olor, color, densidad, radioactividad. Algunas de las
alteraciones quimicas pueden ser relacionadas a las concentraciones de sustancias
disueltas, cambios en su composicion, o alteraciones bioldgicas como lo son por organismos
patdbgenos y no patdgenos, que le impiden cumplir sus funciones ecolbgicas (Garcia-
Rodriguez. 2009). Actualmente, solo el 30% de las aguas residuales domésticas reciben
algun tipo de tratamiento.

Por otra parte, la CONAGUA (2018), estima que el 52% del total de los recursos hidricos
superficiales del pais esta muy contaminados, mientras que el 39% esta contaminado de
forma moderada y sélo el 9% es de calidad aceptable.

Existen dos tipos de contaminacion del agua: de manera natural y antropica. Cuando se habla
de un agua contaminada de manera natural es cuando el agua atraviesa por terrenos donde
se encuentran componente de origen natural (sales minerales como calcio, magnesio)
procedentes del contacto del agua con la atmosfera y el suelo. Aunque pueden ser téxicos
para la salud, son compuestos de fécil identificacion y eliminacion (Garcia, 2002).

Por otro lado, el agua contaminada de manera antropica se genera a partir de las actividades
realizadas por los seres humanos, principalmente, durante las actividades industriales el
agua arrastra sustancias que pueden llegar a ser altamente téxicas y peligrosas para el
ambiente y los organismos, aunado a esto, su eliminacion resulta muy dificil y costosa (Solis,
2013).

Los cuerpos de agua naturales tales como lagos, rios y mares, han demostrado que tienen
la capacidad de autolimpiarse sin la intervencion del humano, sin embargo, esta capacidad
de las aguas es limitada debido a que los niveles de autopurificacion estan determinadas por

el volumen de cada cuerpo de agua, la carga microbiana y organismos que viven alli, ademas

13



de las cantidades de contaminantes que lleguen a éstas. Sin embargo, a causa de esta
facilidad de regeneracién y aparente abundancia es habitual el vertido de desechos
industriales y domésticos indiscriminadamente.

Dado que las aguas contaminadas provienen de diferentes fuentes, estas estan compuestas
por particulas que disciernen en tamafio y su composicidén también es distinta. Por tal motivo
es importante tratar el agua de acuerdo con su procedencia, utilizando sistemas que sean

eficaces y autosustentables

2.2 AGUAS RESIDUALES DE ORIGEN FARMACEUTICO
La industria farmacéutica es considerada como un sector de la economia que se dedica de
manera exclusiva a la fabricacién, distribucion, comercializacién y a la preparacion de
productos de origen quimico farmacéutico. En este tipo de industrias se utiliza el agua como
materia prima para los principales procesos, denominada agua de uso farmacéutico, que se
pueden clasificar en tres tipos, agua purificada, agua altamente purificada y agua para
inyeccion (Carpiuc, 2015). Sin embargo, también se utiliza agua en los diferentes procesos
de saneamiento de los equipos, instrumentos, y envases primarios, derivado de esto, se
obtiene agua residual, caracterizada por contener grandes cantidades de residuos de
productos quimicos, como sobrantes de farmacos y/o diferentes detergentes utilizados en la
limpieza (Martinez et al., 2018). Como consecuencia de lo anterior, la Organizacion Mundial
de la Salud (2019), menciona que, a causa de los variados procesos efectuados en la
industria farmacéutica, una gran cantidad de productos quimico-farmacéuticos logran llegar
a los cuerpos de agua, mediante los efluentes de las instalaciones de fabricacion o
produccion. Estos residuos provocan una creciente preocupacion para el publico en general,

ya que pueden llegar a mezclarse con las fuentes de agua potable.

2.3 TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

En la actualidad, los sistemas de tratamiento de aguas residuales convencionales remueven
los contaminantes mediante procesos fisicos, quimicos y biol6gicos, con la finalidad de
obtener un agua limpia y de calidad, de acuerdo con la normatividad vigente.

Existen 4 tipos de tratamiento de aguas residuales I) primario, 1) secundario, Ill) terciario 1V)
no especificado como lo es la oxidacion forzada (CONAGUA, 2018). El tipo de tratamiento
depende directamente del propésito para el cual sea utilizado.

Los tratamientos han tenido un gran avance en la capacidad para remover y/o eliminar
contaminantes, pero algunos de ellos por sus caracteristicas quimicas y fisicas, no pueden

ser removidos por estos sistemas convencionales, debido a que no han sido disefiados para
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tratar estos compuestos, principalmente a causa de su capacidad recalcitrante, toxicidad, sus
bajas concentraciones y por su gran variabilidad. De acuerdo a distintos autores como Clara
et al., (2004) y Loffer et al., (2005), algunas aguas residuales de industrias farmacéuticas
contienen diferentes concentraciones de compuestos farmacos aln después de ser tratadas
por un sistema de tratamiento convencional, el efluente (salida del proceso) presenta una
concentracion similar a la del influente (entrada del proceso), es decir, el farmaco no
experimenta alguna transformacion, por lo que se deja en claro que estos procesos no son

capaces de eliminar este tipo de contaminantes.

2.4 CONTAMINANTES EMERGENTES
En las dltimas décadas la industria se ha expandido de manera considerable, gracias al
descubrimiento de nuevos compuestos y sustancias, las cuales benefician al desarrollo de la
sociedad en general. Para poder producir estos compuestos las industrias hacen uso del
agua que es indispensable en cada etapa durante su proceso, por que interviene
directamente en la produccién o es utilizada simplemente para lavar el material que se ocupa.
A los residuos de esos sistemas se le denomina agua residual, la cual contiene cantidades
importantes de los productos utilizados provocando la contaminaciéon del agua.
Las tecnologias actuales para la remocion de contaminantes se han visto superadas por el
hecho de la presencia de contaminantes nuevos cada vez mas dificiles de remover.
Existe un nuevo grupo de contaminantes que son altamente recalcitrantes y dificiles de
remover del agua, a este grupo se les denomina contaminantes emergentes (CE), los cuales
pueden ser de distintos origenes y naturaleza quimica, cuya presencia en el ambiente, o las
posibles consecuencias de esta, han pasado en gran medida inadvertidas, causando
problemas ambientales y de riesgo para la salud (Gil-Soto, 2012) ademas de no estar
regulados por la legislacion en México (Ramirez et al., 2015).
Dentro del grupo de contaminantes emergentes se encuentran los farmacos que estan
presentes en las aguas superficiales y subterraneas, esto como consecuencia de las
actividades denominadas de consumo, las cuales incluyen: la excrecion (orina, heces) y la
disposicién natural de un amplio espectro de productos quimicos. Este tipo de vias de
contaminaciéon han sido reconocidas como una fuente potencialmente importante de

contaminacioén dispersa no controlada (Becerril, 2009).

15



2.5 FARMACOS EN EL AMBIENTE
La Real Academia Espafiola (2019) define a un farmaco como aquella sustancia que,
administrada interior o exteriormente a un organismao, sirve para prevenir, curar o aliviar una
enfermedad y corregir o reparar las secuelas de estas.
A nivel mundial se consume una gran cantidad de farmacos para la prevencién, diagndstico
y tratamiento de enfermedades no sdélo para humanos sino también de uso veterinario
(Malarvizhi et al, 2011).
Como ya se mencioné anteriormente, la produccion, consumo, asi como el manejo y
disposicién final de los residuos farmacos es una fuente importante de contaminacion
principalmente de sistemas acuaticos, un ejemplo de esto es lo mencionado por Kinney et
al., (2006), mencionan que se han encontrado farmacos en lodos de plantas de tratamiento
de aguas residuales como paracetamol (1400 pg/kg peso seco), carbamazepina (390 pg/kg
peso seco), miconazol (460 pg/kg peso seco) entre otros farmacos. En 2012 Gil, et. al,
mencionaron que se han encontrado farmacos como el ibuprofeno, diclofenaco y
carbamazepina en aguas potables, lo que ha despertado un mayor interés en la comunidad
cientifica.
Estos contaminantes pueden ingresar a una planta de tratamiento de diversas formas,
procedentes de fuentes industriales, hospitales, uso doméstico o incluso mediante la
agricultura, una vez que son recolectadas se clasifican y pasan por una serie de operaciones

unitarias en la planta de tratamiento, posteriormente se le denomina agua tratada.

2.6 CARBAMAZEPINA

La carbamazepina (CBZ) es un compuesto farmaco concentrado en forma de polvo blanco
amarillento cristalino con un punto de fusién entre 189-193° C. Es practicamente insoluble
enagua (17.7 mg/L), soluble 1 en 10 de alcohol y 1 en 10 en cloroformo. Su férmula molecular
es CisHi12N2oy su peso molecular es de 263.27 g/mol. Su nimero CAS es 298-46-4

La carbamazepina (5H-dibenzo [b,f] azepina-5- carboxamida, CBZ) es un farmaco
recalcitrante y persistente en el ambiente, lo que le facilita su concentraciébn en aguas
residuales, presenta una estructura en la que se observa un grupo carbonilo, el cual es
esencial para su efecto antiepiléptico, es por ello que forma parte del cuadro bésico de
medicamentos del sector salud en México. La CBZ se emplea para el control de diversas
enfermedades como la apilepsia, bulimia, neuropatias periféricas, entre otras (Zhang et al,

2008). En la Figura 1 se puede observar su estructura quimica.
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Figura 1 Estructura quimica de la carbamazepina

2.6.1 MECANISMOS DE METABOLIZACION DE LA CARBAMAZEPINA

La carbamazepina se metaboliza en el higado, generando el metabolito cabamazepina-
10,11-epdxido, el cual posee una actividad anticonvulsionante, antidepresiva y
antineuralgica. Es importante resaltar las 3 principales rutas metabdlicas de la
carbamazepina (Leclercq et al., 2009), que se pueden observar en la figura 2 donde se ve
gue la principal via de la transformacién de CBZ en carbamazepina 10-11 ep6xido (Cbz- Ep),
el cual se ha descrito como el compuesto farmacolégicamente activo. Posteriormente, este
producto es metabolizado en 10,11 —dihidro-10-11, trans dihidrocarbamazepina (diOH- Chz).
Finalmente, este subproducto conlleva a la formacién de 9-hidroximetil. 10-carbamoilacridina
(9ac) (Leclercq, et al., 2009).

Una segunda ruta metabdlica es la produccién de compuestos hidrolizados tales como 2-
hidroxicarbamazepina (2-OH CBZ) y 3- hidroxicarbamazepina.

Por dltimo, la més corta ruta metabdlica es la formacion hacia el iminoistilbeno (IM).
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Figura 2 Via de degradacion de la carbamazepina, adaptado de Breton et al., (2005)

2.6.2 ECOTOXICIDAD DE LA CARBAMAZEPINA

De acuerdo con los estudios reportados por Malarvizhi et al., (2011), mostraron que la
carbamazepina es un compuesto potencialmente perjudicial para el medio acuatico ya que
se presento una toxicidad agua por debajo del 100mg/L para diversos organismos de prueba,
en la tabla 1 se muestra la concentracion a la cual diferentes especies de organismos

presentaron efectos toxicos.
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Tabla 1 Toxicidad reportada para diversos organismos expuestos a carbamazepina

Organismo de prueba Toxicidad aguda Impacto Referencia
(mg/L)

Oncorhynchus mykiss(trucha 0.001 Citopatologia en Santos et al.,
arcoiris) el rifién 2010

Chlorella vulgaris (alga verde) 37 Inhibicion del Donner et al.,
crecimiento 2013

Curcubita peto (Calabacita 4 Necrosis Carter et al.,
comun) 2015

2.6.3 REMOCION DE LA CARBAMAZEPINA

La remocion de la carbamazepina se ha convertido en un reto, ya que al no ser eliminada
por medio de tratamiento convencionales biolégicos y en biorreactores con lodos en plantas
de tratamiento se ha vuelto un contaminante ecotoxicolégico antropogénico (Clara et al.,
2005), se ha comprobado que procesos fisicoguimicos como la coagulacién-floculacién y
flotacion no han dado buenos resultados en cuanto a la eliminaciéon porque sélo se han
alcanzado porcentajes de remocion entre el 20% y el 35%.

Debido a esta baja eficiencia de remocién se han propuesto procesos alternativos como es
la ozonizacion, la degradacion fotolitica por UV- H.O-, la degradacién fotocatalitica con TiOo,
ha demostrado porcentajes de degradacion por encima del 90%, sin embargo, la principal
limitante de estas tecnologias es la formacién de compuestos que pueden ser toxicos
(Tusnelda y Fritz, 2003) y sus altos costos de operacion (Chiron et al., 2012). Debido a esto
se han creado biotecnologias como son los biofiltros empacados con sustratos organicos e
inorganicos inoculados con macromicetos como lo es Pleurotus ostreatus (Jiménez, 2017)
en donde se demostré que pueden remover una concentracién elevada (100 mg/L) de CBZ
en el influente, sin embargo, la principal limitante de este proyecto fue la calidad del agua con
respecto al color en el efluente.

Diferentes autores han trabajado con tecnologias tanto biolégicas como fisicas obteniendo

diferentes resultados como se muestra en la tabla 2.
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Tabla 2 Remocion de carbamazepina empelando diferentes tecnologias.

3 REMOCION [ CONCENTRACION i
TECNOLOGIA PAIS DEL ESTUDIO REFERENCIA
(%) INICIAL (mg/L)
Oxidacion avanzada _
90 20 Alemania Ternes et al., 2003
con ozono a 0.5 mg/L
Biorreactores con
membranas Carballa etal.,
30-40 10 Espaia
suplementados con 2007
carbén activado
Humedales hibridos 34-43 25 México Tejeda et al., 2015
Fotocorrosion 60 4.72 China Ding et al., 2016
Fotodegradacion
empleando . .
o 99.8 0.72 China Ding et al., 2016
nanolaminas de
bismutato de sodio
Biofiltro empacado
con sustratos _ )
63.8 100,000 México Jiménez, 2017

organicos y Pleurotus

ostreatus

2.7 BIOFILTRACION

La biofiltracion es un tratamiento bioldgico disefiado para remover una gran variedad de

compuestos contaminantes de agua y aire. Inicialmente fue utilizado con el fin de minimizar

olores en las emisiones atmosféricas generadas por las plantas de tratamiento de agua

residual.

Entrada de aguas contaminadas

N\
Figura 2. Diagrama del proceso general de biofiltracion (Imagen Shutterstock,2021)
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Bésicamente durante el proceso de biofiltracion (figura 2) se hace pasar el fluido ya sea gas
0 agua, a través de un empaque con la capacidad de absorber y adsorber los contaminantes,
gue pueden ser compuestos organicos e inorganicos de origen muy diverso (Elias et al.,
2002), ademas este sistema es Gtil como soporte para el desarrollo de organismos, los cuales
pueden utilizar los contaminantes como fuente de energia, degradandose en compuestos
simples tales como CO3, H.O y N, (Salazar, 2017).

Actualmente, se han desarrollado diferentes tipos de biofiltros los cuales resultan atractivos
e interesantes para la industria, porque estos reemplazan los materiales de empaque
convencionales por residuos agroindustriales como lo es la poda de Ficus spp, esponjas
vegetales como el estropajo (Luffa acutangula) y paja de trigo, mejorando asi su competencia
frente a otras alternativas de empaque por su facil disponibilidad y bajo costo, tal como lo
menciona Jiménez (2017) quién ademas de emplear sustratos alternativos como empaque,
incorporo Pleurotus ostreatus, clasificado como un hongo macromicetos de podredumbre
blanca, con el cual ayudé a incrementar la capacidad de remocion de los biofiltros disefiados.
La biofiltracion se caracteriza por ser un tratamiento pasivo, ya que no requiere fuerza externa
gue ayude al paso del fluido por los sustratos, esto hace que la velocidad de filtracion sea
lenta, y el contaminante que queda adsorbido en la porosidad del empaque puede ser
biodegradado por la biomasa presente en los biofiltros, sin embargo la biodegradacién no es
el Unico proceso de remocion presente, también es acompafiada por el intercambio iénico,
adsorcion, absorcion, filtracion y evaporacion (Mirén et al., 2014).

En la tabla 3 se muestran ensayos en los que se ha empleado la técnica de biofiltracién por
medio de biorreactores con diferentes sustratos e inoculados con Pleurotus ostreatus,

empleados en la remocién de colorantes en efluentes industriales.
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Tabla 3. Ejemplos de estudios que utilizan a Pleurotus ostreatus como organismo degradador
de contaminantes

Remocidn del
Estudio realizado contaminante Evaluacion Autor
(%)
Seleccion de cepas para y ) y )
. Remocién del Se evaluod la degradacion de | Rodriguez
la decoloracion de
_ _ color del 50 % colorantes con hongos (2006)
efluentes industriales
Disefio de reactores ) y
y Se evaluo la degradacion de
empacados para la Remocién del 50 _ Alatorre
» colorantes en un filtro
remocion de color en % del color (2007)
_ empacado con turba en
aguas residuales _
) ) concentracion de 500 mg/ L
industriales
. Retencion: Se evaluo la utilizacion de
Remocién de metales en _ ,
_ Plomo 75% biomasa de P. ostreatus para Vallejo
aguas residuales por P. y
Cromo 42% remocion de metales en (2021)
ostreatus _ _
Cadmio 2.25% aguas residuales
Se evaluaron las vias de
transformacién de CBZ.
L Después de 7 dias en medio
Disipacion del o
) _ liquido GP. EI 78% de la Golan-
Vias de transformacion de | 99% de CBZ en )
o CBZ se transformo en EP- Rozen, et
CBZ por P. ostreatus. medio liquido _
cp CBZy 13.5% en diOH- al., 2015
CBZ,absorbi6 en la biomasa
del hongo y sugieren que
10% fue a

2.7.1 FASES DE LA BIOFILTRACION

Todos los sistemas de biofiltracion se componen de tres fases principales, una sélida (medio
filtrante o sustrato), el fluido (liquido o gaseoso) y en caso de los biofiltros aerobios una fase
gaseosa (Sekoulov et al., 2009). En 2003, Torres y colaboradores, mencionaron que el medio
filtrante debe ocupar entre el 50 y el 70% de la altura del biofiltro esto con la finalidad de

facilitar el contacto del fluido con la fase sélida y que el flujo se uniforme, asi como para
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permitir la acumulacién de biomasa. Para la seleccion de un buen medio filtrante, es
recomendable considerar los siguientes requisitos:

e Material resistente, liviano e inerte

e Contar con una elevada porosidad

e Permitir una rapida proliferaciéon de organismos

Para el caso del fluido este debe estar distribuido de manera uniforme en todo el biofiltro, con
la finalidad de tener una mayor area de contacto y de eficiencia en la remocién del
contaminante, este no debe de tener sélidos suspendidos ya que puede provocar un
taponamiento en el biofiltro. En el caso de un biofiltro aerobio, el gas debe estar esparcido
dentro de todo el biofiltro para que los organismos puedan aprovecharlo eficazmente, de
preferencia el tamafio de burbuja debe de ser pequefio, para tener una mayor superficie de
contacto y permitir una mayor transferencia de oxigeno al seno del liquido (Koh,2021)

2.8 MATERIALES DE EMPAQUE PARA BIOFILTROS

Un punto importante para el uso de biofiltros es el material de soporte que se usa para la
percolacion del agua contaminada a través de materiales porosos o de empaque, otra funcion
gue desempefia el material de empaque ademas de brindar soporte es propiciar el contacto
entre los contaminantes en la fase acuosa y la biopelicula que se forma en la superficie de
este (Gutierrez, 2009). Torres et al., (2003) menciona que los propdsitos importantes de los
empagues son:

e Desarrollar el contacto entre el agua residual y la microbiota que se encuentran en el

reactor.

e Permitir un flujo méas uniforme en el biofiltro.

e Facilitar la acumulacion de biomasa.

e Prevenir el arrastre de los so6lidos fuera del biofiltro.
El grado de remocién de contaminantes se ve afectado directamente por el tipo de empaque,
algunos ejemplos de material de empaque son: Carbon activado granular (Kim et al., 2005),
Espuma de poliuretano (Nisola et al., 2018), Astillas de madera de ciprés (Quijia, 2018) y
Piedra pémez y biocarb6n a partir de olote (residuo de la mazorca de maiz) (Hernandez et
al., 2021). Para tener un alto nivel de remocion el material de empaque debe tener una gran
area superficial para proveer espacio para el crecimiento microbiano, ademas debe ser

permeable para poder permitir el traspaso de gases y liquidos (Omri et al., 2013).
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Uno de los objetivos en la agroindustria es el manejo adecuado de los residuos que se
generan durante el proceso de produccién, ya que se tenia pensado que no cuentan con
algun valor econémico (Navarro et al., 1995). Sin embargo, diferentes investigaciones han
demostrado que estos pueden ser empleados para diferentes procesos, uno de ellos podria
ser formando parte de un sistema de biofiltracion, basicamente, siendo empleados como
empaque.

Jiménez (2017) demostr6 que residuos de Ficus spp y Luffa acutangula son adecuados para
ser utilizados como sustrato para el crecimiento de P. ostreatus, el cual a su vez excreta
enzimas no especificas que sirven para la remocion de contaminantes (Garzon-Zufiga, et
al., 2011).

Otro residuo agroindustrial es la paja de trigo, la cual segin las estadisticas de la
Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura (FAOSTAT, 2007) a nivel mundial
se produjeron 607 millones de toneladas de trigo, y de acuerdo con Bamaga et al., (2003)
cada kilogramo de grano produce 1.1 kg de paja, lo que supone que hay cerca de 670
millones de toneladas de paja de trigo disponibles. Kim y Dale en 2004, mencionan que cerca
del 40% de la paja producida se utiliza para alimentacion animal y para el mantenimiento de
suelos, por lo que el 60% de la produccién de paja se puede asignar para otros propositos
como produccién de energia o como sustrato para biofiltros, ya que es una de las fuentes de

biomasa lignocelulésica mas abundante.

2.8.1 COMPOSICION DE LA BIOMASA LIGNOCELULOSICA

La biomasa lignocelulésica esta formada basicamente por tres componentes principales
(celulosa, hemicelulosa y lignina) junto con otros componentes minoritarios que no forman
parte de la pared celular como son los extractivos y las cenizas. La celulosa y hemicelulosa
son polisacaridos de alto peso molecular que representan entre el 60-80% del total del peso
de los materiales lignoceluldsicos. La lignina es un polimero no polisacarido tridimensional
de unidades fenilpropano y representa entre el 20-35% del total (Herrara, 2018). A pesar de
contar con una estructura que le proporciona mucha estabilidad y muy pocas vias de
degradacion bioldgica, existen organismos con la capacidad metabdlica para transformarla
en compuestos simples que pueden ser aprovechados como fuente de energia, tal como el

caso de los hongos ligninoliticos o de pudricién blanca.
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2.8.2 HONGOS LIGNOLITICOS

Los hongos ligninoliticos o también llamados de pudricion blanca, mineralizan la lignina
basados en la produccion de radicales libres, principalmente por medio de las enzimas
extracelulares lignino peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasa. Se ha probado la
eficiencia de estas enzimas en la degradacion de hidrocarburos poliarométicos (PAHS),
fenoles clorados, plaguicidas y otros compuestos de interés ambiental como la CBZ.
Pleurotus ostreatus es un hongo ligninolitico que es capaz de degradar compuestos con
estructuras quimicas complejas (Davila y Vasquez, 2006), en 2011 Garz6n-Zufiga et al.,
reportaron resultados en la degradacién de diferentes colorantes textiles tipo azo empleando
dos cepas de hongos ligninoliticos (T. versicolor y P. ostreatus). Por otra parte, Fernandez et
al., en el 2019, mencionan que el hongo P. ostreatus es capaz de sintetizar grandes
cantidades de enzimas lacasas, capaces de degradar y mineralizar diversos hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAP’s). En 2019, Aguilar utilizé con P. ostreatus para la remocién de
CBZ obteniendo remociones superiores al 70% de la concentracion inicial de 23 mg/L, sin
embargo, el 60% de la remocion se atribuy6 a procesos de adsorcion, pero se infiere que el
hongo no se encontraba adaptado al medio, por lo que si el hongo estuviera adaptado se
podria esperar una mayor degradacion del farmaco (Aguilar, 2019)

2.9 HUMEDALES ARTIFICIALES

Se puede definir a un humedal como una porcién de terreno donde la mayor parte del tiempo
se mantiene una humedad elevada, incluso puede estar inundado, esto debido a su posicion
geografica. Los humedales a través del tiempo han sido nombrados pantanos, ciénegas,
marjales o cenagales. De manera general los humedales artificiales se comenzaron a utilizar
ya que se observl que los humedales naturales contenian un alto nivel de productividad
bioldgica, toda la biota existente en los humedales puede ocupar como fuente de energia
muchos de los contaminantes mas comunes que se encuentran en las aguas residuales, y
asi contribuir a la remocién del contaminante (Mitsch y Gosslink, 2000).

Se considera que un humedal artificial es un sistema ingenieril disefiado de tal forma que los
procesos fisicos, quimicos y biologicos (Figura 3) son los mismos que en los humedales
naturales, pero bajo condiciones controladas. Un ejemplo muy claro de esto es la diferencia
de caudal entre un humedal artificial y uno natural, en el primero el caudal es relativamente
estable, mientras que en el segundo depende del escurrimiento de agua proveniente de

tierras arriba y de la precipitacion (US EPA, 2000)
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Figura 3. Humedal artificial y sus principales componentes y procesos depurativos
(Luna-Aburto, 2014)

Si se comparan los humedales artificiales para tratamiento de agua con otros sistemas de
tratamiento, esta tecnologia es reciente, ya que tiene aproximadamente entre 30 y 40 afios,
mientras que algunos otros datan de mas de 80 afios de uso.
La mayoria de los humedales se definen por 3 componentes esenciales (Mitsch y Gosselink,
2000).
1. Se distinguen por la presencia de agua, ya sea en la superficie o en la zona de las
raices.
2. A menudo cuentan con condiciones Unicas de solidos (solidos hidricos) que difieren
de las tierras altas adyacentes.
3. Sostienen vegetacion adaptada a condiciones humedas (hidrofitos) y se caracterizan

por mostrar tolerancia a las inundaciones de la vegetacion.

2.9.1 CLASIFICACION DE LOS HUMEDALES ARTIFICIALES
De acuerdo con Rojas, 2015, los humedales artificiales o construidos se pueden clasificar de
acuerdo con el régimen de flujo:

e Humedales de flujo superficial o flujo libre.

¢ Humedales de flujo sub-superficial.
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La caracteristica de los humedales de flujo superficial o flujo libre es que el agua fluye por
encima de los sustratos y esta en contacto directo con la atmdsfera. En cambio, los
humedales de flujo sub-superficial son aquellos en donde el agua fluye por debajo de la
superficie, permitiendo con esto que este en mayor contacto con el sustrato. Esta categoria
se puede dividir en dos grupos menores: los de flujo horizontal donde el agua fluye en forma
horizontal de la entrada a la salida, y los de flujo vertical donde el agua se filtra en la zona de
las raices de las macroéfitas donde el agua generalmente va de arriba hacia abajo, sin
embargo, también puede tener flujo inverso (Kadlec y Wallace, 2009).

En la figura 4 se observa la clasificacion de los humedales construidos para el tratamiento

de agua residual.

Horizontal

Sub superficiales
Vertical

J -Flujo ascendente

-Flujo descendente

Humedales construidos - Mareas

4 Plantas emergentes

; Plantas sumergidas
Superficiales ————— 7
Plantas libres flotantes

. Plantas de hojas flotantes

Figura 4. Clasificacién de los humedales construidos para el tratamiento de agua residual
(Rojas, 2015)

2.9.2 HUMEDALES DE FLUJO SUPERFICIAL

En los humedales de flujo superficial, los procesos como la sedimentacién, oxidacion,
reduccion, filtracion, adsorcion y precipitacion son los que ayudan a remover los
contaminantes presentes en el agua. Y dado que presentan areas de agua expuestas a la
atmosfera, es comin que atraiga organismos mas desarrollados como peces, anfibios,

insectos, aves y mamiferos.
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En los humedales de flujo sub-superficial el agua fluye a través del sustrato, y no por encima
de él como en los anteriores, es decir que el agua pasa a través del empaque y no tiene
contacto directo con la atmésfera.

En los humedales de flujo vertical el agua fluye con una direccion vertical, ademas que se
caracterizan porque el agua se suministra por lapsos de tiempo, lo que permite que el
sustrato no siempre se encuentre saturado y permita una mayor transferencia de oxigeno.
Dentro de este grupo se encuentran tres principales variaciones: de flujo ascendente, de flujo

descendente y de flujo regular.

Para que un humedal artificial funcione correctamente debe incluir el agua residual,
vegetacion, sustrato, microorganismos y los desechos de éstos que, a su vez, estan
influenciados por factores abioticos como la temperatura, pH, profundidad del agua, oxigeno
disuelto y potencial de 6xido-reduccion (Ronald, 2014).

Las macrdfitas son plantas que viven en ambientes saturados de agua, habitualmente se
encuentran en humedales naturales. Uno de los principales factores que se deben tomar en
cuenta a la hora de elegir una macrofita para su uso en un humedal artificial es que sea
endémica donde se instalara dicho humedal. Sin embargo, existen otras condiciones que
deben cumplir las macrdfitas, por ejemplo:

¢ Deben estar adaptadas a las condiciones ambientales locales.

e Deben de estar disponibles para un rapido plantado

o Deben estar adaptados al contaminante que se requiere remover

Las macrdfitas se pueden clasificar de acuerdo con su morfologia en:
e Emergentes
¢ Flotantes libres
e Sumergidas

e Arraigadas con hojas flotantes

En la figura 5 se puede ver la clasificacion de las macrofitas, representadas en un humedal.
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Figura 5. Clasificacion de las macrofitas de acuerdo con su morfologia (Alarcon et al., 2018)

En 2010, Cruz et al., indicaron que un sustrato es un material sélido simple o mezcla de
materiales simples, que pueden ser de origen natural (suelo, rocas y sedimentos), sintético
o residual (producidos en laboratorio como algun polimero), productos de origen industrial
(generalmente desechos industriales como bagazo de cafia), que se puede utilizar para la
produccién de plantas o cultivos en contenedores, donde la principal funcion es brindar
soporte, aireacion, retencién y aporte de agua, pudiendo o no intervenir en el proceso de
nutricién de las plantas o cultivos, con el objetivo de favorecer el desarrollo de la biopelicula
en el fondo del humedal. Dentro del humedal se pueden desarrollar diferentes
microorganismos como bacterias, protozoos y hasta pequefios animales, siendo las bacterias
el principal grupo depurador en los procesos de tratamiento de aguas (Wu et al., 2014)

Una buena eleccion del sustrato puede evitar problemas como el taponamiento o baja
eficiencia de remocion del contaminante. Cuando surgieron los humedales se ocupada el
suelo como sustrato, sin embargo, esto cred muchos problemas de taponamiento, después
de algunos estudios se lleg6 a la conclusion de que el suelo no era muy eficiente como filtro,
pero se podria utilizar en remocion de fésforo, esto por su alto contenido de arcillas (Ronald,
2014). Actualmente se ocupan camas de grava de diferentes tipos y origenes. Se han
determinado tamafios eficaces para el sustrato en la literatura, por ejemplo: arena de 0.2-0.6
mm, grava fina 6-16 mm, grava mediana 24-32 mm y grava gruesa 60-130 mm. Los

materiales de empaque se pueden clasificar de la siguiente forma:
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CAPITULO 3. ANTECEDENTES

3.1 REMOCION DE CARBAMAZEPINA MEDIANTE PROCESOS CONVENCIONALES
En los tratamientos convencionales, la depuracion de aguas residuales es efectuada
mediante una secuencia de tres pasos consecutivos, denominados tratamiento: primario,
secundario y terciario (TELCCPT, 2021)

e Tratamiento primario: En este tratamiento el objetivo principal es la eliminacion de la
materia insoluble mediante procesos fisicos. Los sélidos que son sedimentados
principalmente materia orgénica sin sedimentar deben ser tratados por un tratamiento
secundario

e Tratamiento secundario: Este paso sirve para disminuir la demanda quimica de
oxigeno y la demanda bioquimica de oxigeno, para lograr este propésito se utilizan
procesos bioldgicos.

e Tratamiento terciario. — El efluente de los tratamientos secundarios, posee aun
materia organica e inorganica, asi como microrganismos potencialmente patdégenos,
por lo que en este tratamiento se utilizan sustancias como los coagulantes que
ayudan a sedimentar particulas sdélidas, filtros de carbdn activado, osmosis inversa y
otras tecnologias que ayudan a eliminar la meteria organica.

Sin embargo, es importante recalcar que este tipo de tratamientos no tienen la capacidad
para remover un tipo de contaminantes denominados contaminantes emergentes (CE) los
cuales son componentes quimicos que engloban estr6genos, esteroides, compuestos
organoclorados, cafeina, productos de cuidado personal (PCP) farmacos como la CBZ,
derivados principalmente de actividades antropogénicas cotidianas y son considerados un

problema ambiental (Castro-Pastrana et al., 2021).

3.2 REMOCION DE CARBAMAZEPINA MEDIANTE PROCESOS NO
CONVENCIONALES

Los procesos que interfieren en las tecnologias no convencionales abarcan muchos de los
gue se ocupan en las tecnologias convencionales, tales como, sedimentacion, filtracion,
precipitacion, degradacion biolégica, etc. Sin embargo, la principal diferencia entre los

procesos convencionales y no convencionales radica en que mientras en el primer proceso,
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el tratamiento ocurre de forma secuencial en tanques y reactores, a velocidades aceleradas,
y en el segundo proceso (no convencional) se opera solamente a una velocidad “natural’,
desarrollandose todos los procesos en un uUnico “reactor-sistema” (Pidre, et al., 2007).

Se han realizado estudios con diferentes tecnologias fisicoquimicas que han dado resultados
alentadores para la remocién de CBZ, como la degradacion fotolitica, la degradacién
fotocatalitica con porcentajes de remocién >90%, sin embargo, su principal limitante es la
producciéon de productos téxicos, los cuales afectan al ambiente (Martinez, 2013). En 2003,
Ternes, realizé un estudio de remocion de CBZ utilizando oxidacion avanzada con ozono a
0.5 mg/L y una concentracion inicial de CBZ 20 ug/L, logrando una remocién de hasta 90%.
Sin embargo, estas tecnologias de oxidacién avanzada tienen una limitante que es la
formacion de subproductos que potencialmente podrian ser incluso mas téxicos que la
sustancia inicial, por ejemplo, la acridina, 10,11-dihidro- 10,11-transdihidroxicarbamazepina
(Chiron et al., 2012).

En 2016, Ding et al., ocup0 la fotodegradaciéon empleando nanolaminas de bismutato de
sodio removiendo hasta el 99.8% de la concentracion inicial 4.72 pg/L. En otro estudio
realizado por Alvarino et al., (2016) donde utilizaron un reactor bioldgico secuencial (SBR) al
gue le agregaron carbén activado en polvo, y se conect6é a una membrana de microfiltracion
externa, reportaron una remocion de diferentes farmacos como ibuprofeno, diazepam y CBZ
del 98%.

También se han hecho estudios empleando diferentes organismos como son los hongos de
pudricién blanca (HPB), debido a su versatilidad metabdlica y su bajo impacto ambiental
(Rubio, 2009). Existen organismos y microorganismos que se han estudiado para la
remocién/degradacion de CBZ, como lo son los HPB que degradan lignina, por ejemplo,
Trametes versicolor, Trichoderma harzianum, Agrocybe erebia y Pleurotus ostreatus, asi
como las bacterias Pseudomona putida y Labris portucalensi F11, estos HPB y bacterias
tienen la capacidad de adaptarse a diferentes condiciones ambientales, por lo que pueden
degradar desde hidrocarburos hasta otros compuestos aromaticos como lo es la CBZ para
crecer y mantenerse ( Gonzalez, 2016).

Los HPB mas importantes que se han podido identificar para la degradacion de CBZ son: T.
versicolor, G. lucidum, P. chrysosporium y P. ostreatus, estos hongos se encuentran dentro
de la clase Basidiomicetes, los cuales poseen un grupo de enzimas que logran degradar
compuestos organicos persistentes como lo es la lignina de la madera (Camacho, 2017).
Este tipo de hongos tienen tres mecanismos de biodegradacion, dos que son oxidativos y

uno reductivo. El primer mecanismo se realiza mediante ataques oxidativos por medio de
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enzimas lignoliticas peroxidasas, en el segundo intervienen las enzimas citocromo P-450
monooxigenasas y en el mecanismo reductivo las enzimas catalizan reacciones de
conjugacion. (Simbafia, 2016).

De acuerdo con Castellet et al., 2018 y Jelic, 2012, los HPB tienen la capacidad de remover
hasta el 94% de la CBZ, utilizando glucosa como principal fuente de carbono, y la CBZ como
un co-metabolito.

Jiménez en 2016, realiz6 una investigacion que tuvo como objetivo la remocién de CBZ
mediante un biorreactor empacado con P. ostreatus y sustratos organicos e inorganicos.
Obteniendo un 63.8% de remocién de CBZ, de una concentracion inicial de 100 mg/L en
agua. En 2016, Saucedo realizé un proyecto en donde realizé remocion de CBZ mediante un
biofiltro de tezontle obteniendo una remocién de materia organica y de CBZ de 88 y 62%,

respectivamente.

3.3 REMOCION DE CARBAMAZEPINA EN HUMEDALES

Otra de las biotecnologias que se estan aplicando para la remociéon de CBZ son los
humedales, en 2017 Matamoros et al., obtuvieron una remocién del 21% de una
concentracion inicial de 1900 ng/L, ocupando un humedal tipo Subsuperficial de Flujo
Horizontal (HSSF), el modo de operacién fue continuo, pero no menciona el tiempo de
retencion hidraulica. La macrdfita que ocuparon para inocular el humedal fue Phragmites.
Australis que es una planta perenne herbacea. Zhang et al., en 2011, trabajaron con un
humedal tipo subsuperficiales de flujo vertical (HSSF), sembrado con Thypa. angustifolia,
obteniendo remociones entre 26.7 a 28.8% con una concentracion inicial de 25 pug/L,
operando el humedal en modo batch y con un tiempo de retencion hidraulica de 2 o 4 dias.
Matamoros et al., (2009) ya habian trabajado con un humedal HSSF, obteniendo una
remocion de 38% de una concentracion inicial de 13.80 ug/L, no mencionan la especie de
macrofita que ocuparon ni el tiempo de retencion hidraulica, el modo de operacion fue en
batch.

En 2015 Tejeda et al., demostraron un porcentaje de remocion de carbamazepina del 45%
de la concentracion inicial que fue de 25 pg/L por medio de un humedal tipo subsuperficiales
de flujo horizontal (HSSFH). Po otra parte, Hijosa-Valsero et al., (2010) emplearon un
humedal hibrido (SF- HSSF), obteniendo una remocion del 15-48% de una concentracion
inicial del 1.36 a 1.52 ug/L. El humedal de flujo superficial (SF), se inoculé con T. angustifolia

y P. australis, el modo de operacion fue batch con un tiempo de retencion hidraulica de 2.1
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dias, 5.1 dias y 2.9 dias y el humedal HSSF fue inoculado con P. australis, el modo de
operacién fue tipo batch con un tiempo de retencién hidraulica de 2.5 dias.

En el 2018 Yan et al., removieron entre el 60 a 70% de CBZ con concentraciones diferentes
(0, 10, 30, 100 y 500 pg/L) empleando un de humedad VSSF (humedales verticales de flujo
supsuperficial) inoculado con Cyperus. alternifolius. Yan et al., operaron el humedal en modo
batch, con un tiempo de retencion hidraulica de un dia. En 2010, Dordio et al., también
trabajaron con un humedal subsuperficial de flujo vertical (VSSF) con la macrdfita T.
Angustifolia, y obtuvieron un porcentaje de remocién del 88.2 al 96.7%, sin embargo, es

importante hacer mencién acerca de que la concentracién que trabajaron fue muy baja (2.5
Hg/L).
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CAPITULO 4. JUSTIFICACION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 JUSTIFICACION

La CBZ es un farmaco clasificado como contaminante emergente, persistente, bioacumulable
y ecotoxicoldgico. A nivel mundial se consumen alrededor de 1000 toneladas anuales, de las
cuales entre 10 y 30 toneladas son desechadas a los cuerpos de agua sin metabolizar a
través de la orina. Hasta el momento se han desarrollado tecnologias fisicoquimicas capaces
de remover hasta el 99.8% de carbamazepina presente en una solucién acuosa con una
concentracion de 4.87 pg/L; sin embargo, se ha demostrado que éstas generan subproductos
gue pueden llegar a ser mas toxicos que la misma (Chiron et al., 2012; Petrovic, 2007) y no
son econdmicamente viables. Por lo que es necesario desarrollar tecnologias que garanticen
su remocién y reduzcan los potenciales riesgos a la salud. Una alternativa puede ser la
implementacion de un sistema de tratamiento no convencional acoplado biofiltro-humedal,
debido a que investigaciones anteriores han mostrado resultados alentadores en la
evaluacion de estos sistemas de forma individuales para la remocion de CBZ.

4.2 HIPOTESIS
El sistema acoplado biofiltro-humedal, tiene la capacidad de remover més del 80% de una
concentracion inicial superior a 30 mg/L de carbamazepina presente en aguas residuales

farmacéuticas sintéticas.
4.3 OBJETIVOS

4.3.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar el mecanismo de remocién de carbamazepina mediante un sistema acoplado

biofiltro-humedal.

4.3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Evaluar la mineralizacién de carbamazepina en agua residual farmacéutica sintética
en presencia de P. ostreatus in vitro.
e Evaluar los diferentes materiales de soporte en el desempefio de la remocion de
carbamazepina en biofiltros empacados y en el humedal
e Caracterizar el proceso de adsorcion y desorcidon de carbamazepina en P. ostreatus
y sustratos a diferentes niveles de pH para la evaluacion de la disponibilidad del

contaminante a los procesos de biodegradacion.
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Analizar el proceso de biorremediacion de carbamazepina que realiza Equisetum
hyemale en el humedal.

Realizar un balance de materia de la carbamazepina en el sistema biofiltro-humedal

para la identificacion de los posibles mecanismos de remocién.
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CAPITULO5. METODOLOGIA

Para llevar a cabo el presente trabajo, se plantearon tres etapas experimentales (figura 6).

= Primera etapa

* Mantenimiento de la cepa y evaluacién de la biodegradacién

s Segunda etapa

e Caracterizacién de sustratos e implementacion y evaluacion de
biofiltros, evaluacién del proceso de adsorcion de los sustratos
seleccionados.

mmme l€rcera etapa

e Implementacidn, establecimiento y evaluacion del sistema
biofiltro-humedal

Figura 6. Metodologia para evaluar la remocion de CBZ en un sistema acoplado biofiltro-
humedal



5.1 PRIMERA ETAPA. - MANTENIMIENTO DE LA CEPA Y EVALUACION DE LA
BIODEGRADACION
La cepa empleada de Pleurotus ostreatus (cepa madre), fue proporcionada por el Herbario
Micologico de Morelos (HEMIM) del Centro de Investigaciones Biologicas (CIB) de la
Universidad Autbnoma del estado de Morelos (UAEM), en donde esté registrada con la clave
HEMIM-50.

5.1.1 FORMULACION DEL MEDIO DE CULTIVO Y AISLAMIENTO DE P. OSTREATUS
IN VITRO

Se utilizé medio de cultivo sélido PDA comercial marca Divico®, en la tabla 5, se muestra la
formulacion del medio. Se rehidrataron 39 g del medio de cultivo en un litro de agua destilada
y se dej6 reposar la mezcla de 10 a 15 minutos. Se calenté agitando frecuentemente hasta
el punto de ebullicién durante 1 minuto para disolver por completo. Se esterilizé en autoclave
a 121°C (15Ib/in?) durante 15 minutos, posteriormente se enfri6 a temperatura ambiente
hasta que el medio llegara aproximadamente a 45°C y se vacié en cajas Petri de 90x15 mm

con un volumen aproximado de 15 mL.

Tabla 5. Formulacién del medio de cultivo agar papa- dextrosa PDA

Reactivo Cantidad (g/L)
Agar 15
Dextrosa 20
Infusién de papa 4

A partir de la cepa madre se tomaron, con ayuda de un horadador, 10 discos de 8 mm de
micelio, con una aguja de diseccion se tomé cada disco y se colocé en el centro de la caja
Petri previamente preparada con medio de cultivo PDA en condiciones de esterilidad, las
cajas inoculadas se incubaron a 28°C en condiciones de oscuridad, hasta que la cepa lleno

la totalidad de la caja esta fue llamada cepa F1.

5.1.2 Caracterizacion de la biodegradacion de carbamazepina in vitro

El experimento se disefi6 con la finalidad de comprobar que P. ostreatus es capaz de ocupar
ala CBZ como fuente de carbono y/o de nitrégeno y considerar la mineralizacion del farmaco.
El micelio fue expuesto directamente a CBZ, y mediante una serie trampas especialmente
disefiadas para atrapar el CO.del aire, se hizo pasar aire al sistema, con el fin de generar un

ambiente aerobio y arrastrar el CO; generado por el hongo a la trampa con NaOH.
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5.1.3 Evaluacion delaremociony mineralizacion de carbamazepinain vitro por HPLC
y TOC
La determinacion se realiz6 empleando agua residual farmacéutica sintética y medio de
cultivo. Para evaluar la remocion de CBZ en el sistema se cuantifico la disminucion de la
concentracion de CBZ mediante la técnica de Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia
(HPLC) ver anexo 6, y la mineralizacion de esta mediante la produccién de di6xido de
carbono generado como producto del metabolismo del hongo, por medio de un analisis de
Carbén Orgénico Total (COT).
El montaje del experimento (Figura 7) consistio en una bomba que suministraba aire, el cual
pasaba por una trampa de hidréxido de sodio (NaOH) 1 molar que atrapa el CO; contenido
en el aire, posteriormente se volvid a pasar nuevamente por una trampa de NaOH 1 molar,
con la finalidad de asegurar que el aire entrante al frasco con el medio de cultivo liquido esté
libre de CO,, el aire que sale de la segunda trampa pasa al tercer frasco que contiene el
medio liquido con CBZ e inoculado con Pleurotus ostreatus. Esto con el fin de arrastrar el
CO; generado por el hongo a una tercera trampa, que contiene NaOH 0.1 M. Se montaron
dos sistemas adicionales al sistema antes descrito, cambiando el contenido del frasco donde
estaba el medio inoculado adicionado con CBZ, y sustituyendo el ARFS por agua destilada,
con el fin de evaluar si la CBZ servia como unica fuente de C y N para el hongo.

o= D.‘Afi’:‘i-i::D I r
Trampa de
COz (NaOH)
Bomba Wiy Cuantificacion
de aire Trampa de Trampa de éjltllvoohf
CO:z (NaOH) CO:z (NaOH) micelio
HPLCy TOC

Figura 7 Montaje del experimento de biodegradacion y mineralizacién de CBZ in vitro en presencia
de P. ostreatus
En el tercer sistema, solo se puso agua residual sintética con CBZ sin inocular con el hongo,
para determinar si habia otro tipo de degradacion del contaminante, como la fotodegradacion.
Para la cuantificacién de CBZ se tom6 una muestra de 5 mL cada 24 horas, con una jeringa
estéril, se paso6 a través de un filtro pirinola de 0.45 um, y se midié la concentracion de CBZ
mediante HPLC, se ocup6 una columna C18 de 150 mm, y una fase movil compuesta de
30% de agua acidifica con acido formico (0.1 %) y 70% de acetonitrilo, se ley6 a una longitud

de onda de 287 nm y con un flujo de 1 mL/min.
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La mineralizacién se cuantificé en el frasco nimero cuatro que tenia NaOH, el cuél capturaba
el CO; producto de la respiracion aerobia de P. ostreatus, y este CO; se cuantific6 mediante
técnicas de COT.

5.2 Segunda etapa. —-Implementacién, evaluacion de biofiltros y evaluacién del
proceso de adsorcion de los sustratos seleccionados.
Para los biofiltros se ocupé un recipiente de Policloruro de vinilo (PVC) color azul, con una
capacidad de 19 litros, un diametro de 25 cm y una altura de 48.5 cm.

5.2.1 Material de soporte en biofiltro empacado
Como material de soporte se utilizé tezontle, paja de trigo y ramas de poda de arbol de laurel
de la India (Ficus spp) en relacion 1:1. Se realizaron dos mezclas: 1) 50% tezontle- 50% paja
de trigo y 2) 50% tezontle- 50% Ficus spp. En ambas mezclas se utiliz6 una capa de grava
con la finalidad de evitar que el material de soporte se saliera del biofiltro.
La preparacion de los sustratos se llevé a cabo por separado, empleando el siguiente
procedimiento:
a) Tezontle.
El material se tamiz6 empleando un agitador de tamices marca RETSCH modelo
12100401211 con las mallas 6 (3.35 mm) y 8 (2.38 mm). El proceso se realizd a una
velocidad de 3 RCF, después de tener un tamafio de particula uniforme el material se
lavé con agua corriente y se dejé sumergido en una solucion de cloro al 0.1 % durante
4 horas, y se dej6 drenando durante 48 horas.
b) Pajade trigo
El material se corté con un tamafio de particula de tres centimetros aproximadamente.
Posteriormente se pasteuriz6 a una temperatura de 70°C durante 45 minutos y
posteriormente se le dio un choque térmico a una temperatura de 0°C durante 1
minuto.
c) Ficus spp
Se emplearon ramas de 0.5 a 1 cm de diametro y se cortaron tramos longitudinales
de 1 a 2 cm aproximadamente. Una vez uniformizado se sumergié en una solucion
de cloro al 0.1 % durante 4 horas, y se dejé drenando durante 24 horas.
d) Grava
El material que se ocup6 son fragmentos de piedras trituradas, que se lavaron en una

solucion de cloro al 0.1 % durante 4 horas, y se dej6é drenando 48 horas.
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5.2.2 Elaboracion del In6culo

Se utilizé aproximadamente 1 kilogramo de in6culo, preparado mediante la siguiente técnica,
la semilla de trigo se limpié usando agua potable, y se hidrat6 empleando agua a una
temperatura de 70 °C durante 25 minutos tomando que el grano del trigo no se reviente. Una
vez transcurrido el tiempo, se elimind el exceso de humedad, drenando durante 3 horas
aproximadamente, trascurrido ese tiempo se adicionaron 10 gramos de cal y 12 gramos de
yeso, y se mezcld homogéneamente. La semilla de trigo fue empacada en bolsas de
polipapel aproximadamente de 500 gramos y se esterilizaron a 121°C y 15 libras de presion.
Posterior se dejo enfriar a temperatura ambiente y se inocul6é con discos de 8 mm (con un
horadador de 8 mm) de la cepa madre de P. ostreatus, después se sellaron procurando dejar

un espacio con aire y se incubaron a 28° C durante 20 dias.

5.2.3 Empacado de biofiltros

El empacado de los biofiltros se realiz6 utilizando la técnica de capas (figura 8), teniendo en
la parte inferior una capa de 5 cm de grava de aproximadamente 0.5 cm de ancho. Después
de la grava se colocé una malla de fibra de vidrio tipo mosquitero, para dar soporte y evitar
gue se perdiera el material de empaque, posteriormente se puso una capa de 5 cm de
tezontle seguido de una capa de 5 cm del material organico (paja de trigo o Ficus spp),
después 2 cm del inoculo, y asi consecutivamente hasta llenar el 80% del biorreactor.

Entrada de aire

Influente _l

%

Grava =p

Tezontle 0

Poda de drbol de la India

Paja

.

I Grava

Figura 8. A.-Biofiltro empacado con sustratos organicos e inorganicos y B.- Téchica de empaque por capas
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La aireacion se realizé mediante una manguera con pequenfios orificios colocada en forma de
espiral en la base del biofiltro, la cual se conecté a una bomba de aire para peceras de 60

litros en el momento de la aireacion.

5.2.4 Aguaresidual farmacéutica sintética (ARS)

Para inundar los biofiltros se ocupd un agua residual sintética adicionada con 25 mg/L de
CBZ. El ARS se prepar6 de acuerdo con el Instituto Aleman de Normalizacién “DIN” (por sus
siglas en Aleman), la DIN 38412 describe metodologias para la examinacion de agua, agua

residual y lodos. En la tabla 6 se encuentran los compuestos que contiene la Norma DIN.

Tabla 6. Compuestos del Agua Residual Sintética (ARS) de acuerdo con DIN

38412
Componente Concentracion (mg/L)
Peptona 160
Extracto de carne 110
Urea 30
KH2PO4 28
MgSQO4-7H20
CaCl>-H,0 4
NacCl

5.2.5 Soluciéon de carbamazepina (CBZ)

Para la preparacion de la solucién de CBZ se utilizé una pastilla de 200 mg, la cual se triturd
y se afladieron 200 mL de HCI 0.1N, se agit6é durante 2 horas y se sénico durante 20 minutos,
se tomo una alicuota y se filtré mediante un disco pirinola de 0.45 um, para poder cuantificar
la concentracién de CBZ disuelta en la matriz acuosa. La solucion se guardo en refrigeracion

a 4°C hasta su posterior uso.

5.2.6 Evaluacion del sistema de biofiltracion

Con base en los resultados de los biofiltros empacados con los tres tipos de sustratos, se
selecciond y se implementé uno empacado con paja y tezontle e inoculado con el hongo,
para alimentar el humedal.

El modo de operacién de los biofiltros fue de 24 horas sin ARFS y aireado y 24 horas

inundado, esto con la finalidad de estresar a P. ostreatus y se infirid que al estresar el hongo
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con este modo de operacion aumentaria la produccion enzimética, la cual esta ligada a la
remocion de CBZ.

Cada vez que se inundd y se vacio se tomaron las muestras de 100 mL de ARS, las cuales
se guardaron en un recipiente protegido de la luz y a 4°C, hasta su andlisis. Se cuantificé la
Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) (Anexo 1), concentracion de CBZ (Anexo 6), potencial
de hidrégeno (pH) (Anexo 2), oxigeno disuelto (OD) (Anexo 3) y nitrégeno total (NTK) (Anexo
5).

Con el fin de determinar la capacidad de retencién del contaminante en los materiales de

soporte se evaluaron los procesos de adsorcion, desorcion e histéresis.

5.3 Tercera etapa. — Implementacion y establecimiento del sistema de tratamiento no
convencional acoplado biofiltro-humedal

Una vez evaluado el biofiltro se acoplé a humedal, colocando un tanque de regulacién para

cumplir con el tiempo de retencién hidraulico (TRH) (Anexo 9), para lo que se realizé el

disefio, e implementacién del humedal.

5.3.1 Disefio del humedal
Para el dimensionamiento del humedal vertical de flujo subsuperficial se ocupé el modelo
gue propone Reed et al., en 1995 que se muestra en la ecuacion 1, en la que al reacomodarla

se obtiene el &rea superficial.

Ecuacién 1. Modelo matematico que proponen Reed, et al., en 1995 para el

dimensionamiento de un humedal artificial vertical de flujo subsuperficial

L Ca—K TRH
nCe_ 7( )

Donde:

Ca: Concentracion del contaminante en el influente (mg/L)

Ce: Concentracion del contaminante en el efluente (mg/L)

Kt Constante de reaccion de primer orden dependiente de la temperatura (d-V

TRH: Tiempo de retencidn hidraulica (d)

Al hacer el reordenamiento de la ecuacion 1 y sustituyendo los valores de TRH para

poder obtener el area superficial queda como se muestra en la ecuacion 2.
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Ecuaciéon 2. Reordenamiento del modelo matematico que proponen Reed et al., en

1995 para el dimensionamiento de un humedal artificial vertical de flujo supsuperficial

@&
A — Ce
5= o

Donde:

AS: Area superficial del humedal

Q: Caudal promedio del sistema, en m3/d
Y: Profundidad de la ldmina de agua, en m

n: Porosidad del sustrato filtrante, expresado como decimal

Para lograr la depuracion del agua residual sintética adicionada con CBZ es
necesario que el humedal este adaptado a las caracteristicas del ARFS, de tal forma
gue la comunidad de microorganismos asociados a las plantas esté establecida para

gue asi apoye a la mineralizacion de la materia organica y del contaminante.

5.3.2 Consideraciones para implementar un humedal artificial
Para el disefio se tomaron en cuenta algunas consideraciones que son propias de un
humedal.
e Caracteristicas del agua residual farmacéutica sintética
e La calidad requerida del efluente
e Tipo de sistema acuatico
e Factores ambientales locales
e Parametros de disefio del proceso
e Caracteristicas fisicas del disefio
El montaje del humedal se realiz6 en un recipiente de plastico ovalada de 110 litros (figura

9) de 32 cm de alto, 90.1 cm de largo y 61.5 cm de ancho.
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Figura 9 Recipiente empleado para instalar el humedal

Los criterios usados en la seleccion de las plantas fueron los siguientes.
e Faciles de mantener, bajo el clima del lugar y la calidad del agua residual farmacéutica
utilizada.
e Facil disponibilidad en la regién
e Facil de cultivar y propagar en invernadero
e Que sea perennes
La planta elegida debido a la capacidad de fotosintesis y crecimiento fue Equisetum hyemale

ya que es un género con distribucién cosmopolita.

5.3.3 Montaje del humedal

El recipiente fue adaptado para que fuera un humedal vertical de flujo subsuperficial debido
a las raices de la planta, como el que se muestra en la figura 10. En la parte izquierda a una
altura media se puso la entrada de agua procedente del biofiltro (influente), en la parte inferior
derecha la salida del agua (efluente), a unos 2 cm del fondo.
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Figura 10 Humedal vertical de flujo horizontal

5.3.4 MATERIAL DE SOPORTE DEL HUMEDAL Y SUS CARACTERISTICAS

En el recipiente de plastico se colocaron 3 capas de 5 cm de tezontle de diferentes
granulometrias (mallas de 2.38 mm, 4.76 mm y de 13 mm).

Se determinaron distintos parametros del material de soporte como la granulometria y
porosidad (Anexo 7 y Anexo 8)

5.3.5 EVALUACION DE LA REMOCION DE CARBAMAZEPINA Y MATERIA
ORGANICA

La evaluacion de la remocion de CBZ en el humedal se realizé en un sistema en continuo
con tiempo de residencia de 12 h, durante 108 dias se hicieron 9 mediciones cada una por
triplicado. Las muestras fueron en el influente y el efluente del humedal, la CBZ se cuantificd
mediante el uso de un HPLC utilizando la metodologia del anexo 6. Al mismo tiempo se
realizé cuantificaciones de DQO utilizando la metodologia del Anexo 1. Se utiliz6 un
potenciometro para cuantificar pH y el equipo KjelMaster K-375 para la cuantificacion de

nitrégeno total Kjeldahl.

5.3.6 EVALUACION DE BALANCE DE CARBAMAZEPINA EN EL HUMEDAL
Con la finalidad de determinar el proceso de remocién de CBZ en el humedal se realiz6 una

extraccion del contaminante en el tezontle y en la planta (la raiz y el tallo).
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5.3.7 EXTRACCION DE CARBAMAZEPINA DEL SUSTRATO PROCEDENTE DEL
HUMEDAL

Para realizar la extraccion de CBZ en el sustrato se tomaron cinco muestras del sustrato en
diferentes puntos del humedal. La muestra fue tomada con un didmetro aproximado de 5 cm,
teniendo la precaucion de tomar las tres capas de sustrato. Posteriormente se juntaron las
muestras y se homogenizaron, se dejaron secar en un horno a 70° C durante 24 horas,
posterior al secado se pes6 5 gramos y se sumergié en metanol durante 24 horas, en
agitacion continua. Transcurrido el tiempo se tomé una alicuota y se cuantificé en HPLC con

la misma metodologia que se marca en el anexo 6.

5.3.8 EXTRACCION DE CARBAMAZEPINA DE LA PLANTA: RAIZ Y TALLO

Para realizar la extraccion de CBZ en la planta, primero se tomaron 6 especimenes como se
observa en la figura 11, de diferente lugar de forma aleatoria, se separ6 la raiz del tallo,
después por separado se molieron con el fin de exponer la parte interna de la planta, después
se pusieron a secar durante 24 horas a 70° C, transcurrido el tiempo se pesaron 5 gramos
de tallo y de raiz y cada una se sumergieron en metanol durante 24 horas en agitacion
continua. Transcurrido el tiempo se tom6 una alicuota y se cuantificé la concentracion de
CBZ en HPLC.

Una vez que se obtuvieron los resultados de extraccion tanto del sustrato como de la planta,
se realizé un balance de masa, en el biofiltro y el humedal por separado, y en el sistema en
general.

J{ o "
ale que se ocup6 en el experimento de extraccion la cual estuvo en

contacto 108 dias con CBZ.

Figura 11 Equisetum hem
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CAPITULO 6. RESULTADOS

6.1 PRIMERA ETAPA. — EVALUACION DE LA BIODEGRADACION.

6.1.1 CARACTERIZACION DE LA BIODEGRADACION DE CARBAMAZEPINA IN
VITRO

Al evaluar la remociéon y mineralizacién de CBZ en ARFS inoculada con P. ostreatus (figura
12), se puede observar una remocién de 39.83+2.27%, el cual es menor al reportado por
Bucchichio et al.,, (2016) quienes emplearon P. ostreatus y Tricoderma harzianum,
obteniendo porcentajes de remocion del 68% y 72% respectivamente, empleando una
concentracion de 4 ug/L, que representa 6250 veces menor a la empleada en el presente
experimento. Se presentd una mineralizacion de CBZ en ARFS inoculada con P. ostreatus
de 34.60+2.89%. La diferencia entre ambos experimentos fue de 5.23%, que puede ser
debido a procesos de degradacion o adsorcion. Se implemento un control que contenia agua
residual farmacéutica con CBZ sin presencia del hongo, el cual present6 una remocién menor
al 1%, este sistema sirvi6 para descartar que existiera degradacion fisicoquimica y/o biolégica
ajena al hongo. Los resultados en estos experimentos se comparan a lo que reportan
(Gonzélez, 2016) (Castellet, et al., 2018) (Jelic, 2012) donde indican que P. ostreatus tiene
la capacidad de degradar CBZ.

100, A) 100, B)
— -e- ARFS+CBZ+H = —— ARFS+CBZ+H
= 8
S 80 —~ ARFS+CBZ S 80 —— ARFS+CBZ
[11] -+ AD+CBZ+H 8 -+ AD+CBZ+H
o
o 60 g 60
o c
c e
5 5 404
.g E
£ g 204
S £
. = 04
8 0 2 4 6 8
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

ARFS= Agua Residual farmacéutica Sintética, CBZ= Carbamazepina, H= Pleurotus ostreatus y AD= Agua destilada

Figura 12. Remocion (A) y mineralizacion (B) de CBZ en presencia de ARFS inoculado con P.
ostreatus in vitro
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Considerando que la degradacion siguid6 un comportamiento de primer orden se grafico

log (%) esta gréfica (Figura 13) se utilizoO para obtener los pardmetros cinéticos de

biodegradacion, es decir la k de velocidad de biodegradacion.
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Figura 13 Determinacion de la velocidad de biodegradacion de

carbamazepin

a

En la figura 14 se presenta el logaritmo de la concentracion de CBZ mineralizada entre la

concentracion de CBZ inicial, ajustando los resultados

obtener los parametros cinéticos de la mineralizacion.

a una ecuacion de primer orden, para

2.5- y=-0.2119x + 2.1703
2
204 R =0.9301
©
o 1.5
(4]
3) e—
o 1.0
o y=-0.1041x + 1.4311
0.5- R =097
0.0 T . T T 1
0 1 2 3 4 ]

Tiempo (dias)

Figura 14 Logaritmo de la mineralizacion de CBZ en un tiempo determinado

entre la concentracion inici
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En la tabla 7 se puede observar los pardmetros cinéticos de la biodegradacion y la
mineralizacion de la CBZ en las dos condiciones experimentales. El sistema en donde se
obtienen mejores resultados de mineralizacién y de biodegradacién es ARFS+H+CBZ,
debido a que probablemente P. ostreatus puede ocupar los nutrientes de ARFS como fuente
de carbono y de nitrégeno, lo que se traduce a una mayor produccidon enzimética de
citocromo P450, manganeso peroxidasa, versatil peroxidasa, Lacasas (Golan Rozen et al.,
2015), las cuales de acuerdo con la literatura llevan a cabo los procesos de degradacion y/o
remocién de la CBZ, utilizando posiblemente al farmaco como fuente de nutrimentos y
llevando a cabo procesos de mineralizacion. De forma general, los logaritmos de las
concentraciones en funcién del tiempo permiten obtener los pardmetros cinéticos y a su vez
la vida media del farmaco, que indica el tiempo que transcurre para que se elimine o degrade
la mitad de la concentracion inicial de CBZ. En 2013, Martinez, realiz6 un andlisis de la vida
media de la degradacion de CBZ mediante el uso de Luz solar y luz ultravioleta, donde se
encontré una cinética de primer orden (similar a la que se gréfica en este trabajo), Se
extrapol6 el tiempo de vida en la ecuacion que obtuvieron y a una concentracion de 5mg/L,
resulto una vida media de 194.73 dias con luz solar y 267.56 dias con luz ultravioleta, si se
comparan estos resultados con los obtenidos en este trabajo, el tiempo de vida media de la
CBZ es menor (6.62 dias para degradacion y 6.65 dias para mineralizacion), considerando
gue el paquete enzimatico de P. ostreatus mostr6 mayor capacidad en la remocion del
farmaco en comparacion de un proceso fisicoquimico.

La vida media de mineralizacién que se obtuvo en la condicion AD+CBZ+H (3.27 d) es similar
a la reportada por Zhang, et al., en 2008, donde sus resultados estuvieron en un intervalo de
1.04-2.71 dias.

Tabla 7 Parametros cinéticos de la biodegradacion y mineralizacion de la CBZ en condiciones

in vitro.
Condicion Velocidad de Vida media Velocidad de Vida media Porcentaje de
degradacion biodegradacién mineralizacién mineralizacion | biodegradacion
(d?) (d) (d?) (d) (%)
ARFS+H+CBZ 0.1047 6.62 0.1041 6.65 37.02
AD+CBZ+H 0.0434 15.97 0.2119 3.27 21.61
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6.2 SEGUNDA ETAPA. - IMPLEMENTACION DE BIOFILTROS, CARACTERIZACION DE
SUSTRATOS Y EVALUACION DE PROCESOS DE SORCION
Se implementaron los biofiltros y se dejaron incubar durante 25 dias, tiempo similar al

establecido y reportado por Jiménez (2017) y Lépez et al., (2008).

6.2.1 EVALUACION DE LOS MATERIALES DE SOPORTE PARA LA REMOCION DE
CARBAMAZEPINA

En la figura 15 se observa que el biofiltro empacado con ficus presentd una contaminacion

con un hongo de color obscuro de apariencia filamentosa, ademas que el efluente de este

biofiltro presentdé una coloracibn mas obscura y fétida en comparacion con el biofiltro

empacado con paja. La contaminacion por otro hongo implica que exista una competencia

por el sustrato disponible y seria complicado evaluar la remocion de DQO y CBZ por parte

de P. ostreatus.

Debido a los resultados obtenidos entre ambos biofiltros, se elimind la opcién del
empaque de Ficus, ya que este material presenté mayor facilidad de contaminacion,
lo que representa un sistema donde existen interacciones de competencia por los
nutrientes que aporta el sustrato entre los organismos alli presentes (P. ostreatus y
contaminantes) disminuyendo probablemente la participacion de P. ostreatus en la
remocion de CBZ y volviendo complicada su evaluacion. Los factores que se
consideraron en la seleccion del material de empaque fueron el olor y coloracion,
debido a que se desea que el efluente del sistema presente la menor coloracion
posible y que el olor no sea intenso y desagradable, ya que en el sistema que se
desarroll6 en la presente investigacion, el efluente del biorreactor va a alimentar el
humedal, de manera que, en caso de estar contaminado, podria afectar la funcién del
mismo, debido a que pudieran influenciar negativamente en el desarrollo de la
microbiota y las macrofitas que se estableceran mas adelante en el prototipo.

Otro de los parametros determinantes en la seleccién del empaque (sustrato) mas
adecuado para el proceso, fue la DQO debido a que es uno de los parametros que
mas se ocupan para determinar el grado de contaminacion del agua, la DQO se utiliza
para cuantificar la cantidad de materia oxidable en el agua (Ramos,2018).

Los valores obtenidos de DQO en Ficus spp fue 6000 mg/L y el de la paja trigo fue
de 4600 mg/L (Figura 15) por lo que se seleccion0 este ultimo como sustrato de
empaque para el biofiltro, ya que valores altos de DQO representan una
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contaminacion por materia organica y un problema para la funcionalidad del biofiltro.,
debido a que a mayor concentracion de DQO puede propiciar la proliferacion de
microorganismos (Jojoa et al., 2015) lo que podria ser negativo para el objetivo de

este trabajo de investigacion.

Ficus spp _
P. ostreatus Paja
Tezontle P. ostreatus
DQO: 6000 mg/L Tezontle

DQO: 4600 mg/L

Figura 15 Comparacion entre los biofiltros empacados diferentes sustratos. A. Efluentes obtenido del
biofiltro con ficus de cada una de las corridas, empezando con la corrida uno de izquierda a derecha,
B. El biofiltro empacado con paja, empezando con la corrida uno.

6.2.2 BIOFILTRO EMPACADO CON PAJA Y TEZONTLE

En la figura 16, se puede observar el comportamiento del pH que se registrd, con un
intervalo en el biofiltro inoculado que oscilé6 entre 5.5 a 7.5, teniendo una media
aproximada de 6.5 este valor de pH es muy parecido con el que trabajo publicado por
Buchichio et al., en 2016 quien reporta valores de pH de 7.6. Por otro lado, el intervalo
de pH en el biofiltro control no tiene una variacion muy marcada, con un promedio

aproximado de 6.5 durante todas las mediciones.
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Figura 16. Potencial de hidrogeno en: A.- Biofiltro inoculado y B.- Biofiltro control
sin inocular.

Se cuantificé la demanda quimica de oxigeno (DQO), para conocer la cantidad de
materia susceptible a la oxidacién y tener un parametro para considerar la cantidad
de materia organica presente en la muestra (CONAGUA, 2018). Esto debido a que
se pretende obtener un efluente con la menor carga organica posible, como se
menciono con anterioridad a mayor materia organica presente en el medio, mayor la
cantidad de oxigeno que se necesita para oxidarla (Ramos, 2018). Los resultados
gue se obtuvieron en el biofiltro inoculado y en el biofiltro control, se pueden observar
en la figura 17, donde se ve que en promedio ambos biofiltros presentan una DQO
similar, esto se atribuye a la degradacion del sustrato organico, que en este caso es
la paja, y no a la presencia del hongo y sus subproductos, sin embargo, en 2016,
Tapie et al., y en 2020, Hernandez, et al., demostraron que P. ostreatus es capaz de
disminuir la DQO, y esto se observa en la figura 17, donde en la quinta medicion se
obtiene una disminucion de mas del 50% de la concentracién de DQO, y en las
mediciones posteriores practicamente se mantiene estable. Lo que resulta en un
punto positivo para este trabajo ya que se pretende tener la menor demanda quimica

de oxigeno dentro del sistema.
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Figura 17. Demanda quimica de oxigeno en: A.- Biofiltro inoculado
y B.- Biofiltro control sin inocular.



También se realiz6 la cuantificacién de Nitrogeno Total Kjeldahl (NTK), como un indicador de
la cantidad de nitrégeno orgénico presente en la salida del biofiltro, ya que de acuerdo con
la NMX-AA-026-SCFI-2010, esta técnica cuantifica la cantidad de nitrégeno organico y
amoniacal, en donde se incluye a las enzimas y proteinas. Este parametro es importante ya
gue el hongo utiliza principalmente el nitrégeno para formar componentes celulares como
proteinas y acidos nucleicos (Mojica y Molano, 2006) asi como, enzimas no especificas
intracelulares de P. ostreatus como el citocromo p450 y manganeso peroxidasa (Golan-
Rozen et al.,2011, Golan-Rozen et al., 2016) ya que son las encargadas de degradar la CBZ
dentro del biofiltro. En la figura 18, se puede observar la cantidad de NTK presente en el
efluente del biofiltro en gramos de nitrégeno por litro de efluente, que proviene probablemente
de la degradacion de la pajay del ARFS. La diferencia entre el biofiltro inoculado y el control
es debido a que al cuantificar el NTK también se cuantifica subproductos de la degradacion
de la paja y del ARFS, y no sélo de las enzimas producidas por el hongo.
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Figura 18 Cuantificacién del Nitrégeno Total Kjeldahl en: A.- Biofiltro inoculado y B.- Biofiltro control sin
inocular.

EL intervalo de NTK en el biofiltro inoculado varia entre 0.05 a 0.08 g de N/L, mientras que
el biofiltro control presenta valores entre 0.025 a 0.055 g de N/L, la diferencia en estos
intervalos se debe posiblemente a la baja producciéon enzimatica del hongo en el biofiltro
inoculado, por lo que se propuso cambiar la forma de operacién alternando las condiciones
el biofiltro a un dia aireado y un dia inundado, esto con la finalidad de poder estresar al hongo

y asi esperar una mayor produccién enzimatica similar a lo reportado por Pérez et al., 2020.
Los resultados obtenidos de la cuantificacién de CBZ en el efluente se muestran en la figura

19, donde la concentracion inicial fue de aproximadamente 30 mg/L y en la figura 20 se

presenta la remocion en porcentaje, en donde se puede observar que el biofiltro control se
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tiene una mayor remocion en las primeras cinco mediciones, esto se atribuye probablemente
a procesos de sorcion y de estabilizacion del sistema.

Remaocion de CBZ (%)
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Figura 19 Cuantificacién de remocion de CBZ expresada en mg/L: A.- Biofiltro inoculado y
B.- Biofiltro control sin inocular.
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Figura 20 Cuantificacién de remocién de CBZ expresada en porcentaje: A.- Biofiltro inoculado
y B.- Biofiltro control sin inocular.
En el dia 24 se cuantifico la concentracién de CBZ en el biofiltro control, y se compararon las
dos gréficas de la figura 20, se puede apreciar que, en ese dia, posterior a la estabilizacion
del sistema, el biofiltro inoculado muestra una mayor remocién (35%) que el biofiltro control
(25%), la diferencia de remocion entre los biofiltros se debe probablemente a los procesos
de sorcion y degradacion debido a la presencia del hongo. Estos resultados son alentadores
si son contrastados con los obtenidos por Jiménez en 2017, tomando en cuenta los dias que
se estuvieron trabajando, ya que en esa investigacion se reportd que en el dia 24 el sistema
de biofiltracién que se implementé removié aproximadamente el 10% del total de la CBZ. Por
tanto, se establece que el biofiltro inoculado con en el hongo tiene la capacidad de remover
CBZ en porcentajes superiores al 25%, lo cual confirma que P. ostreatus puede remover CBZ

presente en agua, similar a lo obtenido por Kang et al., en 2008, que realizaron experimentos
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de remocién con hongos lignoliticos (Cunninghamella elegans y Umbelopsis Ramanniana)
obteniendo resultados de 43% y 26% respectivamente.

6.2.3 EVALUACION DE LOS PROCESOS DE SORCION

Para poder evaluar la remocion de CBZ por procesos de sorcidn se realizaron experimentos
para poder determinar la influencia del proceso sobre la remociéon de CBZ en los biofiltros.
Este tipo de experimentos nos indica la concentracion que se encuentra adherida a la
superficie del material adsorbente o sustrato, que en este caso seria el tezontle y la paja. Lo
primero que se hizo fue una cinética de adsorcibn en ambos materiales, con una
concentracion inicial de CBZ de 25 mg/L, donde la finalidad fue encontrar el punto de
equilibrio entre lo adsorbido y lo disuelto, como se muestra en la figura 21, el tiempo de
equilibrio para el tezontle fue a las 7 horas con un maximo de adsorcion del 60.4%, esto nos
indica que en ese tiempo lo sitios activos del tezontle llegaron a la saturacién por lo que
adsorbia la misma cantidad de carbamazepina que desorbia, a consecuencia de esto la
concentracion en la matriz ya se mantenia constante. En el caso de la paja, el tiempo de

equilibrio fue a las 24 horas de empezar el contacto con la CBZ.
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Figura 21 Cinéticas de adsorcién de CBZ en tezontle y paja.

También se realizaron las isotermas de adsorcion y desorcién, para conocer el equilibrio
entre la parte adsorbida y la parte disuelta, se graficaron los resultados y se obtuvo la
ecuacion de la pendiente de cada gréfica, para poder calcular la cantidad de CBZ retenida y
asi hacer un balance masico del sistema en general (Chunxian et al., 2011)

En la figura 22, se observa la isoterma de adsorcién y desorcion de la CBZ en tezontle, el
grafico muestra un comportamiento lineal, ya que se ajust6 al modelo de Freundlich, el cual

describe un comportamiento de monocapa en la superficie el adsorbato.
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Figura 22 Isoterma de adsorcion y desorcién de CBZ en tezontle ajustadas al modelo de
Freundlich.

Para realizar el gréfico de la isoterma de adsorcion y desorcion de CBZ en paja, también se
ajusté a un modelo de Freundlich, lo que indica que el comportamiento de adsorcién en
ambos sistemas es similar, en la figura 23, se observan las gréficas de las isotermas antes

mencionadas.
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Figura 23 Isoterma de adsorcion y desorcién de CBZ en paja, después de realizar un ajuste
con el modelo de Freundlich

Una vez que se obtuvieron las pendientes de cada isoterma, y se calcularon las cinéticas de

adsorcion y desorcion “Kag Y Kq” para poder realizar el balance teérico masico del biofiltro
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inoculado y del biofiltro control. Como se muestra en la tabla 8, la diferencia entre la remocion
del biofiltro inoculado y la remocién del biofiltro control, es probablemente la concentracion

gue se esta degradando en el biofiltro.

Tabla 8: Balance teérico de CBZ en el biofiltro inoculado y en el biofiltro control. B:
concentraciones de entrada y salida del biofiltro inoculado (BI) y del biofiltro control (BC).

Isoterma de Freundlich  ¥=2.3618 log X + log 3.082 ¥=0.08904 log X + log

0.6763 l Bl: 32 mg/L

Adsorcidn 3.59 mg/L 0.0529 mg/L BC: 37 mg/L
Retencion 11.44 mg/L e

Disuelto 20.58 mg/L e
Remocién 7.85 mg/L
Adsorcion 3.88 mg/L 0.04 mg/L
Retencion 9.52 mg/L

Disuelto 27.48 mg/L .

Retencion por otros 5.64 mg/L l Bl: 20.56 mg/L

procesos BC: 27.48 mg/L

Degradacion 2.21 mg/L

Ocupando el modelo matematico de Freundlich;

Modelo de Freundlich
Log% = Log kf +71—110g[M]‘ « Disuelto

T 1

Equilibrio Adsorbido

Se calculé la histéresis (H) la cual describe la capacidad que tiene el suelo para retener un
contaminante y por medio del valor resultante de la histéresis se puede saber qué cantidad
del contaminante se encontrara principalmente disuelto en la matriz acuosa con respecto a

la cantidad del contaminante retenido en el sustrato. Por lo tanto, cuando:

H =1 Velocidad,,, = velocidad,..

H > 1 Velocidad,.. > Velocidad,,.

H < 1 Velocidad,,, > Velocidad,,..
La histéresis se calcula dividiendo 1/n de adsorcion entre 1/n de desorcion (Chunxian et al.,
2011)
Los resultados que se obtuvieron se muestran en la tabla 8, donde se observa que la H para
tezontle es mayor a 1, por lo que la velocidad de desorcion es mayor a la velocidad de

adsorcion (Poggi et al., 2002) por lo que se infiere que el tezontle no es un buen material
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adsorbente, por otro lado, la paja, obtuvo una H de 0.854, lo que nos indica que este sustrato
tiene capacidad adsorbente.

También se puede observar en la tabla 9, el porcentaje de materia organica que tienen los
sustratos, por ejemplo, el tezontle obtuvo un porcentaje de 0.62% el cual es un valor cercano
a lo que reporté Cruz et al., (2012) que indican que tiene un porcentaje de cero, para el caso
de la paja el resultado que se obtuvo fue de mas del 97% de materia organica un resultado
mayor al que obtuvo Montafiez et al., en 2004, que fue de 81.87%. A partir de estos
resultados se puede calcular la Kom, que es la constante de adsorcion normalizada de la

materia organica, esta constante se calcula, con la siguiente ecuacion.
Kom = Kt.ads/OM x 100%

Se puede ver que la capacidad de adsorcion de la paja es 3.6 veces mayor que la del tezontle,
con lo que se puede decir que la paja tendra la funcion de retener el contaminante, mientras
gue el tezontle ofrece soporte y aireacion al sistema, estos resultados son parecidos con los
obtenidos por Anicua et al.,, (2009), donde menciona que las propiedades fisicas vy
microfisiologicas de la perlita proporcionan un empaquetamiento de las particulas y en
consecuencia una mayor capacidad de aireacion. Es importante mencionar que, la perlita 'y
el tezontle comparten propiedades fisicas y quimicas que los hacen sustratos similares
(Rodriguez et al., 2013) El porcentaje de carbdn organico (C.0.) se calculé mediante el factor
empirico de Van Benmelen (Jackson, 1964), este factor indica que la relacién entre la materia
organica y el carbén organico es de 1.724.

Tabla 9 parametros caracteristicos del proceso de adsorcion

PARAMETROS TezoNTLE S

Adsorcion Desorcion Adsorcion Desorcion

&t 211 4498.83 1207.81 31117
1/n 0.8904 1.0034 2.3618 2.0174
M.O. 0.62% 97.86%

Kam 340.32 1234.22
C.0. 0.36% 56.76%

595 586.11 2127.92

Histéresis 1.126 0.854

También se calculé la constante de adsorcion normalizada del carbon organico para
determinar la capacidad de adsorcién del carbdén organico presente en los materiales

utilizados, estos resultados obtenidos nos infieren que el tezontle es un material que tiene
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una baja afinidad de adsorber la carbamazepina, resultados parecidos a los que obtuvieron
Nowotny et al., en 2007, en su experimento ocupando carbdn activado como adsorbente, sin
embargo, la porosidad de estos sustrato permite la retencion en los microporos del
contaminante disuelto en la fase acuosa sin un proceso quimico o fisico (Gayosso et al.,
2018). Por otro lado, la paja demostroé ser un buen material adsorbente al tener una K;de
adsorcion mayor que de desorcion, por lo tanto, una histéresis de 0.854, que indica que la
velocidad en la que adsorbe es mayor que la velocidad que desorbe. Por lo que se infiere
gue la paja puede ser un material para retener la CBZ, proporcionando un mayor tiempo de
contacto con el micelio lo que a su vez, favorece los procesos de remocion, estos resultados
son parecidos a los que obtuvé Dordio et al.,, en 2011, donde demostr6 que el corcho
granulado, tiene una gran afinidad por la CBZ, donde tuvo una remocion del farmaco entre
el 9.3% al 21.0% de la concentracion Inicial.

6.3 Tercera etapa. - Implementacién y establecimiento del sistema biofiltro-humedal
Para el sistema biofiltro-humedal (figura 24), como primer paso se instalado el biofiltro, el
cual tiene funcién principal de remover CBZ, posteriormente, se instalé un tanque regulador
gue cumple con la funcién de suministrar un flujo continuo al humedal, y por Gltimo se acoplé
el humedal, que tiene como propdsito la remocién de materia organica'y de CBZ proveniente
del biofiltro, esto con base en los resultados obtenidos por Gonzales en 2015, donde
demostré que un humedal supsuperficial de flujo vertical tiene la capacidad de remover 47.87
g/ m? d de materia organica, mientras que en 2015 Tejeda et al., demostraron que un humedal
supsuperficial de flujo horizontal removio el 43% de CBZ con una concentracion inicial de 25
pg/L, también en 2019, Nivala et al., reportaron que un humedal de flujo horizontal pudo
remover el 49% de CBZ con una concentracion inicial de 3 pg/L.

® o

et
I — - A
' )N,

_‘A < ! N
Tanque 0:15m
regulador

0.9m

Figura 24 Esquema del sistema biofiltro- humedal con las dimensiones ya propuestas
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DQO (mg/L)

Como resultado se obtiene que para remover una concentracién inicial de 2300 mg/L de
DBOs, es necesaria una superficie de 0.35 m? en el humedal (Kadlec y Wallace, 2009),
entonces para obtener el ancho del humedal se dividié el area superficial entre 0.8 m (valor
propuesto para el largo del humedal), con base a lo anterior las medidas tedricas del humedal
fueron 0.8 m de largo x 0.45 m de ancho x 0.25 m de alto.

Una vez que se obtuvieron las medidas tedricas se buscd un recipiente el cual tuviera las
dimensiones antes mencionadas. En la figura 24 se pueden observar las medidas finales del

humedal, y el ancho de las tres capas de sustrato colocadas.

6.3.1 Sistema biofiltro-humedal.

Los pardmetros que se evaluaron en el sistema biofiltro- humedal fueron: DQO, pH, oxigeno
disuelto, NTK y CBZ. Los puntos donde se tomaba muestra para analizar fueron tres, entrada
al biofiltro, salida de biofiltro/entrada del humedal, y la salida del humedal. Con la finalidad
de observar el comportamiento de cada sistema por separado.

En la figura 25, se observa la cuantificacion de DQO durante los 108 dias que se evaluo el

sistema.
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Figura 25 Comportamiento de la DQO, en el sistema biofiltro humedal. A) Promedio de las
mediciones en la entrada del biofiltro, salida del biofiltro y salida del humedal. B) Mediciones en cada
corrida del sistema.

En la entrada al biofiltro se cuantific6 una DQO aproximada de 1500 mg/L, y a la salida de
este la DQO aumentaba en promedio a 3000 mg/L, esto debido a la aportacion de materia
organica por parte del sustrato, asi como, posiblemente a subproductos enzimaticos de P.
ostreatus. En la salida del humedal la DQO disminuye hasta aproximadamente 500 mg/L, por

lo que el humedal demostré poder remover mas del 80% de la materia organica.
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En la figura 26, se puede apreciar el comportamiento del potencial de hidrégeno en el sistema
donde tiende a aumentar, comenzando con un con valor promedio de 5.5 en la entrada al
biofiltro, y terminando con un valor de 7.5 a la salida de este, esto se debe posiblemente a la
liberacion de enzimas por P. ostreatus y a la degradacion de material organico. Generando
compuestos nitrogenados como el amoniaco el cual es una base y por tanto eleva el pH del

sistema.

101 A) B)
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64
5
4
34
24

Hl Enirada biofiltro
Salida biofiltro
B Salida humedal

pH

pH
O = N W AR O~ ®

0-
TR QS A P

Tiempo (dias)

Figura 26 Potencial de hidrégeno, en el sistema biofiltro humedal. A) Promedio de las
mediciones en la entrada del biofiltro, salida del biofiltro y salida del humedal. B) Mediciones en cada
corrida del sistema.

Este comportamiento coincide con lo reportado por Tejeda en 2015, donde menciona que los
humedales poseen una capacidad buffer que regula el pH del sistema, sin embargo, el
comportamiento entre los humedales de estudio de Tejeda en 2015, con el que se reporta
en este trabajo es totalmente diferente, mientras que Tejeda menciona que debido a la
nitrificacion el pH del humedal supsuperficial de flujo vertical disminuye de 8 a 7.5, y los
valores que se reportan en este trabajo aumentan de 5.5 a 7.5 aproximadamente, los valores
finales son cercanos a la neutralidad y coinciden con los valores reportados en la literatura
por CWA (2006)

El oxigeno disuelto es de suma importancia en los sistemas de remocion de contaminantes
debido a que se requiere en los mecanismos de remocion aerobios de contaminantes, al
mismo tiempo que esta variable determina el tipo de metabolismo que prevalece en el
sistema (Kadlec y Wallace, 2009) En la figura 27, se observa el comportamiento del oxigeno

disuelto que fue evaluado en el sistema biofiltro-humedal.
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Figura 27 Oxigeno disuelto, en el sistema biofiltro humedal. A) Promedio de las mediciones en
la entrada del biofiltro, salida del biofiltro y salida del humedal. B) Mediciones en cada corrida del
sistema.

Se puede observar una disminucién entre el influente del biofiltro y el efluente del humedal,
la cual se esperaba debido a que el sistema se encontraba saturado de agua, que provoca
gue la difusién de oxigeno de la superficie a la matriz acuosa sea deficiente (Vymazal &
Kropfelova, 2008), como consecuencia de este comportamiento prevalece condiciones
anoxicas principalmente en el humedal con valores menores a 1 mg/L de oxigeno, sin
embargo en el biofiltro las condiciones andxicas puede favorecer la produccién enzimatica
de P. ostreatus lo que puede inducir una mayor biodegradacion de CBZ.

Otro parametro que se cuantificé es el nitr6geno total Kjeldahl, que nos indica la suma del
nitrégeno orgénico y nitrdgeno amoniacal, que pueden ser transformados a nitratos y nitritos,
este paso es de suma importancia ya que posteriormente estos se pueden desnitrificar y
convertirse en nitrégeno gaseoso. En la figura 28, se puede observar, que en los primeros
67 dias se mantiene muy parecido el valor de NTK en la entrada del biofiltro como en la salida
del humedal, esto se debe posiblemente a que el sistema se estaba adaptando y la
nitrificacion no era suficiente para poder disminuir la concentracién de NTK. Sin embargo, a
partir del dia 74, se puede observar una drastica disminucién que nos indica que el sistema
se adaptd y el proceso de conversién de NTK a nitratos y nitritos es eficiente, y concuerda
también con el aumento de pH en el sistema. Es importante recalcar que el valor de NTK en
el dia 108 que fue de 5 mg/L, se encuentra dentro del limite maximo permisible de reporta

en 2014 la SIAPA, en su capitulo 11 de saneamiento del agua.
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Figura 28 Nitrogeno total Kjeldahl, en el sistema biofiltro humedal. A) Promedio de las
mediciones en la entrada del biofiltro, salida del biofiltro y salida del humedal. B) Mediciones en cada
corrida del sistema.

En la figura 29, se puede observar que en promedio se alimenté al sistema biofiltro-humedal
con 50 mg/L de CBZ debido a que el ARFS se volvia a reconstituir con una solucién madre
de carbamazepina, en la etapa del biofiltro se tiene una remocion promedio de casi el 50%
de la concentracion inicial, y en las primeras corridas que corresponden al dia 02 y 18, la
remocion en el biofiltro fue de casi el 100%, esto posiblemente es causado por la retencion
de la CBZ en el material de empaque y en P. ostreatus, una vez que todos los sitios de
adsorcion quedaran saturados por la CBZ, se empez6 a observar que se obtenia una
concentracion significativa de CBZ en la salida del biofiltro en los siguientes dias (57, 67, 74,
81, 95, 102 y 108), este mismo proceso ocurrio en el humedal, debido a que en las primeras
corridas donde en la entrada del humedal se tenia una concentracion de CBZ, la eficiencia
de remocion fue de mas del 80%, por lo que se puede deducir que la CBZ se quedd adsorbida
en el material de soporte y organico del humedal, una vez alcanzado el equilibrio entre lo
adsorbido y lo disuelto, el sistema empez6 a ser menos eficiente en la remocién de CBZ,
debido a que en los dias 102 y 108, la concentracion en la salida del humedal fue de 40 + 12

mg/L.
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Figura 29 Gréficas del comportamiento de la remocién de CBZ, en el sistema biofiltro
humedal. A) Promedio de las mediciones en la entrada del biofiltro, salida del biofiltro y salida del
humedal. B) Mediciones de la concentracion de CBZ en la entrada del biofiltro

Para comprobar en qué parte del humedal se quedaba retenida la CBZ, se realiz6 una
extraccion en el sustrato y la planta. En la figura 30 se puede observar que la mayor adsorcion
de CBZ corresponde al tallo de E. Hyemalae, posiblemente debido a que la planta lo absorbié
y los transporté al tallo, lo que nos indica que tal vez presente una fitoextraccién o una
fitoacumulacion, esto debido a que el contaminante se encuentra disuelto en la matriz acuosa

gue es absorbida por la planta, mecanismo que reporta Lépez-Martinez en 2005.
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Figura 30 Extraccion de CBZ del sustrato y la planta en el humedal

Con la informacién obtenida de la extraccion de CBZ del sustrato y de la planta en el humedal
y con los antecedentes de la concentracion de entrada y de salida de este, se logré realizar
un balance masico en el humedal. En la figura 31 se puede observar que durante todo el
estudio el humedal tuvo una concentracion acumulada de CBZ en el influente de 39.880 g

de CBZ,y en el efluente un total de 12.741 g, y de acuerdo al andlisis de extraccion se retuvo
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en el humedal un total de 1.994 g del farmaco tanto en el sustrato, como en la raiz y tallo de
la planta, por lo que se determiné que 25.144 g de CBZ se removieron por procesos
destructivos como la degradacioén bioldgica, lo que representa un 63% de la CBZ alimentada

al humedal.

25,144.79 mg

, 1,179.63 mg ’ i
[ 39,880.65 mg mg | ,'V LN AT

[ 12,741.84 mg J

Influente

Efluente
Fioura 31. Balance masico de CBZ en el humedal durante el tiempo de

También se realiz6 un balance masico general de la CBZ (figura 32) durante todo el tiempo
de estudié donde los resultados obtenidos en el biofiltro fueron de 42.7% de remocion, que
concuerda con lo reportado por Jiménez, 2017. La eficiencia de remocion de CBZ en el
humedal fue de 38.99%, este resultado coincide con los obtenidos por Park, 2009, que obtuvo
un porcentaje de remocion entre 30 y 49%, y mayor a los obtenidos por Matamoros et al.,
(2008), Hijosa-Valsero et al., (2010) y Zhang et al., (2011). El total de remocién que presentd
el sistema biofiltro-humedal fue del 82%.

69,600.27 mg
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Figura 32. Balance masico general de CBZ durante el tiempo de estudio.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES

e Pleurotus ostreatus tiene la capacidad de mineralizar CBZ, ya que puede utilizarlo

como fuente de nitrégeno y carbono alcanzando una mineralizacion de 36%.

e La mezcla de paja de trigo con tezontle en relacién 1:1 es una alternativa como
sustrato en sistemas de biofiltracion para la remocién de CBZ, mientras que la mezcla
de ficus spp con tezontle relacién 1:1 no es viable debido a que el sistema presentd
una mayor facilidad de contaminacion generando una DQO mayor en el efluente del

biofiltro.

e Lapajade trigo demostrd ser un buen biosorbente capaz de retener CBZ aumentando
el tiempo de contacto del farmaco con el micelio y favoreciendo los procesos de
remocién. Por su parte el tezontle no fue capaz de retener la CBZ. Por tanto, la
principal funcién del tezontle fue disminuir la compactacion de la paja de trigo,
proporcionando canales para una mayor oxigenacion en el sistema, permitiendo la
disponibilidad de la CBZ en el medio acuoso lo que aumenta la capacidad de

degradacién en el biofiltro.

e EIl sistema de tratamiento no convencional biofiltro y humedal como sistemas
independientes demostraron ser alternativas viables para la remocion de CBZ,

eliminando 35% y 38.9% de la concentracion en sus respectivos influentes.

e El biofiltro no representa una alternativa viable para la remocién de materia organica,
debido a que aumento la concentracion de DQO un 100% en el efluente con respecto
al influente, mientras que el humedal removié el 80% de la DQO presente en el

influente, por lo que tiene la capacidad de remover materia organica.

e El sistema biofiltro humedal tiene la capacidad de remover mas del 80% de la CBZ
inicial y el 80% de la materia organica presente en el agua residual farmacéutica
sintética.

e Equisetum hyemale retiene en el tallo la mayor parte de CBZ, posiblemente mediante

procesos de fitoacumulacion y fitoextraccion.

e El balance masico de CBZ en el sistema biofiltro-humedal indica que el biofiltro
presentd una remocion de 42.70% y el humedal removié 38.99%, por lo que el sistema
acoplado tuvo la capacidad de remover més del 80% de la CBZ total alimentada al

sistema.
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CAPITULO 9. ANEXOS

Anexo 1. Demanda quimica de oxigeno (DQO).

Se midié la demanda quimica de oxigeno de las muestras del biofiltro empleando la
técnica propuesta por la EPA (Método 410.4 revision 2.0). Los tubos utilizados para la
cuantificacion fueron lavados con una solucion acida al 50% de acido sulfurico, después
se metieron a la mufla a 500°C, durante 45 minutos, mientras que las tapas de los tubos
se sumergieron en agua acida al 5%. Una vez limpios los tubos se le anadié a cada uno
2.5ml de la muestra diluida al 5%, blanco (agua destilada) o estandar (para la curva de
calibracion se utiliz6 biftalato de potasio como estandar, en concentraciones de 25 mg/L,
50mg/L, 75mg/L, 100mg/L, 125mg/L, 200mg/L, 500mg/L, 1000mg/L, 1500mg/L y
2000mg/L); 1.5ml de solucién digestora y 3.5 ml de soluciéon catalizadora, para
posteriormente meterlos a un bloque digestor de la marca Hach a 150° C durante 2 horas;
ya que los tubos se encontraban a temperatura ambiente, se midié su absorbancia en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 600 nm.

La solucion digestora se prepard con 5.1 g de dicromato de potasio, 84 ml de acido
sulfarico concentrado y 16.7 g de sulfato de mercurio aforada a 500 ml.

La solucién catalizadora se prepard con 22 g de sulfato de plata con 4.09 kg de acido

sulfarico concentrado y se dejo reposar 48 horas.

Anexo 2. Potencial de hidrégeno
El potencial de hidrégeno fue medido con un potencidmetro y un miltiparametros. Se
utilizé un potencidmetro Oakton modelo pH2700, el cual se calibré en un intervalo 4-7;

para posteriormente realizar las mediciones de las muestras de cada ciclo.

Anexo 3. Oxigeno disuelto
Para la determinacion del oxigeno disuelto se utiliz6 un oximetro de la marca Thermo

modelo Orion 3 Start, el cual fue calibrado con agua saturada.

Anexo 4. Conductividad eléctrica
La conductividad eléctrica se midi6 con el uso de un multiparametros de la marca HANNA

HI 9828 al mismo tiempo que se midioé conductividad eléctrica se obtuvieron mediciones
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de pHy oxigeno disuelto que se compararon con los proporcionados por el potenciémetro

y el oximetro.

Anexo 5. Nitrogeno total Kjeldahl

Para la cuantificacion de nitr6geno total de cada muestra se utilizd el método Kjeldahl.
En los tubos para nitrogeno se colocaron 20 ml de muestra, 10 ml de acido sulfarico
concentrado y una pastilla catalizadora, para digestar durante aproximadamente una
hora y media a 720°C. Se destild la muestra y mediante una titulacion se obtuvo el valor

de nitrégeno total Kjeldahl.

Anexo 6. Cuantificaciéon de carbamazepina

La disminucion en la concentracion de CBZ se determiné por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC), usando una solucion acida al 0.1% de acido formico y acetonitrilo (3:7)
como fase movil con un flujo de 1 mL/min, previamente filtrados y sonicados. Las
muestras fueron filtradas con filtros pirinola de 4 ym previo a ser inyectadas al equipo. A

una longitud de onda de 287 nmy un tiempo de corrida de 10 minutos.

Anexo 7. Granulometria
tamafio de particula se obtuvo al hacer pasar el tezontle, por tamices de diferente nUmero de
malla y se cuantifico los pesos de cada uno, con esto se obtuvo la proporcién en peso de los

diferentes tamafios que la componen.

Anexo 8. Determinacion de la porosidad del material de empaque del humedal

Se empac6 un filtro con un perfil granulométrico parecido al humedal. Se introdujé agua
limpia hasta que fue inund6 la primera capa de grava con la manguera de alimentacion de
aire, tratando de no mojar la capa del material de empaque, se colocé en el efluente un vaso
de precipitados de 1 L y se dej6 salir el agua del biofiltro, se midié con una probeta el volumen
de agua desalojado el cual es equivalente al volumen de espacios vacios en esta capa, se
realiz6 por triplicado. Para la determinacion del volumen de espacios vacios del material de
empaque del biofiltro se llen6é con agua limpia hasta que el medio filtrante quedo totalmente
sumergido. El llenado se realizé lentamente para evitar la expansion del mismo y la formacion
de burbujas de aire, para permitir que el agua penetre a todos los microporos del material de

empaque orgénico, el agua se dejo toda la noche. Al dia siguiente se rellené con agua para
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igualar el nivel superior del medio filtrante ya que disminuy6, debido a que fue absorbido en
los microporos, se empez6 con el vaciado del biofiltro, midiendo el tiempo que tardo en
drenarse el agua que ocupaba los espacios vacios, se abrié el efluente para vaciar la
columna, el agua se colecto en contenedores diferentes por periodos de tiempo (1, 2, 4, 15,
30, 60, 180, 240, 420 y 1 440 minutos), se midi6é el volumen desalojado con una probeta, se
realizé por triplicado, al finalizar las pruebas de vaciado se tom6 una muestra de medio
filtrante de la parte alta de los biofiltros para determinar el contenido de agua por gravimetria.
Se peso el medio filtrante en una capsula de porcelana a peso constante, se dej6é secar en
la estufa a 104°C 3 horas, se pes6 el medio filtrante seco hasta obtener peso constante y por
diferencia de peso se obtuvo la masa de agua que contenia el medio filtrante himedo. Se
realizo por triplicado. A partir del peso del medio filtrante himedo que se utilizo para empacar
la columna, se determind la masa total de agua retenida en el lecho de la columna, se
considera que un gramo de agua es equivalente a un mL de agua, entonces la masa de agua
retenida es igual al volumen de agua retenida en el medio filtrante himedo, con los resultados
obtenidos se determind la porosidad de la columna:

Determinacion de la Porosidad del lecho filtrante

Porosidad= Macroporosidad +Microporosidad

La macroporosidad corresponde al volumen total de agua que sale de la columna durante
las pruebas de vaciado. La microporosidad es igual al volumen de agua retenida en el
material organico (% humedad) del medio filtrante. Este valor se obtuvo a partir de las

muestras de medio filtrante tomadas al final de las pruebas de porosidad.

Anexo 9. Tiempo de retencidn hidraulica en el humedal

Para determinar el tiempo de retencién hidraulica (TRH) en un sistema inundado con biomasa
suspendida, el TRH es igual al volumen util del biofiltro entre el caudal alimentado. A través
de las pruebas de vaciado obtenidos en el apartado 1.7.5, se calcul6 el caudal de salida que
corresponde a cada tiempo de muestreo (1, 2, 4, 15, 30, 60, 180, 240, 420 y 1440 minutos),
para cada caudal se calcul6 el volumen de espacios vacios que se generaron (que es igual

al acumulado de agua que sale del filtro) y se siguieron los siguientes procedimientos:

Para determinar el caudal (Q) se ocup0 la siguiente ecuacion:

a. Q =volumen acumulado / intervalo de tiempo
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b. Con los datos se elabor6 una gréfica en donde el caudal se encontraba en el eje de
las ordenas Vs. Volumen de espacios vacios (volumen acumulado) en el eje de las
abscisas.

c. Con la ecuacion de la curva que se obtuvo, fue posible estimar el volumen de

espacios vacios para diferentes caudales aplicados al biofiltro.

Anexo 10. Experimentos de adsorcion y desorcién
Se llevaron a cabo los procedimientos de adsorcién y desorcién de acuerdo con lo reportado

por Chunxian Wu en 2011.

Experimentos de adsorcion
a) Cinéticas de adsorcion.
Para realizar la cinética de adsorcion los sustratos se dejaron secar a temperatura ambiente,
se molieron en un molino de bolas, después se pasaron por un tamiz de 0.25 mm (malla 60)
para tener un tamafio de particula uniforme, después en 10 tubos Falcon de 15 mL se
afadieron 1.5 g del sustrato seco a cada uno y se le adicion6é 10 mL de agua para hidratar
los sustratos, posteriormente con la finalidad de restringir la actividad microbiana los tubos
se dejaron en un horno a 60° C durante 24 horas, y se adicioné solucion de CBZ hasta
alcanzar una concentracion 25 mg/L, posteriormente se completé el volumen hasta los 15
mL, y se pusieron en agitaciéon a 2 RFC en un agitador de tubos con movimiento rotativo a
diferentes intervalos de tiempo (1, 3, 5, 7, 9, 12, 16, 24, 48 y 72 horas), una vez cumplido el
tiempo para cada tubo, se centrifugd a 1800 RFC en una centrifuga para separar el
sobrenadante del absorbente, posteriormente el sobrenadante se pasé a través de un filtro
de pirinola de 0.45 um, para su analisis en HPLC.
b) Isoterma de adsorcién.

La isoterma de adsorcién se realizé con el mismo procedimiento utilizado para la cinética,
s6lo que en este caso se establecieron diferentes concentraciones de CBZ, en un intervalo
de 10 a 50 mg/L. En la tabla 6 se presentan las diferentes concentraciones empleadas para
la determinacién de la isoterma de adsorcion en tezontle y paja, asimismo el tiempo de
agitacion se fij6 con base en los resultados de las cinéticas de adsorcién. Siendo para el

tezontle 7 h 'y para la paja 24 h.
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Tubo Concentracion CBZ (mg/L)
1 10
2 20
3 30
4 40
5 50

c) Isotermas de desorcion
El pellet formado durante el proceso de adsorcion se resuspendioé con agua destilada hasta
alcanzar nuevamente los 15 mL de sobrenadante. Se dej6é en agitacion durante 24 horas,
transcurrido el tiempo se centrifugd a 1800 RCF durante 10 minutos. Se filtr6é el sobrenadante

con un filtro de 0.45 pum para posteriormente ser analizado mediante HPLC.

Anexo 11. Curva de calibracion de carbamazepina
Se realiz6 una curva de calibracion de 6 puntos (5, 10, 15, 25 y 50 mg/L de CBZ) por

quintuplicado en el HPLC, se registré el area bajo la curva en cada concentracion
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Figura 1 Curva de calibracion de CBZ en HPLC.

para posteriormente graficar los resultados y obtener la ecuacion de la recta y la

A'.FEEI

y= 47779 + 863996
R?=0.9898

correlacion. La grafica se muestra en la figura 12. La CBZ se cuantificé a una longitud
de onda de 286 nm, con una fase moévil compuesta del 40% de agua acidificada (0.1%
de &cido formico) y 60% de acetronitrilo, se ocupé una columna de C18 esto debido

a la naturaleza hidrofébica de la CBZ.
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