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RESUMEN

Esta investigacion muestra los resultados de la sinergia de un proceso acoplado donde
interviene la electrooxidacion y la ozonacién para la degradacion del plaguicida Thiodan®
en agua, ambos tratamientos se encuentran clasificados como procesos avanzados de
oxidacion. Los procesos evaluados de manera individual mostraron porcentajes de
remocion de 97% de DQO para el proceso de electrooxidacion con electrodos de diamante
dopados con boro y en el caso de la ozonacién solo se removio el 77% de DQO en un
tiempo de reaccion de 100 min, la cinética de degradacion de ambos procesos fue descrita
por un modelo de pseudo-primer orden. Por otro lado, cuando los procesos fueron
acoplados, la remocion de DQO fue de 95% y el COT disminuy6 un 94% con solo 40 min
de reaccién. Con el proceso acoplado practicamente se elimind la DQO y el COT de la
solucion de Thiodan®. Al realizar la prueba de toxicidad con MICROTOX® se observo
que despues de 30 minutos de reaccién, la muestra ya no presentaba toxicidad y los
voltamperogramas ciclicos indicaron la oxidacion de Thiodan®. Los efectos toxicos del
tratamiento de electrooxidacion-ozonacion también fueron evaluados en Myriophyllum
aquaticum, para lo cual, el tiempo de reaccién de tratamiento acoplado fue Unicamente de
20 min ya que fue exitoso en la remocion de compuestos organicos, sin embargo,
Myriophyllum aquaticum no fue capaz de tolerar la solucion mostrando efectos letales a
altas concentraciones de la solucién de Thiodan® tratada, el efecto fue atribuido a las
especies reactivas generadas en los procesos avanzados de oxidacion, por lo que se evalu6
el tiempo de reposo requerido para estabilizar estas especies, después de dejar reposar la
solucion tratada por 48 h no se observaron efectos toxicos en Myriophyllum aquaticum.
Cabe sefialar que también fueron evaluadas soluciones del electrolito soporte con y sin
tratamiento acoplado de electrooxidacién —ozonacion, observando que la solucion del
electrolito soporte con tratamiento también genera efectos tdxicos en la planta. En las
plantas expuestas a solucion de Thiodan® tratadas con 0 y 24 h de tiempo de reposo, los
mecanismos de proteccion antioxidante fueron activos. Para la evaluacion de la solucion de
Thiodan® tratada con el proceso de EO-O3 antes y después del contacto con Myriophyllum
aquaticu, se evalud la toxicidad en semillas de Lactuca sativa L. observando que después
del contacto con la planta, la solucién ya no generé efectos inhibitorios en el crecimiento de

la elongacion de las semillas expuestas.
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ABSTRACT

This research shows the results of the synergy of a coupled process where electrooxidation
and ozonation intervene for the degradation of the Thiodan® pesticide in water, both
treatments are classified as advanced oxidation processes. The processes evaluated
individually showed removal percentages of 97% COD for the electrooxidation process
with boron doped diamond electrodes and in the case of ozonation only 77% of COD was
removed in a reaction time of 100 min, the degradation kinetics of both processes was
described by a pseudo-first order model. On the other hand, when the processes were
coupled, the COD removal was 95% and the TOC decreased 94% with only 40 min of
reaction. With the coupled process, the COD and TOC of the Thiodan® solution were
practically eliminated. When performing the toxicity test with MICROTOX®, it was
observed that after 30 minutes of reaction, the sample no longer showed toxicity and the
cyclic voltammograms obtained indicated the oxidation of Thiodan®. The toxic effects of
the electrooxidation-ozonation treatment were also evaluated in Myriophyllum aquaticum,
with a treatment reaction time was only 20 minutes since it was successful in the removal
of organic compounds, nonetheless, Myriophyllum aquaticum was not able to tolerate the
solution showing lethal effects at high concentrations of Thiodan® solutions treated, this
effect was attributed to the reactive species generated in the advanced oxidation processes,
so that, the resting time required to stabilize these species was evaluated, after 48 h no toxic
effects were observed in Myriophyllum aquaticum. It should be noted, that solutions of the
support electrolyte were also evaluated with and without electrooxidation - ozonation
coupled treatment, observing that the solution of the electrolyte support with treatment also
generated toxic effects in the plant. The plants exposed to Thiodan® solution treated with 0
and 24 h of rest time, showed the activation of antioxidant protection mechanisms. For the
evaluation of the Thiodan® solution treated with the EO-O3; process before and after
contact with Myriophyllum aquaticum, the toxicity in seeds of Lactuca sativa L. was
evaluated observing that after contact with the plant, the solution no longer generated
inhibitory effects on the growth of the elongation of the exposed seeds.
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1.1 Contaminacion del agua

Una de las mas importantes sustancias para el mantenimiento de la vida es el agua, debido a
su funcionalidad bioldgica, es base para el desarrollo econdmico y comercial. En las
ultimas décadas la disponibilidad del agua ha disminuido por el crecimiento poblacional y
la industrializacion, la poca disponibilidad no es fisica si no que es consecuencia de la
disminucion en su calidad debido a la presencia de microorganismos procedentes de aguas
municipales, sustancias quimicas que estan presentes en las aguas residuales industriales,
fertilizantes y plaguicidas por escorrentias, infiltracion, erosion de los suelos donde son

aplicados y por transporte aéreo 2

Para tratar de minimizar esta problematica, en México se ha generado un marco normativo

para regular las descargas de aguas residuales, en la tabla 1 se enlistan las normas.

Tabla 1. Normas Oficiales Mexicanas que regulan las descargas de aguas residuales.

Norma Oficial Mexicana Establece

Limites mAaximos permisibles de
NOM-001-Semarnat-1996. .
Publicada el 6 de enero de 1997 contaminantes en las descargas de aguas

residuales en aguas o bienes nacionales !,

Limites mMAaximos permisibles de

NOM-002-Semarnat-1996. contaminantes en la descarga de aguas

Publicada el 3 de junio de 1998. residuales a los sistemas de alcantarillado
urbano o municipal “!

Limites mMAaximos permisibles de

NOM-003-Semarnat-1997.

Publicada el 21 de septiembre de 1998. contaminantes para las aguas residuales

tratadas que se redisen en servicios publicos

Especificaciones y  limites  maximos
NOM-004-Semarnat-2001. permisibles de contaminantes en lodos vy
Publicada el 15 de agosto de 2003. bios6lidos para su aprovechamiento vy

disposicion final

En México, cerca del 76.3 % del agua es utilizada en la agricultura, 14.6 % en abasto
pUblico, 4.3 % en la industria y 4.8 % en la energfa eléctrica [”). La actividad agricola es la
de mayor demanda, convirtiéndose en elemento clave en zonas donde este recurso es escaso
8] también es considerada como factor principal de los recursos hidricos superficiales y
subterraneos como consecuencia de la erosién y de la escorrentia quimica . La superficie

agricola varia entre 20 y 25 millones de hectareas, en las cuales son utilizadas en promedio
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35,000 toneladas de plaguicidas por afio. Durante el primer semestre de 2010 se elaboraron
58,451 toneladas de plaguicidas de uso agricola, entre estos plaguicidas los méas utilizados

son del grupo de los organofosforados, carbamatos, pirotroides y organoclorados ™ .

1.2 Plaguicidas

El término plaguicida se aplica a toda sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
prevenir, destruir, repeler o controlar una plaga. Se pueden clasificar de acuerdo a su uso,
composicién quimica, naturaleza quimica, accion especifica, concentracion, formulacion,

modo de accién, grado de toxicidad y persistencia en el ambiente 2.

Estas sustancias representan un riesgo para la salud humana y al ambiente debido a que
pueden contaminar suelos, agua, sedimentos y aire. Los plaguicidas llegan a cuerpos de
agua por escurrimiento, infiltracién y erosion de los suelos, en lugares donde se han
aplicado. También pueden movilizarse por transporte aéreo o por escurrimiento durante
lluvias o riego agricola y, de esta manera, pueden transportarse hacia cuerpos de agua, tanto

superficiales como subterraneos hasta contaminar agua y sedimentos ™31,

Se reconoce que son sustancias quimicamente complejas, que una vez aplicadas en el
ambiente, estan sujetas a una serie de transformaciones a nivel fisico, quimico y bioldgico
(fendbmenos de adsorcion y absorcion sobre suelos y plantas, volatilizacion, fotolisis y
degradacion quimica o microbiana). Ademas también pueden ser arrastrados por las
corrientes de aire y agua que permiten su transporte a grandes distancias; hay que afadir
que los residuos volatiles pasan a la atmosfera y regresan con la lluvia a otros lugares. Estas
transformaciones pueden conducir a la generacion de fracciones o a la degradacion total de
los compuestos que en sus diversas formas pueden llegar a afectar a los diferentes niveles

de un ecosistema 41,

El desarrollo de plaguicidas quimicos ha tenido un profundo efecto en la eterna batalla del
hombre contra las plagas de la agricultura. En la mayoria de los casos, han sido
incorporados a un programa sistematico de control de plagas, tratando de no causar ningdn

dafio a los seres humanos o al ambiente. Sin embargo los plaguicidas quimicos no
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constituyen un remedio para controlar cualquier tipo de plaga, su abuso puede ser caro,

provocar graves dafios a los ecosistemas y comprometer la salud humana [**.

El uso generalizado de tales productos se debe a las propiedades biocidas y de selectividad
que poseen; por ello, constituyen el método habitual de lucha contra las plagas. Estos
insumos son esenciales en la agricultura moderna para controlar las plagas, enfermedades e
incrementar la productividad de los cultivos. También en el control de plagas que causan
dafio durante el almacenamiento o transporte de los alimentos u otros bienes materiales ™.
El empleo de plaguicidas se debe llevar a cabo bajo normas de inocuidad que establecen
limites maximos permisibles y cuyo objetivo es minimizar el riesgo a corto y mediano
plazo en los consumidores. Sin embargo, en algunos casos las concentraciones de los
plaguicidas rebasan los limites establecidos o usan mezclas de varios productos que aun
estando en concentraciones por debajo de los limites establecidos pueden generar un efecto

aditivo e incrementar el riesgo potencial 7.

1.3 Riesgos ambientales por el uso de plaguicidas

El excesivo uso de los plaguicidas en la agricultura representa una amenaza grave para el
equilibro ecoldgico, de manera particular para los ecosistemas acuaticos y terrestres
aledafios a las areas de cultivo. Después de ser aplicados a los cultivos, el plaguicida cae
directamente y se acumula en el suelo y cuerpos de agua aledafios a la zona de cultivos. El
plaguicida remanente en el suelo provoca pérdida de biodiversidad, lo cual deteriora su

calidad productiva, ya que se mueren los microorganismos 1!,

Cuando un plaguicida es aplicado a un cultivo agricola, aproximadamente el 1% del
compuesto quimico alcanza al organismo blanco, mientras que el 99% restante es retenido
en el follaje o se dispersa en el ambiente por volatilizacién, escorrentia y lixiviacion ™

como se muestra en la figura 1.
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Figura 1. Distribucion de los plaguicidas en el ambiente. (Elaboracion propia).

Segln su composicion quimica, los plaguicidas pueden permanecer en el ambiente
(persistencia), acumularse en un organismo e incluso aumentar su concentracion en funcion
del tiempo (bioacumulacion) y a lo largo de la cadena trofica (biomagnificacion). Los
plaguicidas mas persistentes y con mayor potencial de bioacumulacién y magnificacion son
los organoclorados, como el DDT, el cual puede permanecer en el medio ambiente hasta 60
afios. Cuando un plaguicida se degrada, puede resultar en la liberacién de metabolitos que
pueden ser incluso mas toxicos que la propia sustancia activa del plaguicida. Por ejemplo,
aunque el fungicida carbamico mancozeb ha sido considerado relativamente inofensivo,
durante su degradacion se libera el metabolito ETU (etilentiourea), el cual posee actividad
teratogénica, carcinogenica y mutagénica. Todas estas caracteristicas de los plaguicidas

provocan alteraciones ecoldgicas que pueden perdurar varios afios .

Desafortunadamente, los sistemas acuaticos y terrestres son los mas amenazados por el
aporte de sustancias contaminantes como plaguicidas, fertilizantes, metales pesados,
organismos patdgenos y otros, a través del incremento de actividades antropogénicas en las

areas adyacentes que alteran las condiciones naturales de los ecosistemas ™. El excesivo
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uso de los plaguicidas en la agricultura representa una amenaza grave para el equilibro
ecoldgico, de manera particular para los ecosistemas acuéticos y terrestres aledafios a las

areas de cultivo 18,

1.4 Propiedades Fisico-quimicas de los plaguicidas
Las propiedades fisico-quimicas de los plaguicidas son muy importantes para conocer su

dindmica ambiental, las propiedades que tienen mayor importancia son:

Solubilidad en agua: Capacidad que tiene el soluto para mezclarse en el solvente de
manera homogénea, compuestos con una solubilidad mayor a 500 mgL™ son muy méviles
en suelos y su mayor concentracion se encuentran en sistemas acuéticos, aquellos
compuestos cuya solubilidad es menor a 25 mgL™ tienden a inmovilizarse en los suelos y

en organismos vivos 1

Coeficiente de particién octanol-agua: Proporciona informacion sobre la solubilidad y
distribucion de una sustancia en un organismo vivo, muestra cuanto de una sustancia se
disuelve en agua y cuanto en compuesto orgéanico. Aquellos compuestos que tienen
coeficientes de particion >1 son liposolubles por lo que se absorben facilmente a través de

las membranas bioldgicas y se acumulan en el tejido graso .

Presion de vapor: Determina su volatilidad, las sustancias con presion de vapor mayores a
10° mm de Hg a 25°C, tienen gran movilidad y se esparcen hacia la atmésfera, las
sustancias con valores de presién de vapor menores a 107 mm de Hg son més persistentes
en suelo y agua, son no volatiles; los compuestos con una presion de vapor entre 10y 10°®

son ligeramente volatiles 2.

Constante de Henry: Describe la tendencia de un compuesto a volatilizarse, se calcula
usando la presién de vapor, solubilidad del agua y peso molecular del compuesto. Un valor
alto de la Constante de Henry indica que el compuesto tiene un potencial de volatilizacion

elevado 1?4,

Constante de disociacion: Las sustancias al solubilizarse se pueden o no disociar. Las que
no se disocian son substancias no ionicas, las que se disocian son substancias iénicas, las

cuales pueden tener carga positiva (cationicas) o bien cargas negativas (anionicas). Los
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plaguicidas aniénicos y los no iénicos son moviles en los suelos, en tanto los catiénicos son

absorbidos, inmovilizandose en ellos %1,

Coeficiente de particion octanol-aire: Indica la posible bioacumulacién de la sustancia en
las plantas a partir del aire %!,

Coeficiente de particion octanol- carbono: Es una medida de tendencia de un compuesto

orgénico para que sea adsorbido por suelos y sedimentos 2.

Tiempo de vida media: Tiempo necesario para que la concentracién de un compuesto

disminuya al 50% 2%,

1.5 Clasificacion de los plaguicidas
Los plaguicidas se pueden clasificar de diferentes maneras, las cuales son mencionadas en
la tabla 2.

Tabla 2. Clasificacion de los plaguicidas.

Criterio Clasificacion

Origen Naturales y Sintéticos

Insecticidas, Herbicidas, Fungicidas, Bactericidas,
Molusquicidas, Aracnicidas, Rodenticidas.
Agricola, Forestales, Urbanos, Jardineria, Pecuarios,
Domésticos, Industriales

Contacto, Ingestion, Sistémico, Fumigante,
Repelente, Defoliante.

Organismo que controlan
Uso al que se destinan

Modo de accion

Toxicidad aguda

(segun DL, para rata, via oral)

Efecto Corto plazo, Mediano plazo, Largo Plazo.
Baja (0-12 semanas), Moderada (1-18 meses), Alta
(hasta 20 afios), Permanentes (mas de 20 afios)
Organoclorados, Organofosforados, Carbamicos,
Triazinicos, Fenoxiaceéticos, Bipiridilicos,
Pirotroides, Ditiocarbamicos, Inorganicos,
Ftalimidicos, Sulfonamidas, Bencimidazoles.

Fuente: [23, 24]

Extremada, Alta, Moderada, Ligera.

Persistencia

Composicion quimica

Plaguicidas organoclorados

Los plaguicidas organoclorados son aquellos compuestos organicos que tienen varios
sustituyentes de cloro, han sido utilizados ampliamente en la agricultura y en sector salud

como insecticidas y biosidas. En los ecosistemas acuaticos, estos compuestos se encuentran
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biodisponibles para los organismos y se transfieren por la cadena alimenticia, se consideran
compuestos orgénicos persistentes por su resistencia a la degradacion en el ambiente,
ademaés de su potencial de bioacumulacion y sus efectos negativos en el ser humano y otros
animales. Bajas concentraciones de estos compuestos pueden tener efectos adversos en los
seres vivos. Los plaguicidas mas representativos de este tipo de compuestos son: DDT,

aldrin, dieldrin, endrin, heptacloro, endosulfan, entre otros (>,
1.5.1 Endosulfan

El endosulfan (6,7,8,9,10,10-hexacloro-1,5,5a,6,9,9a-hexahidro-6,—9metano-2,3,4-benzo-
dioxathiepin-3-oxido) (Figura 2) es un insecticida organoclorado que tiene una estructura
de ciclodieno y posee un amplio espectro de actividad, ha sido utilizado desde la década de
los 50°s, en una gran variedad de cultivos entre los cuales se encuentran el brocoli, papa,
café, algodon, cereales, pepino y algunas flores de ornato para atacar plagas como los
escarabajos, mosca tsé-tsé, gusanos de fruta, larvas de polilla, mosca blanca, entre otros, en
los lugares como la Unién Europea, India, Canada, Estados Unido de América, México y

Centroamérica 2°-34,

4

Lot

Figura 2. Estructura quimica del endosulfan. (Fuente: elaboracion propia, ChemBiodraw)

La sintesis del endosulfan se realiza en dos etapas (1) la reaccion de Diels-Alder del
hexaclorociclopentadieno con cis-2-buten-1,4-diol en xileno dando lugar a la mezcla de los

dos estereoisomeros o y [ del respectivo aducto cis-diol; (2) la reaccion de la mezcla
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estereoisomérica del cis-diol resultante con cloruro de tionilo para formar el producto final

(Figura 3) 31,

Cl
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Figura 3. Sintesis comercial de endosulfan. (Fuente: elaboracion propia, ChemBiodraw).

El endosulfan grado comercial es una mezcla de los isdmeros o y B endosulfan, en una
relacién 7:3, respectivamente. Su principal producto de degradacion es el sulfato de

endosulfan, el cual tiene propiedades similares a los compuestos de origen 2],

I
13
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Las propiedades fisicoquimicas de los isdmeros y del sulfato de endosulfan se muestran en

la tabla 3 13434351,

Tabla 3. Propiedades Fisicoquimicas de a y B endosulfan y del sulfato de endosulfan.

Propiedades o- endosulfan  B- endosulfan ]Si:l:llg?)g:ll(:‘;n
Solubilidad
pH 5, 25°C, mgL" 0.33 0.32 0.22
Constante Henr
s ey 1x107 1.91x10° 2.61x10°
atm m mol . 25°C
Presién de vapor 5 -5 -11
25 ° C mm Hg 1x10 1x10 1.0x10
Coeficiente de particion Log.
octanol-agua 3.83 3.62 3.66
(Kow) pH 5.1
Coeficiente de particion Log. 10.29 10.29 518
octanol-aire (Koa) ’ ’ ’
Coeficiente de particion Log. 35 41 Sin informacion

octanol-carbono (Koc)

No determinada No determinada No determinada

Constante de disociacion (sin protones (sin protones (sin protones
acidos) acidos) acidos)
Tiempo de vida media en 25y 128 123- 391
agua
Dosis Letal . ratas (mgKg'l) 76 240 160

Fuente: [31, 34, 35]

Es importante conocer las propiedades fisico-quimicas del endosulfan ya que estas depende
la ecotoxicidad que presenta. La persistencia del compuesto en agua esta relacionada con el
tiempo de vida media, cuando este valor es superior a dos meses se considera que el
compuesto es persistente. Compuestos con un coeficiente de particidn octano-agua,
superior a 5, se consideran bioacumulables, para el caso del transporte a largas distancias se

puede relacionar con la presion de vapor, ya que a través de los vientos se puede propagar a
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distancias lejanas al lugar de aplicacion, por lo tanto el endosulfan se considera como un
compuesto persistente, biocumulable y que se tiene el potencial de transportase largas

distancias %,

1.5.1.1 Distribucion del endosulfan en el ambiente

El endosulfan puede ser transportado largas distancias por el aire. Los niveles en el aire
varian mucho dependiendo de la localidad, las areas rurales tienden a tener niveles mas
altos. El a- y el B-endosulfan pueden ser degradados en el aire por reacciones quimicas y el
sulfato de endosulfan por la luz solar. En el agua, el a- y el B-endosulfan se transforman en
una sustancia menos toxica como el endosulfan diol y el sulfato de endosulfan que es mas
resistente a degradarse en el agua. En el suelo, el endosulfan se adhiere a particulas, lo que
limita su movilizacion hacia el agua subterranea. El a- y el B-endosulfan son degradados en

el suelo y el sulfato de endosulfan es més resistente B¢/,

1.5.1.2 Toxicidad del endosulfan

En el ser humano el endosulfan afecta principalmente al sistema nervioso. La exposicion a
cantidades altas produce hiperactividad y convulsiones, sin importar la ruta de exposicion.
La intoxicacion grave puede causar la muerte. Estudios en animales han demostrado que la
ingestion prolongada de endosulfan en los alimentos afecta principalmente a los rifiones 2.
Es extremadamente tdxico para peces e invertebrados acuéticos, varios casos de
mortandades de estos organismos han sido registrados como consecuencia de la liberacion
directa de endosulfan en el agua, pero no de su aplicacion en campo. En organismos
bentonicos produce pérdida del equilibrio, inmovilidad e inhibe su comportamiento normal
de enterrarse. La toxicidad en los peces depende de la temperatura (mayor en aguas frias),
es proporcional al tamafio y peso de los organismos y produce efectos como cambios
histopatolégicos en varios érganos, alteraciones bioquimicas y fisioldgicas. Estudios en
laboratorio muestran una toxicidad de alta a moderada de este plaguicida en aves, con
efectos que incluyen: alteraciones en la postura, caidas, temblores y muerte; sin embargo,
no se han observado envenenamientos en las poblaciones de pajaros tras su aplicacion en
campo. Afecta la fotosintesis en algas y otras plantas acuaticas. Varios efectos fitotoxicos
(inhibicion de germinacion y crecimiento, necrosis en hojas, clorosis, dafios en los granos
de polen y disminucién de la productividad, entre otros) han sido observados en cultivos

comerciales a concentraciones elevadas de este plaguicida. Es toxico para una gran
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variedad de microorganismos, en los cuales disminuye el numero y viabilidad de las
esporas, el crecimiento y la productividad. Algunas bacterias y hongos pueden metabolizar
al endosulfan, pero los metabolitos generados afectan su crecimiento. No se han observado
efectos a largo plazo con la aplicacion de este plaguicida en campo bajo condiciones de uso
recomendado. El isdbmero a es mas toxico que el B y ambos son mas toxicos que el

producto grado técnico B4,

1.5.1.3 Regulacion del endosulfan

La Agencia de Proteccion al Ambiente (EPA por sus siglas en Ingles) menciona que las
concentraciones superiores a 0.22 pgL™ produce intoxicacién aguda y 0.05 pgL™ en
exposicion cronica tienen impactos adversos en la salud de los organismos acuaticos. Esto
deberia prevenir la manifestacion de cualquier efecto adverso en personas que toman agua
0 consumen pescados 0 mariscos que viven en el agua. La Administracion de Salud y
Seguridad Ocupacional (OSHA por sus siglas en Ingles) no ha establecido un limite legal
para endosulfan en el aire durante una jornada de 8 horas diarias. El Instituto Nacional de
Salud y Seguridad Ocupacional (NIOSH por sus siglas en Ingles) recomienda un limite de
0.1 miligramo por metro ctbico (0.1 mgm™) para endosulfan en el aire como promedio

durante una jornada de 10 horas diarias [+ %],

Convenio de Estocolmo

El Convenio de Estocolmo sobre los Contaminantes Organicos Persistentes (COP) es un
tratado internacional para la proteccion de la salud humana y del ambiente de los efectos de
los compuestos quimicos que permanecen por largos periodos en el ambiente, que se
distribuyen ampliamente y que se acumulan en los tejidos grasos de humanos y animales
silvestres. La exposicion a estos compuestos puede resultar en problemas graves de salud,
como algunos canceres, defectos de nacimiento, inmunotoxicidad y reproductivos

deficientes, entre otros 3%,

El Comité de Revision de COP (POPRC por sus siglas en Ingles) es un cuerpo subsidiario
cientifico creado para revisar los compuestos quimicos que son propuestos para inclusién
en los Anexos A, B, o C en el texto del Convenio. México formo parte de este Comité
donde hay representacion regional internacional balanceada. El endosulfan fue presentado

para su inclusion en el Anexo A por la Union Europea en noviembre del 2007. EI Comité
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de Revision emitié la decision POPRC-4/5: Endosulfan en donde se especifica que “se han
cumplido los criterios de seleccion para el endosulfan” y se establecid un grupo de trabajo

para elaborar un proyecto de perfil de riesgos 42,

Tras evaluar el perfil de riesgos y finalizar la evaluacion de gestion de riesgos, el POPRC,
en su sexta reunion celebrada en Ginebra del 11 al 15 de octubre 2010, decidio recomendar
a la Conferencia de las Partes la inclusion del endosulfan técnico, sus isébmeros alfa y beta
asi como el principal producto de degradacion, el sulfato de endosulfan en el Anexo A del
Convenio de Estocolmo para su eliminacion global con posibilidad de excepciones
especificas y temporales B%. México firmé el Convenio de Estocolmo comprometiéndose a
reducir o eliminar la liberacién de los compuestos organicos persistentes (COP) en el
ambiente. Las fuentes predominantes de estos compuestos han sido la agricultura, la
generacion de energia, la industria y el mal manejo de residuos . En el convenio se
encuentran 24 productos quimicos de los cuales 15 son plaguicidas organoclorados (OCP):
aldrina, endrina, dieldrina, clordano, clordecona, diclorodifeniltricloroetanos (DDT),
heptacloro, mirex, toxafeno, endosulfan e isémeros, hexaclorobenceno (HCB), alfa
hexaclorocicloheaxana (a-HCH), beta-hexaclorociclohexano (b-HCH), el lindano, y

pentaclorobenceno 4!,
Convenio de Rotterdam

Este convenio establece un procedimiento de consentimiento fundamentado previo
aplicable a ciertos plaguicidas y productos quimicos peligrosos, objeto de comercio
internacional. En su sexta reunion realizada en Ginebra, Suiza en marzo 2010, el Comité de
Examen de Productos Quimicos del Convenio de Roétterdam puso a consideracion un
proyecto de documento de orientacion para la adopcion de decisiones sobre el endosulfan.
Este documento contiene la informacidn notificada originalmente para los siete paises de
Africa (Burkina Faso, Cabo Verde, Gambia, Mali, Mauritania, Niger y Senegal) sobre las
medidas reglamentarias en estas naciones para prohibir o restringir rigurosamente el
endosulfan, asi como el informe del grupo de redaccion y la compilacion de las
observaciones emitidas por las Partes. Este documento debe ser enviado a todas las Partes

solicitando una respuesta sobre la decisién para futuras importaciones !,
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Situacion del endosulfan en México

La COFEPRIS en julio del 2013 dio a conocer las acciones para la eliminacion de

endosulfan de México, las cuales se describen a continuacion:

A partir del 1 de enero del 2013 quedan cancelados todos los permisos de importacion a
partir de esa fecha.

Las empresas que cuenten con producto almacenado que contengan endosulfan informaran
a COFEPRIS de sus inventarios con la intencion de implementar un programa de plazo para

agotar la existencia de producto.

El 31 de diciembre de 2014 es la fecha limite para la comercializacion del endosulfan y 6
meses antes de esa fecha las empresas informaran a la autoridad cuanto producto les queda

para establecer las fechas para la destruccion del producto.

A partir del 1 de enero del 2015 se procede a la revocacion de los registros sanitarios de los
productos que contengan endosulfan, y la autoridad invita a las empresas a que

voluntariamente retiren los registros autorizados antes de esa fecha [*> 4],

Se han llevado a cabo talleres dentro del Instituto Nacional de Ecologia y Cambio
Climatico (INECC) para evaluar la situacion del endosulfan en México, en ellos se ha
observado que existe poca informacidn acerca de la presencia de endosulfan en muestras
ambientales y, desafortunadamente, esta informacién se enfoca, principalmente, a zonas
costeras del sureste y noroeste de México, con escasa 0 nula informacion en el resto del
pais. Las concentraciones encontradas en los diversos estudios reportados no dimensionan
el posible efecto adverso que pudiera tener la presencia del endosulfan en los diversos
compartimentos ambientales, pero su presencia en los distintos sustratos ambientales, dada
su persistencia, transporte a grandes distancias y capacidad de bioacumulacion y
biomagnificacion justifica aplicar un enfoque precautorio y tomar medidas que reduzcan su

liberacion ambiental 71,

1.6 Tratamientos de aguas residuales
El tratamiento de agua residual se forma a partir de varias operaciones unitarias, las cuales

se mencionan en la figura 4.
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Figura 4. Tren de tratamiento de aguas residuales. Fuente: [49]

La creciente demanda de la sociedad para la descontaminacion de aguas residuales de
diversos origenes, materializada en regulaciones cada vez mas estrictas, ha impulsado al
desarrollo de nuevas tecnologias de purificacion. En la practica, la aplicacion de los
métodos de tratamiento debe tener en cuenta fundamentalmente la naturaleza y las
propiedades fisicoquimicas de las aguas o efluentes a tratar [*¢!. Varios de los compuestos
organicos que son descargados al ambiente acuatico no solo son toxicos sino que no pueden
ser degradados completamente por los métodos de tratamiento convencionales, por lo que
se requiere el uso de tecnologias avanzadas que eliminen y/o degraden este tipo de

compuestos con mayor eficiencia y no puedan llegar a incorporarse a cuerpos de agua “°!.

Una tecnologia eficiente para la degradacién de compuestos orgéanicos debe contar con

caracteristicas tales como P51

< Alta eficiencia de destruccion.

<% Formacion de compuestos no téxicos o que sean amigables con el ambiente.
#» El procedimiento se debe realizar bajo condiciones ambientales.
o

Ser de bajo costo.
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Los procesos avanzados de oxidacion (PAOs) se consideran con alto potencial en el
tratamiento de aguas residuales a nivel universal y se caracterizan por la produccion de
radicales hidroxilos, que pueden ser generados por medios fotoquimicos (incluida la luz
solar) o por otras formas de energia, y posee alta efectividad para la oxidacion de materia
organica. Los métodos pueden usarse solos o combinados entre ellos o con métodos
convencionales . Estas técnicas son eficaces para el tratamiento de compuestos organicos
refractarios, ya que tienen altos rendimientos, son faciles de operar y compatibles con el

ambiental 31,
1.6.1 Procesos Avanzados de Oxidacién

Glaze y colaborados (1987) definen a los PAOs como “aquellos procesos y tratamientos de
agua a presion y temperatura cercanas a las condiciones ambientales, que implican la
generacion de especies transitorias altamente oxidantes para interaccionar con los
compuestos organicos del medio”. EStos procesos se basan en reacciones fisicoquimicas
capaces de producir cambios sustanciales en la estructura quimica de los contaminantes
presentes en el medio, de manera poco selectiva pero muy activa. En algunos PAQOs
también se pueden llevar a cabo reducciones quimicas que transforman contaminantes

toxicos poco susceptibles a la oxidacion como iones metélicos o compuestos halogenados
[54, 55]
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En la tabla 4 se muestra el potencial de formacién del radical hidroxilo y de otros reactantes

quimicost®® %8,

Tabla 4. Potencial de formacion de algunos agentes.

Agente Oxidante Potencial de formacion (V, 25°C)
Fluor 3.06
Radical Hidroxilo
2.80
H,0/OH
Ozono
2.08
0,/03
Peroxodisulfato
). . 2.01
SO47/S;04
Perdxido de Hidrogeno
1.78
H,0O/H,0,
Radical Perhidroxilo
1.70
H,0/H,0e
Dioxido de cloro
1.57
CI'/CIOy
Cloro
1.36
CrI'/Cl,
Oxigeno
1.23
H,0/0,

Fuente: [56- 58]

El fluor es el compuesto que presenta un mayor potencial, sin embargo, debido a su alta
toxicidad no es considerado en el desarrollo de los PAOs. La siguiente especie en presentar
un potencial alto es el radical hidroxilo el cual posee una menor toxicidad que el flGor y una

alta actividad para oxidar materia organica.

El radical hidroxilo puede ser generado por varios métodos y es altamente efectivo para la
oxidacion de materia organica recalcitrante, caracterizandose por una baja selectividad,
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puede reaccionar de 10° a 10™ Lmols™ veces més rapido que oxidantes como el O, Este
radical puede producirse también a partir de agua por irradiacion de luz o ultrasonidos,

como se muestra en la figura 5.

Oxigeno
Hidr()geno\ + ' + @

Figura 5. Formacion del radical hidroxilo por descomposicion de la molécula del agua. (Fuente: imagen
modificada %°%).

Los radicales hidroxilos actian de manera no selectiva sobre los compuestos organicos, y
pueden hacerlo con tres tipos de ataque inicial:
¥ Deshidrogenacion o abstracciéon de un atomo de hidrégeno por parte del radical
hidroxilo, formando agua, este hidrogeno lo puede tomar de los contaminantes
(alquenos, alcoholes, etc.). Si el sustrato posee enlaces C-H y radical Re que en
presencia de oxigeno molecular puede dar el radical peroxilo ROO« e iniciar asi una
secuencia oxidativa que puede conducir a la mineralizacion.
¥ Adicion electréfila del radical a un doble enlace, sitios de alta densidad electronica,
(es decir, hidroxilacion, en compuestos aromaticos, olefinas, etc.) e iniciando una
cadena de reacciones de oxidacion.
¥ Transferencia del electron desapareado (carbonatos, bicarbonatos, etc.), por

oxidacion — reduccion, causando ionizacién de la molécula.

El atague de deshidrogenacidn tiene una constante de velocidad de la reaccion en torno a
10° - 108 M*s™), mientras que el de adicién su constante de velocidad de la reaccion es en

torno a 108 - 101° M) [61 641

El proceso y la formacion de oxidantes fuertes pueden ser investigados de dos maneras, ya

sea como: procesos homogeneos o heterogéneos y su division se observa en la figura 6.
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PROCESOS DE OXIDACION AVANZADA
|

§ }
| Procesos Procesos
heterogéneos homogéneos
|
{ }
n Ozonacion B Sin aporte Con aporte de
catalitica de energia energia
I
| Ozonacion o di E £ . ! R d" o
fotocatalitica — pEN LT _| nergia 5 _ Radiacién
alcalino Eléctrica M ultravioleta
| Fotocatalisis |, Oxidacién 0,/ O,/
heterogénea — 0y Electroquimica uUs uv
H,0,
A H,0,/
|, Fenton Oxu’lg.clon HIZJOSZ/ ] v
heterogéneo N Fe?t/ anodica
H,0, 0,/H,0,/
Eotorenton — Electro-Fenton uv
heterogéneo Fer"H,0,/
uv

Figura 6. Clasificacion de los Procesos de Oxidacién Avanzada ©°!.

Los procesos avanzados de oxidacion ofrecen varias ventajas sobre los procesos fisicos
[66,67].

Ventajas

<% Mineralizacién completa de los compuestos organicos.
«» Tratamiento de contaminantes organicos resistentes a otros tratamientos como los

biologicos.

*

Transformacién de compuestos recalcitrantes sometidos a sistemas de
biodegradacion.

Combinacién con otros procesos.

Altas velocidades de reaccion.

Formacion minina de subproductos.

DN

No producen residuos que requieran tratamiento adicional.
Desventajas

<% No todos los procesos pueden escalarse a nivel industrial.
% Mayores costos de capital y operativos comparados con los métodos

convencionales.
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< En algunos casos se requiere el control de la concentracion de oxidante y la
correccion del pH.
«» Modificacion de las propiedades superficiales de los catalizadores utilizados en

sistemas heterogéneos.

Los mecanismos con radicales son complejos, la oxidacion de la materia organica por los

radicales hidroxilo implica varios tipos de especies y reacciones [,

a) Reacciones de iniciacion durante las cuales se forman radicales.
b) Reacciones de propagacion que implica especies de radicales tipo Re que reaccionan
con otras moléculas organicas neutras o con el oxigeno disuelto en la solucion.

c) Reacciones de terminacién donde los radicales se combinan entre ellos.

1.6.1.1 Oxidacién Electroquimica

Los procesos electroquimicos han sido de gran interés en los ultimos afios, debido a que
usan energia eléctrica y se consideran tecnologias amigables con el ambiente ya que el
electron es el Gnico “reactivo” intercambiado; pueden trabajar a temperatura y presion
atmosférica, solo se requiere un reactor electroquimico, en el que los electrodos establecen
una diferencia de potencial por medio de una fuente de alimentacion, lo que provoca una
movilidad de electrones y las reacciones de oxidacion y reduccion en cada uno de los

[69,70]

electrodos La degradacién electroquimica de los contaminantes organicos e

inorganicos en los efluentes es conocido como electrooxidacion.

La electrooxidacion se lleva a cabo en una celda que contiene una solucién a tratar, a la
cual regularmente se le adiciona iones que no participan en la reaccion (electrolito soporte),
para que sea capaz de conducir electricidad, también se compone por un electrodo de

trabajo (4nodo) y un contraelectrodo (catodo) .

En los electrodos la carga se mueve por las bandas de conduccién del metal pero cuando los
electrones llegan al electrolito, los iones disueltos en él son responsable del transporte de la
carga y puede llevar esta tarea a cabo a través de 3 métodos [".

1. Transporte de masa y carga por difusion: Es el transporte de materia que surge

como resultado del cambio de potencial quimico de un compuesto dado en varios
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lugares del electrolito (las particulas se mueven de mayor concentracion a menor
concentracién) 2.

2. Transporte de masa y carga por conveccion: Es el proceso de transporte de
materia provocado por un gradiente de temperatura o también se le llama asi a la
accion mecanica del movimiento de una porcién macroscopica del electrolito
espontanea o provocada por un agente externo. Las fuerzas que pueden originar este
movimiento masivo pueden ser de naturaleza mecanica, agitacion, y/o la originada
por la accion de la fuerza gravitatoria en porciones del electrodo con diferentes
densidades, llamada conveccién natural [,

3. Transporte de masa y carga por migracion: Se conoce como el transporte de
masa y carga debido a la accidén de un campo eléctrico. Este fendmeno provoca un
movimiento cuya direccion queda determinada practicamente por la geometria del
electrodo. En el caso mas comdn de un electrodo plano, las lineas de campo son
perpendiculares a las lineas del mismo. Los electrones se dirigen al electrodo de
polaridad opuesta siguiendo las mismas direcciones de las lineas de campo. Por otro
lado, el que todas las moléculas que se quieran oxidar tengan fisicamente la
oportunidad de llegar al electrodo, debe ser optimizado mediante un disefio
adecuado de la celda de reaccion. Para solucionar este problema en reactores de
reflujo cerrado, la agitacion es un gran aporte y para reflujo abierto, una velocidad

de flujo apropiada 2.
Mecanismo de oxidacion de compuestos organicos.

La oxidacion anddica es otro tratamiento perteneciente a los PAOs y se basa en la
generacion de radicales HO+ formados durante la oxidacion del agua. El fundamento béasico
de los procesos de electrooxidacion es la oxidacion total (mineralizacion) o parcial
(conversion de la materia organica a compuestos mas sencillo méas facilmente degradables y
menos contaminantes) de la materia orgénica utilizando la corriente eléctrica ["*!. Estos
procesos estan intimamente relacionados con procesos anddicos. La oxidacion se divide en

dos:

A) Directos. En este caso el contaminante es oxidado directamente en la superficie del

anodo mediante la generacion de oxigeno activo fisisorbido en la superficie del
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anodo (radicales hidroxilo HOe adsorbidos en la superficie del &nodo) u oxigeno
activo quimisorbido en la superficie del &nodo (oxigeno en la red del 6xido de metal
del anodo). En el primero de estos procesos, el oxigeno activo fisisorbido produce la
combustion completa de los compuestos organicos, mientras que el oxigeno activo
quimisorbido produce una oxidacion parcial de los compuestos organicos.

B) Indirectos. La oxidacion no ocurre en la superficie del &nodo, en estos casos en el
anodo se generan especies oxidantes como peroxido de hidrégeno, ozono o cloro,
proveniente de la oxidacion de los cloruros presentes en el agua, que son liberados
al agua y son éstos los que realmente oxidan a la materia organica presente en el

agua " ™1,

Los parametros que afectan el desempefio de los procesos electroquimicos son:

< Potencial de electrodo y densidad de corriente. Controlan la reaccién que debe
ocurrir, la velocidad de la reaccién y la eficiencia del proceso.

< Distribucién de Corriente. Determina la distribucion espacial de los consumos de
reactivos, por lo que debe ser lo mas homogénea posible.

< Régimen de transporte de masa. Un coeficiente alto de transferencia de masa
conduce a una buena uniformidad de la concentracion del contaminante en la
superficie del electrodo, lo que genera una mayor eficiencia.

< Disefio de la Celda. El tamafio de la celda, la presencia o ausencia de un separador,
la eleccion del electrodo, etc., afectan el rendimiento del proceso electroquimico.

¢ Medio de Electrolisis. La eleccion del electrolito su concentracién, pH vy
temperatura.

< Material del electrodo. El material ideal para un electrodo en la degradacién de
contaminante, debe ser estable en el medio de electrolisis, de bajo costo y mostrar
una alta actividad hacia la oxidacion organica y una baja actividad hacia reacciones

secundarias "1,

Naturaleza del electrodo

Uno de los principales problemas observados en este proceso, es la disminucion de la

actividad causada por la evolucién de O, y la formacidn de peliculas sobre la superficie del
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electrodo debida a la reaccion de oxidacion de agua para generar oxigeno ya que esta
reaccion tiene lugar sobre el anodo, teniendo en cuenta que el agua es el disolvente y estd
en mayor concentracion que el contaminante esta reaccion se ve favorecida a retardar o
evitar la reaccion deseada de oxidacion de materia organica, disminuyendo la eficiencia de
la corriente empleada. Esto se puede evitar parcialmente usando anodos con materiales con
un alto sobrepotencial de oxigeno, los cuales necesitan un mayor potencial eléctrico para

exceder la energia de activacion para la produccion de oxigeno molecular.

El comportamiento de los electrodos va a depender del material que estén fabricados y se

clasifican de la siguiente manera:

1. Anodos activos: tienen un bajo sobrepotencial para la evolucion el O, los
estados de oxidacion superiores de los metales se encuentran disponibles en
la superficie de los electrodos y los radicales *OH interacttan con el anodo
formando los superdxidos, los cuales poseen un menor poder de oxidacion,
lo que da lugar a que el contaminante inicial se degrade solo hasta acidos
carboxilicos de cadena corta, actuando como mediadores selectivos en la
oxidacion de compuestos organicos. Los superdxidos formados oxidan a los
contaminantes o se descomponen para formar O,. Los anodos fabricados con
carbono, grafito, platino, 6xido de iridio y 6xido de ruterio se encuentran en
esta categoria.

2. Anodos no activos tienen altos sobrepotenciales para la evolucion el O,, los
radicales *OH estan tan débilmente adsorbidos en la superficie anddica que
puede reaccionar con los organicos, produciendo la mineralizacién, no
participan de modo directo sino como un suministro de electrones. Entre
mas alto sea el sobrepotencial para la evolucién el O,, mas débil es la
interaccion del radical *OH con la superficie del anodo y mayor es la
reactividad quimica hacia la oxidacion de los compuestos organicos. Anodos
fabricados con diéxido de estafio, dioxido de plomo y de diamante dopados

con boro se consideran no activos 784,

En la tabla 5 se muestran los potenciales para la evolucion de oxigeno de los diferentes

materiales con lo que se fabrican los 4&nodos 827,
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Tabla 5. Potencial para la evolucion de O, de varios materiales anddicos.

Material anddico Potencial para la evolucion de O, (V/SHE)

RuO, 14-1.7
IrO, 1.5-1.8

Pt 16-19

Grafito 1.7

PbO, 1.8-20
SnO; 19-22
DDB 22-26

Fuente: [82-87]

Electrodos de Diamante Dopados con Boro

El diamante es una forma cristalina extremadamente dura del carbon y se considera un
material excelente para muchas aplicaciones debido a que en la superficie no presenta
Oxidos solidos estables y a que la quimica del diamante esta relacionada con procesos
quimicos organicos. Como consecuencia, es posible adaptar las propiedades de la superficie
del diamante a muchas aplicaciones cambiando la funcionalizacion de la superficie [©& 8,
Debido al gran interés que generaron estas propiedades del diamante se comenzaron a

realizar estudios sobre las peliculas de diamante.

La sintesis del diamante se obtuvo por primera vez mediante la técnica de alta presion — alta
temperatura (HPHT, por sus siglas en ingles); esta técnica combina polvos de grafito y de
metales de transicion como hierro, niquel, cobre, entre otros; esta mezcla es sometida a
altas presiones (~80-300 kbar) y altas temperaturas (~ 1900-3000 °C) de tal manera que el
componente catalizador se funde. La reaccion se equilibra entonces durante un cierto
tiempo; la temperatura se reduce entonces gradualmente para reducir la solubilidad del
carbono en el catalizador, dando como resultado la precipitacion del exceso de carbono
como diamante. El papel del catalizador en la técnica HPHT no es s6lo disminuir la energia
de activacion requerida para la conversion de grafito en diamante sino también disolver los
atomos de carbono en el grafito, permitiéndoles asi reconstituirlos como diamante. Debido
a la disponibilidad de solamente diamantes naturales y diamantes sintéticos costosos
solamente en forma de arena abrasiva (a través de la técnica HPHT), se entendio que la
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mayoria de las propiedades del diamante podrian obtenerse para aplicaciones tecnoldgicas
solo cuando se sintetiza como una pelicula delgada a menudo unido quimicamente a un
material subyacente de sustrato no diamantado. La deposicion quimica de vapor (DQV) ha
sido la técnica mas utilizada para sintetizar peliculas de diamante, esta técnica implica el
crecimiento de una red de atomos de carbono unidos tetraédricamente afectada por la
adicion de un atomo de carbono a la vez desde una fase gaseosa adecuada a una plantilla

inicial, la ventaja que presenta es que se realiza a presiones mas bajas que la técnica HPHT
[88, 90]

Las tres etapas que conducen a la incorporacion de especies de gas en la fase sélida de

diamante en crecimiento en el procedimiento DQV son:

& Activacion de las mezclas de gases.
< Reacciones en fase gaseosa.

¢ Difusion de especies de gas sobre la superficie del sustrato.

La quimica adicional ocurre en la superficie de la reaccion y finalmente el crecimiento del
diamante ocurre. La microestructura de las peliculas de diamante puede variar desde granos
columnares orientados (incluyendo granos epitaxiales) hasta una estructura nanocristalina,
dependiendo de las condiciones de deposicion, tales como pretratamiento superficial,
temperatura, presion y composicién de gases. Cuando las especies de gas responsables del
crecimiento del diamante alcanzan la superficie de reaccidn, se adhieren a ella y se asientan
rapidamente en posibles posiciones de equilibrio antes de que se formen defectos
estructurales en el frente de crecimiento, se puede obtener una pelicula de diamante
cristalino. Por el contrario, cuando los mismos atomos no se asientan rapidamente en
posiciones de equilibrio estables a su llegada a la superficie de reaccion pueden obtenerse
peliculas de diamante nanocristalino. Estas peliculas son depositas en soportes de Si, Ti,
Ta, Nb y W, siendo las més utilizadas las de Si debido a su gran estabilidad electroquimica.
Se han reportados un gran numero de investigaciones realizados con DDB soportados en
cada uno de estos materiales; sin embargo, también han sido encontrado ciertas limitantes;
los DDB depositados en soportes de Nb tienen un alto costo, lo que ocasiona poca
viabilidad para ser utilizados a gran escala. Para el caso de los electrodos depositados en Ti

han presentado agrietamiento y desprendimiento del recubrimiento de diamante durante la
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electrolisis por periodos prolongados. Los Si/DDB son los mas fragiles y tienen una

conductividad relativamente baja [ °!,

La conductividad del diamante se puede mejorar significativamente por dopaje con boro. El
boro es el elemento de dopaje mas utilizado en el dopaje de carbono. Este elemento es el
unico capaz de entrar en la red de atomos de carbono, sustituyendo los atomos de carbono
en los sitios trigonales, el boro altera las propiedades electronicas del material sin cambiar
significativamente los pardmetros de red. Por la sustitucion de los atomos de carbono por el
boro, se produce la formacién de un nivel de impureza con una energia de activacion a 0.37
eV por encima de la banda de valencia en el diamante. Debido a que los &tomos de boro
trivalentes son deficientes en electrones, aceptan electrones de la banda de valencia del
diamante generando 4tomos de carbono deficientes en electrones (los llamados agujeros) y
son capaces de mantener una carga positiva. En la estructura atdbmica del diamante, cada
agujero es asociado a un ion de boro cargado negativamente, que mantiene la carga
eléctrica neutra. EIl dopaje se logra generalmente afiadiendo diborano (B;Hg) 0 trimetil
borato (B(OCHj3)3) a la corriente gaseosa, o poniendo polvo de boro cerca de los bordes del
sustrato antes de meter en la camara de DQV 6% 8.0,

Las propiedades mas importantes de los electrodos de diamante dopaos con boro (DDB)
[92].
son

© Gran ventana de potencial.

Menor adsorcion.

Estabilidad a la corrosién en medios muy agresivos.
Alta eficiencia en procesos de oxidacion.

Muy baja capacitancia de doble capa.

Corriente de fondo.

Los electrodos DDB se caracterizan por una cinética muy lenta de reacciones de la esfera
interior como la evolucion de O,; para este tipo de procesos se requieren sobretensiones
muy altas. El enlace muy débil entre la superficie del diamante y los intermedios activos
(radicales hidroxilo) es la causa de la cinética lenta de este tipo de reaccion. Sin embargo,

los radicales hidroxilo débilmente enlazados son quimicamente activos a potenciales
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préximos al desarrollo del oxigeno. En esta region potencial, se evitan todos los efectos de

pasivamiento y se obtiene una eficiencia de corriente muy alta .

La principal aplicacion en la investigacion es la oxidacion electroquimica de los
contaminantes organicos, sin embargo la versatilidad de este material se ha extendido al
electroanalisis con varios propositos entre los cuales se encuentran la deteccidn de especies
inorganicas, sintesis de compuestos organicos, electroanalisis, conversion de energia y

como biosensores 41,

El tratamiento de aguas residuales con electrodos de DDB se propone como un método de
oxidacion, en el cual, los compuestos refractarios que se encuentran presentes son
transformados a CO, y H,O, cuando se llega a una mineralizacion o pueden ser

transformados en compuestos biocompatibles.

Durante la degradacion electroquimica por electrodos BDD, los productos quimicos
organicos se destruyen o se convierten mediante un proceso de oxidacion directo o
indirecto, se generan electroquimicamente oxidantes fuertes tales como especies activas de
cloro, ozono y/o peroxido de hidrdgeno; estas especies contribuyen en la degradacion de

contaminantes 1,

En la oxidacion electroquimica del agua con DDB, los electrodos muestran terminaciones
hidrogenadas que se oxidan antes que se den las reacciones para la evolucion del oxigeno
con DDB comienza aproximadamente en 2.3 vs SCE por oxidacion de agua y formando
los radicales hidroxilo (reaccion 1.1), por lo que se ha sugerido que los grupos hidroxilo
son el resultado de una fuerte oxidacién electroquimica. La evolucion del oxigeno puede
implicar dos diferentes mecanismos que ocasionan la oxidacién del radical hidroxilo o el
acoplamiento de dos *OH (reacciones 1.2 y 1.3), dando como resultado la formacion de
perdxido de hidrégeno (reaccion 1.5), que, a su vez puede ser oxidado a oxigeno (reaccion
1.6).

H,O - HO*+H" +e” (1.1)
HOs - O+ H" +e" (1.2)
2HO+ — O+ + H,0 (1.3)
20+ — 0, (1.4)
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2HO- — H,0, (15)
H,O0, — O, + 2H" + 2e” (16)

En presencia de compuestos orgénicos, los radicales hidroxilo estdn involucrados en la

oxidacidn, la cual se encuentra en competencia con la evolucion del oxigeno (reaccion 1.7)
[96]

BDD(-OH)n + RH— BDD + CO, + H,0 (1.7)

Los principales procesos relacionados con la eliminacion de los contaminantes implican
rutas oxidativas irreversibles que pueden llevarse a cabo mediante métodos directos o
indirectos; estos procesos se encuentran esquematizados en la figura 7. En consecuencia,
los procesos reductores son menos importantes, y se puede suponer que, en el catodo ocurre
la evolucion del hidrégeno (a) y también se pueden reducir algunos compuestos organicos
(b), se deben considerar los procesos de transferencia de masa y de reduccién (c). Cuando
se emplea un material como el diamante dopado con boro, el anodo actta sélo como un
intercambiador de electrones. El primer proceso que debe considerarse es la transferencia
de masa de los compuestos desde la zona donde se encuentra el compuesto a la zona
anodica (d). Los compuestos organicos pueden sufrir oxidacion directa sobre la superficie
del electrodo (f), este proceso puede ocurrir en una etapa o etapas multiples, y continda
hasta que se genera el producto de oxidacion final (CO, y H,0). Al mismo tiempo, la
descomposicion de moléculas de agua puede conducir a la aparicién de radicales hidroxilo
(9). Los radicales hidroxilo no son estables y pueden causar la formacion de otros oxidantes
(ozono, perdéxido de hidrégeno, peroxodisulfato, cloro, etc.) que pueden reaccionar
guimicamente con la materia organica (h). Si estos compuestos oxidantes llegan a la zona
donde se encuentra el compuesto, es necesario tener en cuenta el proceso de transferencia

de masa (i) y la oxidacién de los compuestos en esta zona (j) °7 %!,
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Figura 7. Esquema de los procesos de electroquimicos en el &nodo y catodo con los electrodos DDB. (Fuente:
imagen modificada [97, 98].

Desde hace varias décadas los DDB han sido ampliamente utilizados en la degradacion de

un sin numero de contaminantes organicos y en la tabla 6 se enlistas algunos de estos
trabajos.
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Tabla 6. Aplicacion de la oxidacion electroquimica con anodos de DDB.

Contaminante

Paracetamol

17B- estradiol

Pirogalol

Alizarin Rojo S

Efluentes textiles
industriales

Metilparation

Agua residual
tipo textil

Tartrazina

Verde de
malaquita

Metilparabeno

Losartan

Condiciones de Experimentales

Concentracion paracetamol: 1gL™
corriente aplicada: 100 mA, Tiempo
de reaccion 4h , Electrolito soporte
NaQSO4 OlM, pH 3

Concentracion 17p3- estradiol: 500
ug-dm™ Corriente aplicada: 50 mA,
Tiempo de reaccion: 30 min
electrolito soporte Na,SO,, pH 6

Concentracion:16 mM , Densidad de
corriente aplicada: 30 mAcm?,
Tiempo de reaccion: 15 min
electrolito soporte Na,PO,, pH 2
Concentracion: 0.278 mM , Densidad
de corriente aplicada: 40 mAcm?,
Tiempo de reaccion: 10 h electrolito
soporte Na,SO,, pH 2

Corriente aplicada: 60 mA, Tiempo
de reaccidn: 10h electrolito soporte
Na,SO,

Concentracion: 60 mgL™ Densidad de
corriente: 100 mAcm™, Tiempo de
reaccién 180 min, Electrolito soporte
H,SO, 0.1M

Densidad de corriente: 60 mAcm™,
Tiempo de reaccion 12 h, Electrolito
soporte NaCl 0.1M

Concentracion tartrazina: 30 gL™
Densidad de corriente aplicada: 5
mA, Tiempo de reaccion 4h,
Electrolito soporte NaCl 0.03M, pH 6

Concentracion tartrazina: 30 gL™
Corriente aplicada: 32 mA, Tiempo
de reaccion:; 60 min electrolito
soporte Na,SOy, pH 3

Concentracién: 100 mgL'l , Densidad
de corriente aplicada: 10.8 mAcm?,
Tiempo de reaccién: 300 min
electrolito soporte K,SO,, pH 7

Concentracién:0.377 mM , Densidad
de corriente aplicada: 10 mAcm?,
Tiempo de reaccién: 360 min
electrolito soporte Na,PO,, pH 7

Maéxima eficiencia

reportada
Remocidn del 98%

de COT

Remocién del
100%

Mineralizacion
completa

Mineralizacion
completa

Remocién del
100% para DQO

Remocion de
paracetamol del
81.2%

Remocidn del 95%
de DQO

Remocidn de
96.9% de DQO

Remocién de 98 %

Mineralizacion
completa

Remocién del 71%
de COT

Referencia

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]
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1.6.1.2 Ozonacion

Desde 1893 el ozono ha sido utilizado como agente desinfectante para el agua potable en
Europa. A demaés de sus propiedades de desinfeccion, puede eliminar el sabor, olor, color
asi como degradar compuestos organicos, desde entonces se han realizado un gran namero

de investigaciones sobre el tratamiento de aguas residuales mediante ozono ™0 1,

Algunas de sus propiedades fisicoquimicas se muestran en la tabla 7 %2,

Tabla 7. Propiedades fisicoquimicas del Ozono.

Formula molecular O3
Peso molecular 48 g
Densidad absoluta 2.144 gLt
Densidad relativa 1.658 gL-1
Punto de ebullicién -111.9°C
Punto de fusion -192.7°C
Presion critica 54.6 atm
Calor de formacion 144.7 KJ/mol
Conversion Oz a O 34.410 cal/mol

Equivalencia Oxigeno-

30, = 205 - 68.82 Kcal

Ozono
Descomposicion del Os= 0, + O - 24.75 Kcal
Ozono
Solubilidad en el agua 1
(2 20°C 1 atm.) 3 mglL
Temperatura critica 03=131°K

Fuente: [112]

El ozono es un gas con un olor caracteristico. Es un alotropo que contiene tres atomos de
oxigeno. La resonancia de la estructura del ozono se muestra en la figura 8. Las
propiedades electrofilicas del ozono son atribuidas a las formas 1 y 4, ya que tienen un
oxigeno terminal cargado positivamente con solo seis electrones. Estas formas son

consistentes con la adicién quimica 1,3 del ozono a los dobles enlaces %31,
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Figura 8. Resonancia de la estructura de ozono. (Fuente: [113]).

Produccién de Ozono

El ozono se puede producir de diferentes maneras, entre las mas usadas se encuentran:

< Proceso de descarga eléctrica silenciosa (Efecto Corona): Consiste en pasar aire u
oxigeno a través de un intenso campo de corriente alterna de alta frecuencia y alta
tension (3,700 — 12,500), asi se crea un flujo de electrones entre los electrodos, que
aportan la energia suficiente para disociar las moléculas del oxigeno, permitiendo la
formacion del ozono. Esta es la manera mas comin de generar 0zono
comercialmente.

¢ Irradiacion UV: Se produce mediante la irradiacion UV de aire, solo se logra
generar en concentraciones de partes por millén, solo es utilizada para producir
pequefias cantidades de ozono.

< Proceso Electroquimico: Se lleva a cabo en un medio acido, utilizando un electrodo
de grafito como céatodo y uno de platino como anodo, al aplicar una diferencia de

potencial se produce el 0zono, es muy utilizada a nivel laboratorio 41,

Reactividad del ozono

El incremento del uso de ozono en el tratamiento de aguas residuales, es debido a que
reduce la formacion de trihalometanos y acidos haloacéticos, ayuda a la formacion de
mayor cantidad de componentes polares e incrementa la biodegradabilidad. EI ozono en
solucion acuosa puede reaccionar con la mayoria de contaminantes que estan presentes en

el agua mediante dos mecanismos de reaccion.
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a) Directo: EIl ozono oxida mayoritariamente las moléculas que contienen dobles
enlaces carbono-carbono y alcoholes arométicos. Ademas puede romper la
estructura de la materia orgéanica natural y propiciar la transformacion de los
compuestos de alto peso molecular en otros de bajo peso como &cidos
carboxilicos, carbohidratos y aminoacidos ®* ™. Es un mecanismo selectivo,
que se da por un ataque electrofilico del ozono; este mecanismo se lleva a cabo
a valores de pH bajos > ¢,

b) Indirecto: La oxidacion se realiza por la reaccion de las especies formadas por
la descomposicion del ozono en agua. En una reaccion que siga la via de
radicales, el mecanismo se basa principalmente en la formacion de radicales
hidroxilo, el cual act(ia mediante un mecanismo no selectivo **!. La velocidad
de formacion de los radicales hidroxilo depende de la matriz de la muestra y se
ve favorecida a valores de pH alcalinos ™. Las reacciones que se llevan a

cabo para la formacién del radical hidroxilo son:

203 + H,O — 2HOe« + 20, + HO,¢ (1.8)
O3 + HO2* — HO- + 20, (1.9)
HO« + HO+; — O, + H,0 (1.10)
RH + HOe+ H,O — ROH + H30 + productos de oxidacién (1.12)

En la oxidacion de compuestos organicos via 0zono, solo una pequefia cantidad llega hasta
la mineralizacion, la mayoria de estos compuestos solo son transformados en sustancias
mas hidrofilicas con un similar o menor peso molecular. Se ha observado que la mayoria de
los productos de degradacion son compuestos como aldehidos, cetonas y éacidos

carboxilicos [**4.

El ozono ha sido empleado tradicionalmente en el tratamiento de agua potable 2812 en
donde se observé que una dosis de ozono de 2 mgL™ era capaz de eliminar mas de 80% de
algunos farmacos de un efluente del tratamiento secundario de una depuradora de aguas
residuales. Adams y colaboradores (2002) mostraron que la ozonacion elimina mas del
95% de varias sulfonamidas y trimetoprima de un agua de rio en 1.3 minutos de tiempo de

contacto con concentraciones de ozono de 7.1 mgL™. Durante la ozonacién de aguas
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residuales los compuestos organicos reaccionan predominantemente por via directa con

0zono, otros son oxidados y transformados en gran medida por los radicales hidroxilo
[121,122]

Begum y colaboradores (2014) (123 realizaron un estudio con o0zono para degradar el
endosulfan y lindano, encontrando que la dosificacién 6ptima de ozono fue de 57 mg min™
para lograr una degradacion de endosulfan de 89% y de lindano un 43%. EI pH de 10 fue
elegido como el dptimo para la degradacion del endosulfan la cual fue de 93%. Un valor de
pH de 12 fue elegido como el 6ptimo para el lindano, donde la degradacion fue de 82%. La

cinética de la degradacidn fue de primer orden en ambos casos.

1.6.1.3 Fenton
La reaccion Fenton consiste en emplear H,O, en un medio acido para generar radicales
hidroxilo utilizando sales de hierro (11). Los sitios activos derivan de los iones de hierro que

sirven como catalizador para la descomposicién de las moléculas de H,O, en radicales

hidroxilo.
Fe(ll) + H,0, — Fe(lll) + HOs + OH" (1.12)
Fe(lll) + H,0, — Fe(ll) + HO,» + H* (1.13)
HO« + H,0, — HO,* + H,0 (1.14)
HO- + Fe(ll) — Fe(lll) + OH (1.15)
Fe(lll) + HOz» — Fe(ll) + OH" (1.16)
Fe(ll) + HOp» + H™ — Fe(lll) +H,0; (1.17)
HO,» + HO,» — H,0,+ 0O, (1.18)

Algunas de las desventajas que presenta este proceso son que presenta una dependencia al
pH é&cido, formacién lodos de hidréxidos férricos y la recuperacion del catalizador es

complicada ).

1.6.1.4 Ultrasonido

El uso del ultrasonido para el tratamiento de aguas residuales ha sido estudiado en los
ultimos afios, debido a la produccion de radicales hidroxilo en soluciones acuosas, los
cuales son utilizados posteriormente en la oxidacion de contaminantes organicos. Este

proceso puede llevarse a cabo en presencia de O3 0 H,0, 241,
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H0 22 He + HO- (1.19)

He + O, 20 HOO- (1.20)
. )] .,

Contaminantes + HO« —— productos de degradacion (1.21)

Contaminantes + HOOQO- M productos de degradacion (1.22)

1.6.1.5 Radiacion Ultravioleta

El radical hidroxilo puede ser generados a partir la fotolisis de nitratos, nitritos y peréxido
de hidrogeno bajo luz natural. En 2014 se desarroll6 un diodo emisor de luz azul (LED), el
cual dio paso a generar LEDs de longitud corta que emiten en la region ultravioleta (UV).
Recientemente, los elementos UV-LED de alta potencia, bajo costo y de larga vida han
quedado disponibles en el mercado. Este sistema se utiliza para determinar la constante de
velocidad de reaccion entre los radicales hidroxilo y los productos quimicos. Se ha
demostrado que un LED UV de 365 nm de alta potencia puede generar radicales hidroxilo
por fotdlisis de soluciones acuosas de nitrito submicromolar con un maximo de absorcion

situado en torno a 355 nm 1?1,

NO, + H,0 + hu — HO+ + NO + OH’ (1.23)

Como se ha mencionado con anterioridad, una de las desventajas que presentan los
procesos avanzados de oxidacion son los altos costos que generan, es por ello, que el
acoplamiento con un proceso bioldgico, podria ser una solucién que permita reducir costos
y mejorar la eficiencia de todo el proceso. La electrooxidacion y la ozonacién muestran un
gran potencial para el tratamiento de compuestos refractario, la fitorremediacién también ha
demostrado ser eficiente en la extraccion o degradacion de compuestos organicos e
inorganicos. Las rutas bioldgicas se consideran en promedio 10 veces menos costosas que

los métodos a base de ingenierfa 251271,
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1.6.2 Fitorremedacion

La fitorremediacion representa una tecnologia sustentable que se basa en el uso de plantas
para reducir in situ o ex situ la concentracion o peligrosidad de contaminantes organicos e
inorganicos de suelos, sedimentos, agua y aire, a partir de procesos bioquimicos realizados
por las plantas y microorganismos asociados a su sistema de raiz que conduce a la
reduccidn, transformacion, volatilizacion, estabilizacion y mineralizacion de diversos tipos
de contaminantes. Estas fitotecnologias bridan muchas ventajas comparadas con los
procesos fisicoquimicos, su gran nimero de aplicaciones y su bajo costo, son ejemplo de

ello [128, 129]

Las aplicaciones de la fitorremediacion pueden clasificarse de acuerdo al destino del
contaminante: transformacion, extraccion, contencion o una combinacion de ellos. También
pueden clasificarse en base al mecanismo con el que actuan, entre estos mecanismos se
incluyen la extraccion de contaminantes del suelo, sedimentos o agua subterranea,
concentracion de contaminantes en el tejido de la planta, degradacién por varios procesos
bidticos y abibticos, volatilizacion o transpiracion de contaminantes volatiles de las plantas
al aire, inmovilizacion de los contaminantes en la zona de la raiz, control hidraulico en agua
subterranea contaminada y control del escurrimiento, erosion e infiltracion por capas

vegetales 3,

Ventajas y desventajas de la fitorremediacion ™:

Ventajas

&r Pueden ser tratados gran variedad de compuestos tanto organicos como inorganicos.
4r Puede ser utilizada in situ o ex situ.

&» Es una tecnologia verde, por lo que es amigable con el ambiente.

dr Es estéticamente agradable al publico.

4r No requiere equipo con altos costos o alta capacitacion para el personal.

4r Es relativamente facil de implementar.

4r Bajo costo comparado con las tecnologias convencionales.
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Limitaciones
+ Requiere un tiempo de proceso largo, por lo que pueden ser hasta afios para limpiar
un lugar contaminado.
“ El uso de plantas denominadas “invasivas”, pueden afectar la biodiversidad.
“ La mala disposicién de las plantas que han sido utilizadas para proceso de
fitoextraccion, puede llegar a convertirse en un problema de salud.
+ El clima es un factor determinante en el crecimiento de la planta.

«+ En areas altamente contaminadas su uso es limitado.

Los factores que afectan el proceso de fitorremediacion se muestran en la figura 9

Especie de
la planta

remediacion

Quelantes

Cantidad Zona de
de biomasa 1a raiz

Figura 9. Factores que afectan el proceso de Fitorremediacion. (Fuente: [132]).

Las plantas tienen el poder de absorber, transformar y alterar a los contaminantes. La
fitorremediacion involucra mecanismos los cuales se describen a continuacion y se

esquematizan en la figura 10.
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Fitoestabilizacion: Tambien llamada fitoinmovilizacion, actia por un mecanismo de
complejacion; en el cual, plantas especificas estabilizan los contaminantes e impide la
movilizacién horizontal. En esta técnica, los contaminantes no se almacenan en los tejidos
de las plantas, si no en suelo, de esta manera son menos disponibles biol6gicamente. Se ha
utilizado en tratamiento para lagunas de deshecho de yacimientos mineros, aguas

residuales, compuestos fendlicos y clorados.

Fitoextraccion: Actta por un mecanismo de hiperacumulacion, en el cual, las raice de las
plantas absorben los contaminantes desde el agua o suelo y son acumulados en ellas o
transportarlos a partes superiores en la biomasa aérea como los brotes. Este mecanismo es

apropiado para tratar grandes areas en lugares con una contaminacion de baja a moderada.

Fitovolatilizacion: Es el mecanismo por el cual las plantas toman contaminantes de su
entorno para después transpirarlos; la transpiracion en la raiz es el proceso en el cual el
agua se mueve en una planta desde la parte inferior de la raiz hasta la parte superior de la
planta y luego se evapora en los poros de la hoja, el contaminante o una forma modificada
es liberada por la planta a la atmésfera. Se puede utilizar para agua contaminada con

mercurio, selenio, solventes clorados como tetraclorometano y triclorometano.

Fitotransformacion: Las plantas captan, almacenan y transforman compuestos organicos
para dar subproductos menos toxicos 0 no tdxicos, en este proceso también intervienen
microorganismos asociados a la planta. Ha sido utilizado en aguas residuales agropecuarias,
municipales y contaminadas de TNT, DNT, RDN, nitrotolueno, nitrobenceno, atrazina,

solventes clorados, DDT, plaguicidas fosfatados, fenoles y nitrilos.

Rizofiltracion: Las raices de la planta absorben los contaminantes presentes en el medio.
Las raices excretan quimicos especificos que crean condiciones bioquimicas que precipitan
y concentran los contaminantes a partir de efluentes contaminados y degradan los
compuestos organicos. Se ha utilizado para tratar agua contaminada con cadmio, cobalto,
cromo, niquel, mercurio, plomo, selenio, zinc, isétopos radioactivos y compuestos

fendlicos [5++%3:44%,
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Figura 10. Mecanismos de Fitorremediacion. (Fuente: Modificada de [141]).

1.6.2.1 Plantas Acuéticas

Las plantas acuéticas juegan un papel importante, ya que proveen comida y habitat a peces
y organismos acuaticos. Las plantas estabilizan sedimentos, mejoran la claridad del agua y
agregan diversidad a las areas poco profundas. Las plantas no nativas que se introducen en
nuevos habitats a menudo se convierten en obstaculos para los usos del agua y amenazan la

estructura y funcion de diversos ecosistemas acuaticos nativos 421431,

Tipos de plantas acuaticas

La definicién literal de macrofitos es: plantas que se ven a simple vista. Las plantas
acudticas crecen parcial o totalmente en agua, tienen estructuras vegetativas (hojas, tallos y
raiz). Los macroéfitos acuaticos designan un grupo funcional de vegetales muy heterogéneo
desde el punto de vista sistematico y evolutivo, que es considerado elemento clave en las
cadenas tréficas de los ecosistemas acuaticos. Este grupo abarca conjuntos tan distintos
como plantas vasculares acuaticas, briéfitos, carofitos y algas filamentosas. Desde el punto
de vista de su utilizacion como indicador bioldgico, se consideran buenos referentes de la
calidad del agua, y proporcionan un valor indicador a medio y largo plazo. Son sensibles a
variaciones fisico-quimicas e hidromorfologicas en las masas de agua, como por ejemplo la
concentracion salina, la eutrofizacion, el régimen de inundacién, etc. Las modificaciones de

estas variables pueden originar cambios cualitativos y cuantitativos en las comunidades
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vegetales y en la estructura tréfica de los ecosistemas entre otros. Pero no todos los
macrofitos acuéticos tienen el mismo valor como elemento indicador. Dentro de un mismo
género podemos encontrarnos con especies que indican caracteristicas ecoldgicas del medio
acuatico muy diferentes 71 |os macréfitos se encuentran en las areas poco profundas
de lagos o rios. Esta linea poco profunda se llama zona litoral y es donde la luz penetra
hasta el fondo para soportar el crecimiento de las plantas. Los macrdfitos acuaticos como
organismos fotosintéticos, necesitan que el agua esté transparente para que la luz llegue
hasta sus cloroplastos. La intensidad de la radiacion luminosa se reduce a medida que se
incrementa la profundidad, lo cual da lugar a la distribucion de los macréfitos en lagos,

lagunas, rios y estanques que tienen cierta profundidad ™4 2441,

Desde un punto de vista funcional, los macrofitos acuaticos pueden clasificarse en diversas
categorias atendiendo a la relacién de la especie con el medio en el que vive y a su forma

de crecimiento (Figura 11):

< Hidrdéfitos o macrdéfitos acuaticos en sentido estricto: aquellas plantas que tienen
todas sus estructuras vegetativas sumergidas o flotantes. Se incluyen en este grupo a
plantas vasculares, algunos géneros de briofitos y las algas carofitas y filamentosas.
Se encuentran enraizados al sustrato o flotan libremente en el agua. Son los mejores
indicadores del estado de su habitat. Ejemplos: espigas de agua (todas las especies
de Potamogeton), miriofilo (Myriophyllum spicatum), jopozorra (Ceratophyllum
demersum), lentejas de agua (especies del género Lemna), nenufares (Nymphaea
alba y Nuphar luteum), etc. Este grupo se sub-divide en:

I.  Emergentes: necesitan un suelo hiumedo o inundado temporalmente,
estan arraigadas en el sedimento con sus hojas extendiéndose sobre la
superficie del agua. Entre las especies representativas figuran la
Phragmites australis, Typha latifolia, Illecebrum verticallatum,
Schoenoplectus litoralis, etc.

Il.  De hoja flotante o plantas palustres: son vegetales que emergen de la
superficie del agua, pero su parte basal y en algunos casos algunas
hojas permanecen sumergidos. Se localizan en los bordos de las

lagunas, charcas y zonas inundables; suelen tener un sistema de
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rizomas y estolones que permiten extender en la zona. Las plantas
representativas son: Phragmites australis, Bolboschoenus maritimus.

I1l.  Sumergidas: estan arraigadas en el sedimento y habitan la franja mas
profunda de la zona litoral donde la penetracion de la luz es
suficiente para el crecimiento de la planta. Las plantas sumergidas
crecen a través de la columna de agua y el crecimiento de la mayoria
de las especies sumergidas ocurre enteramente dentro de la columna
de agua, sin partes de la planta que emergen del agua. Las especies
sumergidas Zanichellia, Potamogeton lucens.

IV. Las algas también crecen en los lagos y proporcionan la base de la
cadena alimentaria. Las algas mas pequefias se llaman fitoplancton y
son células microscopicas que crecen suspendidas en la columna de
agua en todo el lago. Las algas filamentosas crecen como cadenas de
células y pueden formar grandes cuerdas o esteras. Algunas algas
filamentosas son flotantes y crecen suspendidas en la columna de
agua, pero otras especies crecen adheridas a las plantas o al fondo del
lago. Las algas macroscépicas o macrofiticas son grandes organismos
verdes que parecen plantas sumergidas.

= Helofitos: plantas acudticas de lugares encharcados con la mayor parte de su
aparato vegetativo (hojas, tallos y flores) emergente. Se localizan en los bordes de
las lagunas, charcas y zonas inundables no muy profundas. Suelen presentar un
sistema de rizomas que permite la expansiéon subterranea de los individuos, que
pueden colonizan rapidamente las areas donde viven. Poseen un menor valor como
indicadores de calidad del ecosistema que los hidrofitos. Ejemplos: carrizo
(Phragmites australis), enea (Typha domingensis), junco de laguna (Schoenoplectus
lacustris), castafiuela (Boloschoenus maritimus), junco florido (Butomus
umbellatus), etc.

= Higrofitos o plantas de borde: plantas que se sitlan sobre suelos himedos en los
bordes de los humedales, y que suelen acompafiar a los heléfitos. Ejemplos: apio

borde (Apium nodiflorum), berro (Rorippa nasturtium-aquaticum), etc. (481491
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Figura 11. Plantas acudticas. (Fuente: [145]).

1.6.2.2 Myriophyllum aquaticum (Vellozo) Verdecourt.

El género angiospermo Myriophyllum L. (Haloragaceae R. Br.), es uno de los mas ricos en
especies, es nativa de Sudamérica, sin embargo se ha encontrado en Australia, Estados
Unidos, Asia, México, etc. y es conocida comunmente como ‘“Pluma de Loro”. EXisten
siete especies comunes siendo las mas comunes: M. spicatum en Europa y M. aquaticum en
Sudamérica; en américa del norte se encuentran M. heterophyllum, M. laxum, M. sibiricum,
de ellas, algunas especies se consideran hibridos y aunque es un organismo dioico, en la
mayoria de los lugares solo son encontrados especimenes femeninos por lo que su

reproduccion es mediante fragmentacion 5054,

Habita humedales pocos profundos, corrientes de movimiento lento, reservorios o canales
de irrigacion, bordes de lagos, estanques 0 remansos; suelen agruparse en densas
poblaciones que pueden impedir el movimiento del agua, lo que resulta en una mayor
duracion e intensidad de las inundaciones, aunque no se considera una hierba acuética
nociva importante, puede causar problemas en otras especies acuéaticas ya que impide el

paso de luz 152254,

M. aquaticum puede colonizar una diversidad de habitats y tolerar condiciones de estrés, su

crecimiento se ve afectado principalmente por la temperatura y la disponibilidad de luz. La
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profundidad del agua no es un factor determinante en el crecimiento ya que se han

encontrado colonias en cuerpos de agua de 100 cm hasta 2 m de profundidad ™°°.
En la tabla 8 se muestra la taxonomia y nomenclatura de Myriophyllum aquaticum.

Tabla 8. Taxonomia y nomenclatura de Myriophyllum aquaticum.

Reino Plantae

Rango taxonémico Especies

Sindénimos Myriophyllum brasiliense Cambess
Enydria aquatica Vell.

Myriophyllum proserpinacoides Gillies ex Hook
& Arn.

Nombre Comunes Pluma de Loro
Mil hojas de agua brasilefia

Jerarquia Taxondmica

Reino Plantae
Sub-reino Viridiplantae
Fraccion Streptophyta
Superdivision Embryophyta
Division Tracheophyta- planta vascular
Sub-division Spermatophytina- Fanerégamas
Clase Magnoliopsida

Super-orden Saxifraganae
Orden Saxifragales

Familia Haloragaceae

Genero Myriophyllum L.
Especie Myriophyllum aquaticum (Vell.) Verdc.

Fuente: [156]

Myriophyllum aquaticum tiene una morfologia de hierba erecta perenne, rizomas
resistentes, terete, 3-9 mm de didmetro con nodos prominentes y entrenudos, raices

adventicias que surgen en cada nodo. Tallo de 40-90 cm de largo, 4.0-5.0 mm de diametro,
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flexible, cilindrico, glabro y de color verde. Los entrenudos inferiores 0.2-5.1 cm, son mas
largos que los superiores 0.1-0.3 cm. Las hojas son ligeramente dimorficas, se dividen en
verticilos (segmentos filiformes) de 3-6, contorno oblancelados, redondeadas en el apice, de
3.1-4.0 cm de largo, de 0.6-1.1 cm de ancho, pectinadas, con 9-26 pinnas lineales de hasta
5.5 mm de largo; sus hojas emergentes tienen entre 3 — 6 verticilos, sus pinnas son lineares
subyacentes, extremidades brevemente apiculares, ligeramente curvadas. Las flores
femeninas inconspicuas, nacen en las axilas de las hojas emergentes medias y superiores, su
pedicelo es de 0.2 - 0.5 mm de largo. Bractos blancos, subulados dilatados en la base, a
veces con 1 lacinia, 0.5 - 1.5 mm de largo. Tiene cuatros sepales, blancos, deltoides, con un
largo de 0.3 -0.5 mm y 0.1-0.3 mm de ancho, agudos, enteros o apenas serrados. Pétalos
reducidos. Cuatro estilos, clavate de 0.1 - 0.2 mm de largo. Estigmas blancos, densamente

fimbriados, ovario piriforme de 0.5 — 0.6 mm de ancho "% (Figura 12).
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Figura 12. a) Planta M. aquaticum completa, b) planta vista aérea, c) hojas, d) crecimiento axilar flores y f)
flor. (Fuente: elaboracion propia).

Trabajos realizados con Myriophyllum aguaticum en el tratamiento de aguas residuales

con compuestos organicos.
Cano y colaboradores (2014) %Y realizaron un estudio con aguas residuales industriales, la
cual fue tratada mediante electrocoagulacion con electrodo de hierro y fitorremediacion con
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Myriophyllum aquaticum, evaluaron biomarcadores de estrés oxidativo de la planta para
averiguar su resistencia a la exposicion de los contaminante recalcitrantes después del
tratamiento. Con la electrocoagulacién se logré reducir la DQO en un 42%, color 89% vy la
turbidez en un 95%; el método electroquimico produjo la eliminacion parcial de
contaminantes. El tratamiento acoplado redujo la DQO un 94%, el color en 97% y la
turbidez un 98%. La exposicion de M. aquaticum a las aguas residuales tratadas no tuvo un
efecto significativo sobre la relacion de clorofila a / b (2.84 + 0.24) ni tampoco sobre la
actividad de las enzimas SOD, CAT vy en los niveles de lipoperoxidacion producida. Los
resultados mostraron el potencial de M. aquaticum para eliminar los contaminantes de las
aguas residuales pretratada ya que el sistema enzimatico de las plantas no se vio afectada

significativamente.

Schreiber y colaboradores (2013) ™% |levaron a cabo estudios para conocer la dindmica de
los plaguicidas organoclorados (POC) y sus principales metabolitos en las aguas
superficiales y las plantas del rio Xanaes (provincia de Cérdoba, Argentina) durante la
temporada seca anual. Los resultados del estudio de seguimiento de 5 meses (de abril a
agosto de 2010) mostraron niveles similares de baja contaminacion en la montafia no
agricola y las zonas agricolas, tanto en el agua y las plantas. Las concentraciones de los
compuestos detectados en el agua de la superficie fueron menores a 4.5 ng L™, mientras
que las concentraciones de estas sustancias en Myriophyllum aquaticum fueron menores a 5
g kg™ (peso seco) con la excepcion de trans-permetrina (17,6 g kg™, peso seco). Ademés,
las tendencias de concentracion-tiempo para los COP en las plantas sumergidas mostraron
un comportamiento de eliminacion generalmente similar independiente de compuesto y el

sitio de muestreo.

1.7 Biomarcadores

Regularmente la calidad del agua es monitoreada con la medicion de sus propiedades
fisicoquimicas y microbiologicas. Los analisis fisicoquimicos solo informan acerca de la
naturaleza y concentracion del contaminante en el ambiente, sin embargo, no predicen la
biodisponibilidad o los efectos potenciales en la biota. Las pruebas ecotoxicoldgicas
reflejan las condiciones reales de interaccion por sinergia y/o antagonismo entre los

contaminantes y los organismos [163-1¢¢]
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Un biomarcador es definido como una medida cuantitativa de un cambio molecular o en
procesos de los componentes celulares, estructurales y funcionales relacionados con la
exposicidn a quimicos ambientales. Las plantas producen una gran variedad de metabolitos
que son esenciales para mantener la vida vegetal a través de procesos metabdlicos normales
como la respiracion y la fotosintesis (metabolitos primarios) o no esenciales pero necesarios
para la supervivencia en un ambiente dado (metabolito secundario). Los metabolitos
primarios incluyen proteinas, lipidos, carbohidratos y clorofila. Los metabolitos
secundarios representan compuestos que no estan directamente involucrados en el
crecimiento normal, en el desarrollo o en la reproduccion de un organismo. Estos
compuestos estan principalmente implicados en la supervivencia y la fecundidad de una
planta y se limitan a menudo a un estrecho conjunto de especies dentro de un grupo
filogenético. Los metabolitos secundarios desempefian un papel particularmente importante

en la sefializacion y la defensa de las plantas (167 1681,

Se han propuesto clases de biomarcadores de acuerdo con la medida en que reflejan la
exposicion a factores de estrés ambiental o efectos adversos para la salud derivados de

exposiciones a contaminantes !, Los biomarcadores se clasifican de la siguiente manera:

© Biomarcadores de exposicion: Una sustancia exdgena, su metabolito o el producto
de una interaccion entre un agente xenobidtico y alguna molécula diana o celular
gue se mide en un compartimiento dentro un organismo. Estos tipos de
biomarcadores también son conocido como “dosimetros biolégicos" o
biomarcadores de dosis interna, cuando miden el producto de la interaccién con las
moléculas objetivo, se consideran como "biomarcadores de dosis bioldgica efectiva"
[170]'

© Biomarcadores de efecto: estan relacionados con alteraciones bioquimicas,
fisioldgicas o de otro tipo medibles en tejidos o fluidos corporales de un organismo
que pueden ser reconocidos como asociados con un deterioro o enfermedad
establecida o posible. (HSP70 o HSP90), marcadores de estrés oxidativo
[superéxido dismutasa (SOD), glutatién catalasa (CAT), peroxidacion lipidica

(LPO)], indices de condicion (factor de condicion, indice hepatosomatico, indice
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gonadal) y evaluacion histopatolédgica, son ejemplos de biomarcadores de efectos
biolégicos 7.

© Biomarcadores de susceptibilidad: se describe como "biomarcadores que integran
la exposicion quimica y los efectos bioldgicos”. Es un indicador de una limitacion
inherente o adquirida en la habilidad de los organismos para responder a la

exposicion de una sustancia especifica 7.

En general, algunos biomarcadores permiten la identificacion especifica de la exposicion a
una clase de xenobioticos o alteraciones de la funcion fisiologica, pero la mayoria de las
aplicaciones de biomarcadores monitorean una respuesta general a una alteracién 2. Sin
embargo, es importante sefialar que muchos factores no contaminantes pueden interferir
con las respuestas de biomarcadores. Estos factores de "confusion™ incluyen la salud de los
organismos, el sexo, la edad, el estado nutricional, la actividad metabolica, el
comportamiento migratorio, el estado reproductivo y de desarrollo y la densidad de
poblacion, asi como factores como la estacion, la temperatura ambiente y la heterogeneidad

de la contaminacién ambiental y asf sucesivamente 1671,

1.7.1 Pigmentos Fotosintéticos

Los pigmentos fotosintéticos, clorofilas y carotenos, son los principales foto-receptores de
las plantas. La cadena de reaccion de la asimilacién de carbono fotosintético comienza con
la absorcion de la luz. Existe una estrecha relacion entre el contenido de clorofilas y la
capacidad fotosintética de las plantas. En cualquier especie de planta, el contenido absoluto
de pigmentos y su relacibn no son constantes y pueden variar significativamente
dependiendo de la intensidad, calidad de la luz, estructurales de la hoja, tales como su
espesor, masa foliar especifica y el nimero de cloroplastos por unidad de area foliar.

El contenido de clorofila en las hojas es un parametro muy Util para evaluar el estado
fisiolégico de las plantas. Todas las hojas verdes presentan mayor capacidad de absorcion
en el rango de 400 - 700 nm, en donde sucede la transmision de electrones entre clorofilas y
carotenos. Los cambios cuantitativos y cualitativos en los indices del complejo de
pigmentos en plantas son respuesta a factores causantes de estrés, a la capacidad

fotosintética, al estado de desarrollo de la planta o a su adaptacion 71,
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Las clorofilas son pigmentos fotosintéticos cuya estructura estd constituida por un
tetrapirrol cerrado con varios sustituyentes laterales. El anillo tetrapirrolico contiene un ion
Mg®* en el centro complejado con los nitrégenos de dicho ndcleo y un sistema de dobles
enlaces conjugados cuyos electrones son los responsables de la absorcion de la radiacion
del espectro visible. En el anillo IV se encuentra unido el fitol, una cadena hidrocarbonada
que forma un enlace éster con un propionilo del anillo. En las plantas existen dos tipos de
clorofilas (a y b) que se diferencian en el sustituyente R en el ciclo Il del anillo
tetrapirrolico. Las clorofilas presentan maximos de absorcion proximos a los 400 y 600 nm.
Ninguna de ellas absorbe en el verde, lo que les da su color caracteristico X6 (Figura
13).
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Figura 13. Estructura de Clorofllas (Fuente: [178]).

Los carotenos son moléculas hidrocarbonadas de 40 atomos de carbono formados por ocho
unidades isoprenoides unidas de forma que la secuencia se invierte en el centro de la
molécula. Es decir, la union de dichas unidades es “cabeza-cola”, excepto en el centro de la
molécula, donde es “cabeza-cabeza”. L0os carotenoides que participan en la fotosintesis son
de dos tipos: tipo caroteno y tipo xantofila. Los carotenoides tipo caroteno constan
exclusivamente de carbono e hidrégeno. Los carotenoides tipo xantofila contienen oxigeno
ademas de carbono e hidrogeno. El sistema conjugado de dobles enlaces es el responsable

de la absorcidn de luz en el espectro visible. Su espectro de absorcién muestra maximos de
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absorcion entre los 450 nm y 500 nm, correspondientes al azul y al verde, por lo que la luz

roja-naranja-amarilla que reflejan les proporciona su color caracteristico %81,

1.7.2 Estrés oxidativo.

Independientemente del proceso de fitorremediacion para que éste ocurra de forma
eficiente, las plantas y microorganismos involucrados deben ser tolerantes al contaminante

en particular (84

. Uno de los mecanismos a través del cual los organismos toleran la
presencia de contaminantes, es la activacion de sistemas de defensa que suprimen o
eliminan especies reactivas de oxigeno (ERO). La producciéon celular de ERO es
estimulada en respuesta a desbalances metabdlicos generados por una condicion de estrés
que rompe la homeostasis celular. Una serie de factores bidticos y abioticos, entre ellos la
presencia de contaminantes, modifica el equilibrio entre la produccion y la eliminacién de
ERO e induce un fenémeno conocido como estrés oxidativo 8% &3,

El estrés oxidativo se define como el efecto toxico provocado por especies quimicas
altamente reactivas producidas durante la reduccién del oxigeno molecular (O;) en los
organismos aerobios, que pueden ser o no radicales libres y se conocen como ERO. La
reduccion del O, ocurre en varios pasos (Figura 14): la primera reduccion produce radicales
superoxido (*O;) o hidroperéxido (HO,.), de forma enzimatica (por la superoxido
dismutasa, SOD) o espontanea (mediante la pérdida de otro electron), el O, es dismutado
a perdxido de hidrogeno (H20,) que puede ser transformado al radical hidroxilo (*OH) por
la reaccion Fenton, o bien, eliminado por accion de catalasas o por el ciclo ascorbato -
glutation. El oxigeno singulete (*O,) es otra ERO que no se relaciona con la transferencia
de electrones, ya que es el primer estado excitado del O,, producido por foto-activacion. En
las plantas, las ERO se producen en varios compartimentos celulares, principalmente en
cloroplastos y mitocondrias, a través de la fuga de e de las cadenas transportadoras al O..
Los cloroplastos son los principales productores de 'O, en el fotosistema I y de «O, en el
fotosistema I. La respiracion mitocondrial también produce cantidades importantes de <Oy’
En el apoplasto, la actividad de oxidasas y peroxidasas es la principal fuente de <O,

mientras que en los peroxisomas la fotorespiracién genera H,0, 84 1%,
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Aunque todas las ERO son muy reactivas, cada una tiene propiedades diferentes y
reacciona con diferentes moléculas. El <O, tiene un tiempo de vida media de 2- 4 us y
aunqgue dificilmente reacciona con lipidos, puede inactivar enzimas con centros Fe-S. El
H,O, es relativamente estable, su vida media es de alrededor de 1 ms, no reacciona
facilmente con lipidos, carbohidratos o ADN, pero puede inactivar enzimas mediante la
oxidacion de grupos tiolicos. EI HO,. puede atravesar membranas y oxidar lipidos por la
sustraccion de protones de 4cidos grasos poli-insaturados. El 'O, tiene una vida media de 1
us y es particularmente reactivo con dobles enlaces conjugados como los de poli-
insaturados y aminoécidos aromaticos. Las propiedades toxicas del <O, y el H,0O,
aumentan en presencia de metales redox-activos (Fe** y Cu?"), ya que forman el radical
*OH a través la reaccion Haber-Weiss (Figura 14). El «OH tiene una vida media de 1 ns, es
la ERO mas reactiva, reacciona rapidamente con todo tipo de macromoléculas y no hay un
mecanismo enzimatico que la elimine, por lo que su sobreproduccion finalmente conduce a
la muerte celular En cualquier caso, si la concentracién intracelular de ERO no es
controlada, la consecuencia directa es el dafio a estructuras celulares debido a la
peroxidacion de lipidos, oxidacion de proteinas y componentes del ADN, asi como la

interrupcion de rutas metabélicas como la asimilativa del azufre 89194,
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Figura 14. Reduccién del O,. (Fuente: [192]).

1.7.2.1 Mecanismos de defensa antioxidante
Es claro que el incremento en la acumulacion de ERO representa una amenaza, por lo que
un estricto control en sus niveles es esencial para evitar su toxicidad celular y asegurar sus

funciones de sefializacién, como son el control de la proliferacion y muerte celular, la
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adaptacion a factores de estrés abidtico y las respuestas al ataque de patdgenos. Los niveles
celulares de ERO son estrictamente regulados por una compleja red de defensa
antioxidante, que incluye reacciones enzimaticas y moléculas amortiguadoras antioxidantes
que, junto con las enzimas productoras de ERO, mantienen la homeostasis en todos los
compartimentos celulares. Asi, la red de defensa antioxidante actla controlando las
cascadas de oxidacion y protegiendo a las células contra dafios oxidativos. Esta defensa
puede actuar (i) minimizando la produccion de ERO; o (ii) eliminando las ERO producidas,

reduciendo la posibilidad de un eventual dafio celular (Figura 15).

I. Minimizacion de la produccion de ERO. La primera linea de defensa contra el estrés
oxidativo en plantas act(a reduciendo la produccion de ERO mediante procesos como: (i)
adaptaciones anatomicas y fisioldgicas; (ii) mecanismos que reorganizan el aparato
fotosintético o suprimen la fotosintesis; (iii) accion de un grupo de enzimas llamadas
oxidasas alternativas (AOX) que pueden desviar e que fluyen a través de las cadenas
transportadoras durante la respiracion y usarlos para reducir O, a H,O, evitando la
formacion de <O;’; (iv) prevencion de la formacion de *OH mediante la eliminacion de <O,
y H,O; y/o el secuestro de iones que catalizan la reaccion Haber-Weiss, por su union a

proteinas como ferritinas 0 metalotioneinas.

Il. Eliminacion de ERO. La eliminacién de ERO actia como una segunda linea de
defensa, a través de la accion de moléculas antioxidantes y de varias enzimas que
interactlan directamente con ERO y regeneran las formas reducidas de las moléculas
antioxidantes mediante el ciclo ascorbato - glutation.

Moléculas antioxidantes. En las células vegetales, los antioxidantes mas importantes que
regulan la homeostasis de ERO son el ascorbato (ASC) y el glutation (GSH), ademaés de
taninos, flavonoides, a- tocoferol, carotenoides y precursores de la lignina. Estas moléculas
actuan como una red que, a traves de una serie de reacciones redox, evita el dafio por ERO.
Los carotenoides y flavonoides neutralizan ERO como H,0,, *OH y '0,. El a- tocoferol es
el principal antioxidante liposoluble en las membranas fotosintéticas, donde elimina 'O, y
protege los lipidos contra peroxidacion. Las plantas poseen un complejo sistema enzimatico

antioxidante en diferentes compartimentos celulares. Se ha reportado que entre 1 y 2% del
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O, consumido por estos organismos conduce a la formacion del radical «O,". La superdxido
dismutasa (SOD) es la Unica enzima en las plantas que dismuta el «O," en H,0, y O,. El
H.0, puede ser directamente catabolizado por catalasas (CAT) o, en presencia de sustratos

reductores, por varios tipos de peroxidasas, en el ciclo ascorbatoglutation %20}

Estrés Q: “
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H,O +1 O, y ¥& *OH
MDA+ H,O0 GSSG +H,0

Figura 15. Sistema de defensa en las plantas. (Fuente: [192]).

1.8 Bioensayos

Los ensayos biolégicos son herramientas de diagnostico adecuadas para determinar el
efecto de agentes fisicos y quimicos sobre organismos de prueba bajo condiciones
experimentales especificas y controladas; estos pueden ser tanto de inhibicién como de
magnificacion, evaluados por la reaccion de los organismos, tales como muerte,
crecimiento, proliferacion, multiplicacion, cambios morfolégicos, fisioldgicos o
histoldgicos. Los cambios pueden manifestarse a diferentes niveles, desde estructuras
subcelulares o sistemas de enzimas, hasta organismos completos, poblaciones o
comunidades. Los resultados de los bioensayos se refieren, en primer lugar, a los
organismos usados en el ensayo y las condiciones estipuladas en el procedimiento de
prueba. Un efecto nocivo evaluado por medio de ensayos biologicos normalizados puede
indicar niveles de peligrosidad trasladables y asimilables a organismos que forman parte de

los sistemas naturales 2°71,
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2.1 Justificacion

La agricultura es una actividad productiva que tiene gran valor social, cultural y
economico. Sin embargo, debido a las malas précticas empleadas, la agricultura también
propicia contaminacion ambiental, esto es causado por una serie de elementos que
contribuyen a la degradacion de los suelos, cuerpos de agua, asi como el aire. El
inadecuado manejo y la toxicidad de las sustancias utilizadas por los agricultores, entre
ellas los plaguicidas, provocan un impacto en la salud de las personas expuestas a ellos, asi

como en la fauna y flora.

En el caso particular del endosulfan, es un plaguicida que en México ha sido utilizado
ampliamente como insecticida, el cual, por sus propiedades fisicoquimicas es considerado
un compuesto organico persistente y en enero del 2015 las autoridades mexicanas
revocaron los registros sanitarios de los productos que contengan endosulfan, y unicamente
invitaron a las empresas a que voluntariamente retiraran los registros, sin embargo, no se
prohibio el uso del producto vendido antes de esta fecha. Recientemente se ha reportado el
uso de endosulfan en cultivo de papa en la cuenca del rio Sanabria, Calimaya, Estado de
México 2% por lo que es necesario evaluar de qué manera es posible remover una mayor
cantidad del compuesto en agua. De las tecnologias que se encuentran disponibles, los
procesos electroquimicos han tenido grandes avances pero no han logrado ser eficientes al
100%, ya que algunos contaminantes permanecen después del tratamiento. Los procesos
avanzados de oxidacién como la ozonacion y la electrooxidacion se han evaluado de
manera independiente para la remocién de endosulfan logrando obtener remociones
mayores al 70% y la mayoria de los estudios solo evaltan la eficiencia en la degradacion de
los contaminantes, sin considerar el efecto que puedan tener los efluentes debido a todas las
especies reactivas y oxidantes que se estan generando en los procesos de tratamiento sus
productos de degradacién. En el presente trabajo se evalud la sinergia de un proceso de
electrooxidacion con electrodos de diamante dopados con boro acoplado a un proceso de
ozonacion para la degradacion de Thiodan® en agua, asi como el efecto toxico de la
solucion tratada utilizando la macréfita Myriophyllu acuaticum y en Lactuca sativa L. Asi
mismo se valora la posibilidad de que Myriophyllu acuaticum se comporte como planta
fitorremediadora por lo que también se determind la tolerancia de la planta a la exposicion

del agua residual tratada.
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2.2 Hipotesis
El empleo de un sistema acoplado de electrooxidacion-ozonacion logrard remover un
mayor % de Thiodan® en agua que los tratamientos utilizados de manera individual y la

solucion tratada no generara efectos toxicos en Myriophyllum aquaticum.

2.3 Objetivo General

Evaluar condiciones de operacion de un sistema acolado donde intervengan los procesos de
electrooxidacion con electrodos DDB y ozonacion para la remocion de Thiodan® en agua,
asi como la tolerancia de Myriophyllum aquaticum a la solucion después de ser tratada con

el proceso acoplado de EO-O3.

2.4 Objetivos especificos

1. Determinar las condiciones Optimas experimentales para el proceso de
electrooxidacion (pH, densidad de corriente y tiempo de reaccion).

2. Determinar las condiciones 6ptimas experimentales para el proceso de o0zonacion
(pH y tiempo de reaccion).

3. Evaluar la eficiencia del proceso acoplado electrooxidacion — ozonacion.

4. Determinar las propiedades fisicoquimicas de la solucién de Thiodan® antes y
después del tratamiento EO-Os.

5. Realizar prueba de toxicidad Microtox® con la solucién de Thiodan® tratada con
los procesos de electrooxidacion, ozonacién y el proceso acoplado EO-Os.

6. Colectar y aclimatar Myriophyllum aquaticum.

7. Evaluar la tolerancia de Myriophyllum aquaticum a la solucion de Thiodan® tratada
con el proceso de EO-O:s.

8. Realizar bioensayos de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa L) con la
solucion de Thiodan® tratada con EO-O3 antes y después de estar en contacto con

Myriophyllum aquaticum.
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Capitulo 3.
Metodologia
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En este apartado se describe la metodologia utilizada en los experimentos realizados en esta

tesis doctoral, en la figura 16 se muestra el diagrama de flujo.

VR
Solucion de
Thiodan®
N
/\ /\
Electrooxidacion Ozonacion
(DDB)
N N
VRN

Proceso EO-O3

PN N =N

Microtox® Myriophylhum Lactuca sativa L
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Unidad Toxica Indice de Indice de
Crecimiento germinacion
N N N
A A
Produccion de Indice de
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Estrés Oxidativo

(

Figura 16. Diagrama de flujo de la estrategia experimental
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3.1 Solucion de Endosulfan grado comercial Thiodan®.

Se trabajé con una solucion de endosufan grado comercial de la marca Thiodan® fabricado
por Bayer Crop Science, el cual contiene no menos del 33% de endosulfan (equivalente a
350 gL™) y no méas de 67% de excipientes. La solucién se preparé a una concentracion de
endosulfan de 20 mgL™ en sulfato de sodio 0.1M (electrolito soporte). Los ajustes para el
pH de la solucidn realizaron con NaOH 0.1 M y H,SO,4 0.1M. Todos los reactivos quimicos
utilizados fueron con pureza grado reactivo. En anexo 1 se presenta la hoja de seguridad del

plaguicida.

3.2 Reactor de electrooxidacion.

Para el proceso de electrooxidacion se utilizé un reactor cilindrico de vidrio tipo batch, con
columna de flujo ascendente, un difusor con tamafio de poro de 0.2 mm y una capacidad de
1 L. Los electrodos de diamante dopado con boro estdn soportados en niobium, las
dimensiones de cada electrodo son 20.0 cm por 2.5 cm con un &rea superficial de 50 cm?
(Figura 17 a) y la distancia entre cada electro fue de 1 cm (Figura 17 b). El volumen de la
solucién utilizado fue de 0.750 L. El proceso fue evaluado a valores de pH de 3,5y 7y
mediante una fuente de energia de corriente continua se suministr6 corriente eléctrica para
obtener densidades de corriente de 20, 40 y 60 mAcm™. A determinados intervalos de
tiempo se tomaron alicuotas para determinar la degradacion del Thiodan®. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.

a) b)

!

Figura 17. a) Vista de frente y b) vista lateral de los electrodos de Diamante Dopados con Boro.
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3.3 Reactor de ozonacion.

Los experimentos de ozono fueron realizados un reactor cilindrico de vidrio tipo batch, con
columna de flujo ascendente, un difusor con tamafio de poro de 0.2 mm y una capacidad de
1 L. El ozono se suministrd6 mediante un generador de ozono marca Pacific Ozone
Technology (Figura 18). El ozono se alimento al reactor a través el difusor de gas en un
flujo de 0.05 Lmin™ y con una concentracién de 5+ 0.5 mgL™. La determinacién de ozono
en fase liquida se describe en el anexo 2. El reactor fue conectado a un destructor de ozono
con numero de modelo d.41202 para destruir el 0zono que no reacciono en fase liquida. El
proceso fue evaluado a valores de pH de 3, 5y 7, el volumen de solucion fue de 0.750 L. A
determinados intervalos de tiempo se tomaron alicuotas para determinar la degradacion del

Thiodan®. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Fﬁu'ra 18. Generador de 0zono marca Pacific Ozone Technology.

3.4 Proceso acoplado de electrooxidacion- ozonacion (EO-O3).

Para el proceso acoplado, los electrodos se instalaron en el reactor y se suministrd el ozono.
La densidad de corriente aplicada fue de 60 mAcm?, el pH inicial de la solucién de
Thidan® fue de 3, se utilizaron 0.750 L de la solucion y la concentracion de ozono utilizada
fue de 5+ 0.5 mgL™ con un flujo de 0.05 Lmin™. La figura 19 muestra un esquema del
proceso acoplado. A determinados intervalos de tiempo se tomaron alicuotas para
determinar la degradacién del Thiodan®. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado.
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Figura 19. Esquema del proceso acoplado de electrooxidacion — ozonacién.

3.5 Seleccidn, colecta y aclimatacién de la planta Myriophyllum aquaticum.

Las plantas fueron colectadas de la presa Ignacio Ramirez, (19°27'4"N 99°48'7"W), en el
municipio de Almoloya de Juérez, Estado de Meéxico (figura 20a). Las plantas fueron
llevadas al laboratorio y puestas en recipientes de plastico con agua potable y con medio
nutritivo 2, 1a preparacion del medio nutritivo MS se encuentra en el anexo 3. Las plantas
se conservaron a temperatura (20 + 5°C), manteniendo un valor pH de 6.5 a 7.5 y expuestas

a periodos naturales de luz y oscuridad (Figura 20b).

Figura 20. Myrpyllum aqvuaticum a) habitat natural b) proceso de aclimatacion laboratorio.

3.6 Tolerancia de Myriophyllum aquaticum a la solucién tratada de Thiodan®.

Las pruebas de tolerancia se realizaron en contenedores de vidrio con capacidad de 4L, se
utilizé un volumen de solucion de Thiodan® tratada de 1.5 L, la cantidad promedio de
biomasa fue de 33 + 1 g en cada sistema. El sistema control contenia agua potable (CP), los
otros sistemas contenia solucién tratada en concentraciones de 12.5, 25, 50, 75y 100%. La
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duracion de la prueba fue por 14 dias, observando las plantas cada dia y recuperando el
agua perdida por los procesos de evaporacion y transpiracion de la planta. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado.

3.7 Efecto del tiempo de reposo de la solucién tratada de Thiodan® en Myriophyllum
aquaticum.

Las pruebas se realizaron con las mismas condiciones de contenedores, volumen de la
solucién y biomasa que en la prueba anterior. La solucion de Thiodan® tratada con el
proceso acoplado de EO-O3 se dejo reposar por 0, 24, 48 and 72 h antes del exponer las
plantas. Los sistemas contenian solucion tratada al 50% Yy el sistema control contenia agua
potable. La duracion de la prueba fue de 5 dias, observando las plantas cada dia y
recuperando el agua perdida por los procesos de evaporacion y transpiracion de la planta.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

3.8 Efecto de las especies generadas durante el proceso acoplado EO-O; en
Myriophyllum aquaticum.

La prueba fue realizada con las mismas condiciones de volumen de la solucion y cantidad
de biomasa de las pruebas anteriores. Se evaluaron 5 sistemas, electrolito soporte (Na,SO4
0.1 M) sin tratamiento (SEWOT), electrolito soporte (Na,SO, 0.1 M) con tratamiento
(SEWT), solucion de Thiodan® sin tratamiento (STWOT), solucion de Thiodan® con
tratamiento (STWT) y una mezcla de solucion Thiodan® sin tratamiento + electrolito
soporte con tratamiento (STWOT + SEWT). Los sistemas contenian solucién al 50% con
un tiempo de reposo de 24 h y el sistema control contenia agua potable (CP). La duracién
de la prueba fue de 5 dias, observando las plantas cada dia y recuperando el agua perdida
por los procesos de evaporacion y transpiracion de la planta. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado.
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3.9 Técnicas analiticas.

Determinacion de demanda quimica de oxigeno (DQO).

Los compuestos orgéanicos en agua pueden ser monitoreados midiendo la DQO. Este
parametro se define como el nimero de equivalentes de oxigeno requeridos para oxidar
quimicamente la materia orgénica existente en el agua, se expresa en mgO,L™. El método
empleado tradicionalmente de acuerdo a American Publish Health Association para obtener
el valor de la DQO es en el cual se utiliza como agente oxidante dicromato de potasio
(K2Cry07), vy el sulfato de plata (Ag.SO,;) como catalizador para la oxidacion de los
compuestos organicos. Dado que en el medio se pueden encontrar sustancias inorganicas
susceptibles de oxidacién las cuales provocan interferencias, se adiciona sulfato de
mercurio (HgSO,4) como inhibidor de haluros, sulfuros, sulfitos, etc. Todo esto se lleva a
cabo bajo condiciones acidas (H,SO4) y a una temperatura de 150°C durante 120 min.
Posteriormente el tubo se deja enfriar a temperatura ambiente y se mide el valor de la DQO
en un espectrofotémetro Hach DR 5000 2102131,

Carbono organico total (COT).

El carbono organico total indica la eliminacion completa de los contaminantes debido a su
transformacion a dioxido de carbono. El seguimiento se realiz6 mediante un analizador
TOC-L Shimadzu Total Organic Carbon analyzer. La medida se basa en la combustion
completa de la muestra con una corriente de oxigeno puro a una temperatura de 680°C, en
un horno que contiene un catalizador de platino soportado en alumina. El dioxido de
carbono generado por la oxidacion se detecta mediante un analizador de gases infrarrojo y
se relaciona directamente con el carbono presente en la muestra. Para la medida del
carbono inorganico, se acidifica la muestra mediante la adicién de acido fdsforico al 10%,
con lo que se consigue el desplazamiento del equilibrio de carbonatos y bicarbonatos hacia
acido carbénico. De nuevo la liberacion del dioxido carbono, se mide mediante infrarrojo,
una vez conocidas las medidas de carbono total y carbono inorganico, el valor de COT se

obtiene por diferencia de los anteriores 1 214,

La eficiencia en la remocién de DQO y COT en los diferentes proceso, se calcularon

mediante la ecuacion (3.1).
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Co— Ct
Co

E= x 100 (3.1)

donde E es la eficiencia de remocion de DQO o COT en %, Cy es el valor inicial de DQO o
COT (mgL™) en la solucién de Thiodan® y C; es el valor inicial de DQO o COT (mgL™) al
tiempo t después de que la solucion de Thiodan® estuvo en reaccion en los diferentes
procesos.

Prueba toxicidad aguda de MICROTOX®.

La prueba se basa en monitorear los cambios en el nivel de emisién de luz de un bacteria
luminiscente marina (Vibrio fischeri) cuando se expone a una sustancia toxica. La prueba
fue expresada en términos de Concentracion Efectiva 50% (ECsp) y se realizé mediante la
técnica estandarizada de MICROTOX® %! utilizando un analizador Model 500 analyzer
y el software MicrotoxOmni **® 271 para comprender mejor el nivel de toxicidad que
presentaba cada solucion tratada por los diferentes procesos, se utilizé la Unidad Toxica
(UT), la cual busca establecer la toxicidad de un compuesto mediante la CEsg. La UT fue

calculada mediante la ecuacion (3.2).

1
CEsg

UT = ( )100% (3.2)

UT es adimensional y es una toxicidad relativa y se clasifica en 4 categorias: UT < 1 (no
toxico), UT entre 1-10 (téxico), UT entre 10-100 (muy toxico) and UT > 100

(extremadamente toxico) 2%,

Voltamperometria ciclica

La voltamperometria ciclica es una técnica ampliamente utilizada en el estudio de
reacciones de oxidacién/reduccion, deteccion de productos intermedios de reaccién y en la
observacion de reacciones de seguimiento de productos formados en los electrodos. En este
tipo de voltamperometria, el potencial aplicado se barre primero en una direccién y luego
en la otra mientras se mide la corriente, los voltamperogramas que se obtienen son
caracteristicos y dan informacion de las propiedades electroquimcas individuales de los

sistemas redox 219229,
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Las voltamperometrias ciclicas de la solucion de Thiodan® tratada con el proceso acoplado
EO-O; a diferentes tiempos de reaccion se realiz6 con una celda estandar de tres electrodos.
Los voltamperogramas se generaron mediante un potenciostato Autolab AUT 83582 vy el
software GPES Manager version 4.9. Un electrodo de pasta de carbdn fue utilizado como
electrodo de trabajo, la superficie del electrodo fue pulida después de cada determinacion.
La velocidad de escaneo fue de 100 mVs™ utilizando un electrodo de referencia de
Ag/AgCl y un contraelectrodo de grafito. La voltamperometria se obtuvo iniciando el

escaneo en direccion positiva.

Cromatografia idnica para cuantificacion de cloruros

La cromatografia de intercambio iénico es un método que permite la separacion de
moléculas basada en sus propiedades de carga eléctrica. El principio béasico de la
cromatografia de intercambio i6nico es que las moléculas cargadas se adhieren a los
intercambiadores de forma reversible de modo que dichas moléculas pueden ser asociadas o
disociadas cambiando el ambiente idnico. La separacion mediante intercambiadores ionicos
se realiza por lo general, en dos fases: en la primera las sustancias a separar se unen al
intercambiador utilizando condiciones que originan una unién fuerte y estable; a
continuacién, se eluye por la columna con buffers de diferentes pH o diferente fuerza
i6nica, compitiendo los componentes del buffer con el material por los sitios de unién 2.
La concentracién de cloruros fue determinada mediante un cromatografo i6nico marca
AQUION con software chromeleon 7. Las condiciones cromatografias fueron una columna
Dionex lonPac AS11-HC (4 x 250 mm), la fase movil fue 30 mM NaOH, con flujo de 1.5
ml/min, una corriente aplicada de 112 mA y una temperatura de 30°C.

Produccion de biomasa
Para calcular el porcentaje de la tasa de crecimiento relativo (TCR), cada planta utilizada se
midid y peso antes y después de cada tratamiento. El porcentaje de la TCR fue calculado

con la ecuacion (3.3):
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donde Wy y W5 son la longitud y peso inicial y final de cada planta y t; — t, es el intervalo

de tiempo del experimento #2],

Espectrometria UV-Vis parta determinacion de H,O, pigmentos y Estrés Oxidativo

La espectrometria describe la interaccion entre la radiacidn, principalmente la
electromagnética y la materia. Toda radiacion electromagnética esta caracterizada por una
longitud de onda (L), una frecuencia (v) o una energia (E). ElI fundamento de la
espectrometria se debe a la capacidad de las moléculas para absorber radiaciones, entre
ellas las del espectro UV-visible (195-400 nm para el UV cercano y 400-780 nm el visible),
el efecto de la radiacion electromagnética sobre la materia son las transiciones electrénicas
entre los orbitales atdbmicos y moleculares. Cuando la radiacion incide sobre una sustancia,
s6lo un 4&tomo o conjunto de 4&tomos son capaces de absorber la radiacion, estos grupos se
denominan cromoéforos. Una especie quimica absorbe UV-Vis y la energia adquirida por el
sistema causa la transicién de un electron de un estado basal a uno excitado. La energia de

la transicion esta relacionada con la ecuacion de Planck (3.4).

E=hv = he/A (3.4)
Donde E es la energia transportada por cuanto de radiacién o fotén (J foton™), h es la
constante de Planck (6.6256 x 10 J s fotén™), e es la velocidad de la luz (2.9979 x 10® m
s1), A es la longitud de onda (m), v es la frecuencia de la radiacion (s™).

La representacion de la respuesta del sistema en funcién de la longitud de onda o frecuencia
de denomina espectro y en él se observa que los 4&tomos dan como sefial linea aguadas,
mientras que las moléculas poliatdmicas dan sefiales en forma de bandas. Los espectros
permiten identificar algunos grupos funcionales presentes en la molécula y, por otro lado,
estimar concentraciones de una sustancia, mediante una curva de calibracion donde se

cumpla la Ley de Lamber-Beer (#9222,

La concentracién H,O, generado fue determinado por el método de Eisenberg utilizando un
espectrofotometro UV-Vis de la marca Perkin ElImer Model Lambda 25 UV/Vis. EI método
se basa en la medicion espectrometrica de las intensidades de color de las soluciones que

contienen peroxido de hidrégeno, tratadas con un reactivo de sulfato de titanio, la
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coloracion amarilla es producida por la formacion de acido pertitanico, mediante la
reaccion (3.1) #%1,

Ti** + H,0, + H,0 —» H,TiO, + 4H* (3.1)

La concentracion de pigmentos se realizo después de exponer las plantas a los sistemas. Se
pes6 0.344 g de biomasa, se macero con 5 mL de una solucién hidroxido de amonio y
acetone al 80% en relacion 1:9, posteriormente la muestra se refrigero durante 2 h. Después
de este tiempo, 5 mL de acetona al 80% fueron adicionados. Las muestras fueron
homogenizas y centrifugadas a 3200 rpm durante 20 min, posteriormente se tomaron 2 ml
del sobrenadante y se adicionaron 8 mL de acetona al 80%. La solucion se mezcl6 y fue
analizada para clorofila a (668 nm), clorofila b (640 nm) y carotenos (470 nm) en un
espectrofotdmetro UV/Vis Genesys brand Model 10S Thermo ?4. Todas las pruebas se
realizaron por triplicado. Las ecuaciones para determinar los pigmentos se muestran a
continuacion (3.5), (3.6) y (3.7)

mg mL™ (clorofila a) = (12.7*Abs 663) - (2.69*Abs 645) (3.5
mg mL™ (clorofila b) = (22.9 *Abs 645) - (4.68*Abs 663) (3.6)
ug mL™ (carotenos) = (3.775*Abs 470) - (0.21*clorofila b) (3.7)

3.10 Biomarcadores de estrés oxidativo

Extraccion de enzimaticas

Se pesaron 500 mg de biomasa y se homogenizaron con 5 mL de la solucién de extraccién
de enzimas (ver anexo 4). Las muestras se centrifugaron a 13,500 rpm a 4°C por 20 min. El

sobrenadante fue empleado para determinar el estrés oxidativo.

Contenido de Proteinas
La concentracion de proteinas se determind empleando el método de Bradford [2%)
extrapolando las absorbancias obtenidas en una curva de albumina sérica bovina en un

intervalo de concentracién de 0.05 a 1mg mL™ (ver anexo 5).
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Nivel de lipoperoxidacion (LIPOX)
Se cuantifico por el método de Buege y Aust ?*! (ver anexo 6), que se basa en la
determinacion de la concentracion de malondialdehido (MDA), producto final de la

lipoperoxidacion (ver anexo 2). Los calculos se realizaron con la ecuacion (3.8)

[MAD] = — 3.8)

donde A es la absorbancia, CEM es el coeficiente de extincion molar del MAD cuyo valor

es 1.56x10° M™*cm™, los resultados son expresados en nmoles de MAD* mg de proteina ™.

Superoxido dismutasa (SOD)
SOD se determiné por el método de Misra y Fridovich 22" (ver anexo 7), el cual se
fundamenta en la inhibicién de la autooxidacion de la adrenalina por parte de la enzima

SOD a pH 10.2. Los célculos se realizaron de acuerdo a la ecuacion (3.9)

Ao

[SOD] = (ASOS - ASmin) + (CEM)

3.9)

donde Ay, Asps Y Asmin SON las absorbancias obtenidas a los 0, 30 segundos y 5 minutos
respectivamente, CEM es el coeficiente de extincion molar de la adrenalina cuyo valor es

21 M™*cm™, los resultados son expresados en umoles de SOD * mg de proteina ™.

Catalasa (CAT)
CAT se cuantificé por el método de Aebi 8 (ver anexo 8), el fundamento de la técnica se
basa en la desaparicion del H,O, por accion de la enzima. Los calculos se realizaron

mediante la ecuacion (3.10).

_ (Ags—Aeos)
[H;0,] = =22 teess (3.10)
donde Ags Yy Asos Son las absorbancias obtenidas a los 0 y 60 segundos respectivamente,
CEM es el coeficiente de extincion molar del peroxido de hidrogeno cuyo valor es 0.043

mMem™, los resultados son expresados en pmoles de H,0, * mg de proteina ™.
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3.11 Bioensayos con Lactuca sativa L

El bioensayo de toxicidad con semillas de lechuga (Lactuca sativa L) en la que se pueden
evaluar los efectos fitotdxicos de compuestos puros o de mezclas complejas en el proceso
de germinacion de las semillas y en el desarrollo de las plantulas durante los primeros dias
de crecimiento. La evaluacion del efecto en la elongacion de la radicula y del hipocotilo de
las plantulas permite ponderar el efecto toxico de compuestos solubles presentes en niveles
de concentracion tan bajos que no son suficientes para inhibir la germinacion, pero que sin
embargo pueden retardar o inhibir completamente los procesos de elongacién de la radicula
o del hipocotilo, dependiendo ello del modo y sitio de accidén del compuesto. De esta
manera, la inhibicién en la elongacién de la radicula e hipocotilo constituyen indicadores
subletales muy sensibles para la evaluacion de efectos bioldgicos en vegetales, aportando
informacién complementaria a la proporcionada al estudiar el efecto en la germinacion.
Este ensayo puede ser aplicado para la evaluacion de la toxicidad de compuestos puros
solubles, de aguas superficiales (lagos, rios), aguas subterrdneas, aguas para consumo
humano, aguas residuales domésticas e industriales, ademas de lixiviados de suelos,

sedimentos, lodos u otras matrices s6lidas 2°”! (ver anexo 8).

3.12 Analisis Estadistico.

El andlisis estadistico se realizd6 mediante el software especializado Minitab 17. La
significancia de las diferencias entre los valores de las medias de cada prueba fue
determinada por analisis de varianza de una via (ANOVA), de acuerdo a Dunnett con un p
< 0.05 para comparar el efecto de la exposicién de las soluciones sobre la TCR, la clorofila

y las actividades enzimaticas en relacion con un control.
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En el aparatado 4.1 se muestra el primer articulo generado a partir de los resultados
obtenidos en la primera parte experimental, donde se evaluaron las condiciones 6ptimas, en
términos de pH y densidad de corriente para la eliminacion de Thiodan® en agua, cuando
se utiliza el proceso de electrooxidacion utilizando electrodos BDD y el proceso de
ozoncion de manera individual y de manera acoplada. El articulo fue publicado en la revista

FUEL, que tiene un factor impacto de 4.7 y se encuentra indizada en ISSN: 0016-2361.

En el apartado 4.2 se encuentra la carta de recepcion del segundo articulo, por parte del
editor de la revista International Journal of Environmental Science and Technology donde
fue enviado para ser evaluado y el articulo con los resultados de la segunda parte
experimental donde se muestra la evaluacion fisicoquimica y toxicologica del proceso
acoplado de Electroxidacion-Ozonizacion para la degradacion de Thiodan® en agua, asi
como la tolerancia de la macrofita Myriophyllum aquaticum a la solucién después del
tratamiento del proceso acoplado. Este articulo fue enviado a la revista, cuyo factor de
impacto es de 1.9 y estd indizada en ISSN: 1735-1472 (Print) y 1735-2630 (Online). El
proceso para la publicacion se encuentra en espera de recibir comentarios por parte de los

editores.

En el apartado 4.3 se muestra los resultados no publicados, los cuales corresponden a el
consumo de energia del proceso de electrooxidacion, asi como el costo del mismo,

evaluado a las diferentes densidades de corriente aplicada que fueron utilizadas.
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4.1 Articulo publicado

Fuel 198 (2017) 91-98
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Evaluation of a coupled system of electro-oxidation and ozonation to
remove the pesticide Thiodan® 35 CE (endosulfan) in aqueous solution
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HIGHLIGHTS

GRAPHICAL ABSTRACT

« 60% less reaction time is required to
remove endosulfan using a coupled
process. e

« The process synergy enhances the
rate and extent of removal of COD,
TOC and toxicity.

« The cyclic voltammograms indicate
that an oxidation process takes place
in reaction.

« A major advantage is that no
chemicals are added in the process.

« This technology is sustainable since
no sludge is produced as a reaction
residue.
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This research shows the results of the coupling of two advanced oxidation processes for the degradation
of pesticide Thiodan” in water. Electrooxidation process with diamond electrodes doped with boron
(BDD) alone removed 97% of COD in 100 min of reaction time. Furthermore, the process of ozonation only
removed 77% removal of COD, in the same reaction time. However, when the processes are coupled, the %
COD removal was achieved 95% with 40 min reaction time and the TOC decreased a 94%. With the cou-

pled process practically the COD and TOC of the solution of Thiodan® was removed and MICROTOX™ test

Keywords:
Electrooxidation
Ozonatio
Endosulfan

cob

TOC

Microtox

showed that after 30 min of reaction the sample was not exhibit toxicity. The cyclic voltammograms
obtained with the coupled process, indicate the oxidation of Thiodan®.

© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Pesticides are chemical compounds which are used to eliminate
pests in households and agriculture. Conversely, these chemical
compounds are some of the most toxic, environmentally mobile

* Corresponding author.
E-mail address: cbd0044@gmail.com (C.E. Barrera Diaz).

http://dx.doi.org/10.1016/j.fuel.2016.10.031
0016-2361/© 2016 Elsevier Ltd. All rights reserved.

and stable substances in the environment |1]. The mobility of pes-
ticides in aquatic systems can easily reach the human population
since conventional water treatment plants are unable to eliminate
pesticides, due to their chemical stability [2,3]. Organochlorine
pesticides have been extensively used over the last century; some
of the common characteristics are: they have a cyclic structure,
chlorine atoms are normally present, they are lipophilic, their
volatility is low and are resistant to degradation [4-6|. Endosulfan
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(6,7,8.9,10,10-hexachloro-1,554, 6,9,9%-hexahydro-6,-9 methan
0-2,3.4-benzo-dioxathiepin-3-oxide) is a cyclodiene organochlo-
ride insecticide, which is known by its broad spectrum of activity.
The main use of this pesticide is in crops, such as: broccoli, cereals,
coffee, cotton, ornamental flowers and oilseeds | 7,8 |. This pesticide
is persistent in the environmental with an estimated half-life up to
6 years, such characteristic makes it persistent in the atmosphere,
surface and ground water, sediment and food stuffs [9-11].

Two isomers (% and ) in the ratio 7:3 constitute the commer-
cial endosulfan [ 12]. These isomers can be degraded via sulfur oxi-
dation or by hydroxylation of the sulfite moiety to form endosulfan
sulfate, which is as toxic and persistent as the original compound
[13-15]. Some physico-chemical properties of o endosulfan, §
endosulfan and endosulfan sulfate are shown in Table 1 [16,17].

In order to degrade and remove pesticides from water various
innovative technologies have been proposed, these technologies
has showed good results, but it is important to consider the oper-
ation conditions for obtain high efficiencies, minimum cost and to
prevent the formation of more hazardous products. Among these
technologies, the Advanced Oxidation Processes (AOP) constitutes
an emergent method for the degradation of pesticides. The advan-
tages of electrochemical technologies rely on the use of a clean
reagent, “the electron”. The process can be carried out under con-
ditions of ambient temperature and atmospheric pressure, they are
very useful for refractory contaminants that resist other treatment
methods and they are used to treat contaminants at very low con-
centration (eg ppb). However, some of the limitations are that
these processes are at the lab-scale stage and for the technology
to be scaled up, many improvements are required to make them
cost-effective but they can become dominant in the near future,
especially for the abatement of refractory substances [18-20,38].

AOP rely on the hydroxyl radical formation which reacts rapidly
and usually indiscriminately with most organic compounds.

HO" radicals reactions takes place by different ways: (i) double
bonds attack, (ii) by H-atom abstraction, which yields carbon cen-
tred radicals and (iii) HO" radical gets an electron from an organic
substituent. Carbon centred radicals can react with oxygen to form
organic peroxyl radicals. Peroxyl radicals reacts among themselves
and lead to ketones or aldehydes and/or carbon dioxide [21].

In this study the electrochemical and ozone methods were used
to produce HO" radicals. In the case of electrochemical process the
HO" radicals production takes place on the surface of electrodes.
Boron doped diamond (BDD) electrodes have high anodic stability,
a wide working potential window, and low stable voltammetric
background current in aqueous media, which make them ideal
for electrooxidation processes [22-25).

Certain parameters must be considered to have a successful
process, among them the pH, current density, and the temperature.
However, a previous study reported that an increase in tempera-
ture does not increase the rate of oxidation and the formation of
oxidizing species different to HO" [20] was not observed.

On the other hand ozone has a high oxidation standard potential
(E° 2.1V) and a major advantage is that it does not produce
secondary pollution, since it decomposes into oxygen. Ozone is
unstable in water and undergoes reactions with some water matrix
components. However, the unique feature of ozone is its decomposi-
tion into HO" radicals | 26|. The ozonation process involves the direct
reaction with organic and dissolved inorganic substances at low pH,
but can also react indirectly due to radical decomposition HO"
(primarily at high pH), which react immediately with solutes [27].

Nevertheless, the main drawback of this technology is the mass
transfer limitations from pollutants contained in wastewater to
the anode surface. Inorder to overcome this limitation, new research
is required toimprove the efficiencies attain by single treatment. In
this way, the ozone provide HO radicals in solution for the removal
of organics. This technology combined with electrochemical treat-
ment allows generating higher concentrations of free radicals in
the system. Thus, the main aim of the study is to present the optimal
conditions, in terms of aqueous pH and current density for Thiodan®
removal when anintegrated electrooxidation using BDD electrodes
and ozone process are used. This process is an attractive alternative
since HO" radicals are produced in high concentrationsin water, thus
maximizing reaction rate and eliminating sludge production.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Endosulfan formulation is commercially available as Thiodan®,
which contains not less than 33% of endosulfan (equivalent to
350 g/L Endosulfan) and not more than 67% of excipients, it was
purchased from Bayer Crop Science.

Thiodan® solution was prepared to have an endoulfan initial
concentration of 20mg L'

In most studies of pesticides degradation using this technology,
a solution is prepared with a higher concentration than that found
in surface or groundwater, although the mass transfer can be a lim-
itation, it has been observed that the degradation of an organic
compound with different concentrations presents the same trends
over four ranges of concentration, without significant variations,
indeed, Rodrigo and co-workers concluded that this behavior takes
place and can be extrapolated from high to low concentrations | 18].

All chemicals used in the experiments were analytical pure
grade and used without further purification. pH of the solutions
were adjusted by adding small amounts of diluted NaOH and
H2S04 solutions. Na;SO4 0.1 M was used as support electrolyte, it
was purchased from Reasol.

22. Electrooxidation reactor

A batch cylindrical electrochemical reactor was set up for the
electrochemical process. The reactor cell contains a pair of BDD

Table 1
Physico-chemical properties of o endosulfan, p and endosulfan sulfate,
Properties a-endosulfan f-endosulfan Endosulfan sulfate
Water solubility pH 5, 25 °C, mg/L 033 032 022
Henry constant atm m*/mol. 25 °C 1x10° 191 <10 ° 26110 °
Vapor pressure at 25 ° C mm Hg 1x10° 1x10° 10x10"
Log. octanol-water partition coefficient (Kow) pH  3.83 3.62 366
5.1
Log. octanol-air partition coefficient (Koa) 1029 1029 518
Log. octanol-carbon partition coefficient (Koc) 35 4.1 No data
Dissociation constant No determined (without acid No determined (without acid No determined (without acid
protons) protons) protons)
T2 water (days) 25y 128 123-391
LDs rats (mg/kg) 76 240 160
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electrodes (BDD film supported on a niobium substrate), each elec-
trode was 20.0 cm by 2.5 cm with a surface area of 50 cm? and an
electrodes gap of 1cm [28-31]. Batch volumes of 0.750L were
treated in the 1.00 L reactor. A direct-current power source sup-
plied the system with current densities of 20, 40 and 60 mA/cm?.
The process was evaluated at different pH values of 3, 5 and 7.
Thiodan® solution was prepared to have an endoulfan initial con-
centration of 20 mg L~". All tests were conducted by triplicate.

2.3. Ozonation reactor

The ozone experiments were conducted in a 1.0 L up flow glass
bubble column reactor and the treated reaction volume was
0.750 L. Ozone was supplied by a Pacific Ozone Technology genera-
tor. The ozone was fed into the reactor through a gas diffuser at the
bottom of the reactor. The ozone was fed at a rate of 0.05 L min~"
using a gas diffuser of 0.2 mm pore size situated at the reactor bot-
tom. The quantification of the ozone liquid phase was performed by
indigo spectrophotometric method [32]. In acidic solution, ozone
rapidly discolours indigo. The decrease in absorbance is propor-
tional to the increased concentration and the proportionality con-
stant is at 600nm is 0.42+0.01/cm/mg/L (Ae=20000 picm
compared to the UV absorption of pure ozone &=2.90pucm
258 nm). For determining the ozone to the ozone generator output,
the calibration curve was constructed by preparing a stock solution
with 770 mg of potassium thiosulfonate indigo and 1 mL of concen-
trated phosphoric acid and graduated to 1 L. An indigo reagent was
prepared with 100 mL stock solution, 10 g NaH,PO4 and 7 ml of
phosphoric acid to 1L of solution. An ozonation process of deion-
ized water was performed and samples were taken at specific time
intervals. The concentration was calculated as shown in Eq. (1)

1 100AA
O3 mgl =FxbxV (1)
10—{==]

o

where
AA: Absorbance tp - Absorbance t;;
b: light path cuvette (1 cm);
V: Sample volume (9 mL);
f: factor (0.42).

It was found that the average amount of produced ozone was
5mglL".

The ozone that not reacts in the liquid phase gas conducted in
tube pipe at the top of the reactor and decomposed by an ozone
destructor Model No. d41202. The process was evaluated to differ-
ent pH values 3, 5 and 7. Thiodan® solution was prepared to have
an endoulfan initial concentration of 20 mg L', All test were con-
ducted by triplicate.

2.4. 0z-electrochemical coupled process

For the combined system the pair of BDD electrodes from the
electrooxidation reactor was installed in the ozone reactor
(Fig. 1). Thiodan® solution was prepared to have an endoulfan ini-
tial concentration of 20 mg L™ in the supporting electrolyte, cur-
rent density applied was 60 mAcm~2, pH initial was 3, the
volume was 0.750L and the ozone concentration was
5+0.5mgL~". Treated samples were taken at the same intervals
of time and were analyzed in the same way that the individual
treatments. All test were conducted by triplicate.

2.5. Methods of analysis

Chemical Oxygen Demand (COD) and Total Organic Carbon
(TOC) were determined using the American Publish Health
Association [32], standard procedures, using a Hach DR 5000 and
TOC-L Shimadzu Total Organic Carbon analyzer, respectively.

15

4‘:@© Ole)
310

L

Fig. 1. Scheme of O;-electrochemical coupled process. (1) Air generator, (2) ozone generator, (3) air input, (4) ozone generated output, (5) up-flow glass bubble reactor,
(6)ozone input, (7) gas diffuser, (8) boron - doped diamond electrodes, (9) sample output, (10) power supply, (11) residual ozone output, (12) heated catalytic ozone destruct,
(13) residual ozone input, (14) heater ON indicator light, (15) ozone destroyed output and (16) power connection.
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Acute toxicity measurement was performed by MICROTOX".
This assay is a biosensor based on the luminescence inhibition of
Vibrio fischeri (Photobaterium phosphoreum). The test were
expressed as Effective Concentration 50% (ECsp) and were per-
formed through standard MICROTOX® test (UNI EN 1SO 11348-3),
using a Model 500 analyzer and MicrotoxOmni software [33-35].
The Toxicity Unit (TU) was recommended and it was calculated
as shown in Eq. (2)

1 0,
U= (ﬁ) 100% )

TU is unitless and it is relative toxicity classified into four cate-
gories: TU < 1 (non toxic), TU between 1 and 10 (toxic), TU between
10 and 100 (very toxic) and TU > 100 (extremely toxic) [36].

The cyclic voltammetry of Thiodan®™ solution at different times
of coupled treatment were performed using a standard three-
electrode cell. The wareforms were generated by Autolab AUT
83582, software GPES Manager version 4.9. A carbon paste elec-
trode used as working electrode, the superface of electrode was
renewed through light polishing after each potential scan. The scan
rate was 100 mV s~ with an Ag/AgCl reference electrode and plat-
inum counter electrode. The cyclic voltammetry was obtained by
starting the potential scan in the positive direction.

The COD removal efficiency (%) at the different processes was
calculated as shown in Eq. (3).

C

Co=
Bt

x 100 3)

where E is the COD removal efficiency (%), Co is the initial value of
the COD (mgL~"') in the Thiodan® solution and C; is the value of
COD (mgL~") at time t after the different processes.

3. Results and discussion
3.1. Electrooxidation treatment

3.1.1. Effect of pH

Fig. 2 shows the effect of pH on the initial electrodegradation of
Thiodan®. As can be observed the initial pH in the aqueous solution
has no significant effect on the amount of the COD removal. The
COD decrease in 67%, 61% and 60% for pH 3, 5 and 7, respectively.

As a consequence of the high oxidation power of the BDD anode,
commonly the mineralization process is independent of the nature
of the organic species being degraded, in this way, contrasting our
results with a previous report in which picloram was used, it was
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Fig. 2. Effect of pH () pH 3, (M) pH 5 and (A) pH 7 on the % COD removal as a
function of electrolysis time (min). Electrolysis conditions: 20 mA cm 2 20 mgL '
of endosulfan solution (Thiodan®), 0.75 L, Na,S0, 0.1 M.

noticed that a similar independence of pH behavior is obtained,
indeed they conclude that the pH of the solution had not signifi-
cant effect on pollutant removal rate [37]. Brillas et al. demon-
strated that is possible obtain the complete mineralization of
compounds such as pesticides and drugs with the anodic oxidation
with BDD. Their experiments demonstrated that the removal of
pollutants is practically pH-independent, but depend on the pesti-
cides concentration and current density. They reported that persis-
tent organic compounds are mainly destroyed by reaction with HO
produced at BDD surface [38].

In the case of endosulfan molecule, it has not a pK, value, in all
pH interval, the same molecule is present. The pH effect was
studied for evaluated the generation of OH-. The adsorbed OH
generated on the electrode surface by water oxidation of a high
0,-overvaltage at acid media, it describe in Eq. (4) [31,39]:

H;0 — "OHy + H' +e- (4)
or hydroxide ion at pH = 10, Eq. (5)
OH™ — ‘OHai + €~ ®)

The results suggest that at pH values studied there is no varia-
tion in the generation of hydroxyl radicals.

3.1.2. Effect of current density

Different current densities were applied to investigate this
effect on the electrochemical degradation of Thiodan® (endosulfan
20mg L") in Na,SO, 0.1 M. Fig. 3 shows that the COD removal
increases as a function of electrolysis time and the removal rate
increased when the applied current density is raised. The COD
removal after 100 min of electrolysis was 67%, 92% and 97% for
20mAcm~2, 40mAcm~2 and 60 mAcm™2, respectively. The
results indicated that current density is a key parameter on the
COD removal.

The same effect was observed by Solano et al., they reported the
degradation of organic material from real textil industrial effluent
by electrooxidation BDD at the same current densities used in this
study (20, 40 and 60 mA cm™2), they noticed that the color removal
efficiency significantly increased as a function of current density
[40].

Panniza and co-workers reported that increasing the current
density increases the removal rate. They mention that the current
density is an important parameter because the BDD can oxidize
organic compounds in the potential region of water discharge, in
this zone the hydroxyl radicals are generated. At a potential lower
than the water discharge, it is produced a deactivation of anode
surface with a deposition of a polymeric film. In their study they
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Fig. 3. Effect of current density (#) 20mAcm * (W) 40mAcm * and (A)
60mAcm ? on the % COD removal as a function of electrolysis time (min).
Electrolysis conditions: pH 3, 20 mgL ' of endosulfan solution (Thiodan®), 0.75 L,
Na,S0, 0.1 M.
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observed that increasing the current density increases the removal
rate, due to higher generation of hydroxyl radicals [41].

3.1.3. Kinetics of degradation

The COD removal rate of pesticides can be represented by the
following linear- pseudo - first - order Eq. (6) as described by
Errami et al. [23]

d|coDy] _
dcon, ~ ¢ ©)

The integrated form is Eq. (7):

con,
coD, ~

Ln kt (7)

where COD, and COD, are the COD of the solution at the beginning
and at time t respectively, and k is the observed pseudo first-order
rate constant. Rate constants can be determined by plotting the Ln
(COD,/COD;) against time at different applied current density as
shown in Fig. 4.

The electrodegradation rate depends on the current density,
this suggests a greater oxidation ability of BDD anode increasing
the current density applied due to the production of more electro-
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Table 2
Rate constant for COD removal at different applied currents density.
pH Current density (mA cm %) Rate constant (min ') R?
3 20 0.0106 0.9781
40 0.0212 0.9636
60 0.0341 0.9880
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generated active oxidant "OH [39].

In the oxidative process at BDD several series/parallel steps may
be involved, the first process takes place at the electrode surface
when organic compounds are oxidized directly, the second process
occurs at the same time, with the generation of hydroxy! radicals
by decomposition of water molecules, which are able to oxidize
the organic compounds, this process can occur in either one stage
or multiple stages, and it proceeds until the final oxidation product
is generated (usually carbon dioxide). The third process due to
hydroxyl radicals is not stable, the formation of other oxidants
(ozone, hydrogen peroxide, peroxodisulphate, chlorine, etc.) is pos-
sible, which can in turn react chemically with the organic matter
through mediated oxidation processes or, alternatively, can pro-
mote the formation of oxygen. If these oxidant compounds reach
the bulk zone, it is necessary to take into account their mass trans-
fer process and the oxidation of the organics in the bulk zone
[20,42].

Table 2 shows the effect of the current density on the values of
the rate constant for COD removal.

It is interesting to note that the process can be faster (three
times) when the current density used is 60 mA cm 2,
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Fig. 4. Kinetic of % COD removal of Thiodanj“ solution at different applied current
density (#) 20mAcm % (M) 40mAcm ? and (A) 60mAcm % Electrolysis
conditions: pH 3, 20mgL ' of endosulfan solution (Thiodan®), 0.75L, Na;SO4
0.1M.

Fig. 5. Effect of pH (#) pH 3, (W) pH 5 and (A) pH 7 on the % COD removal from the
solution as a function of ozonation time (min). Ozonation conditions: ozone
concentration 5+ 05 mg L ', 20mgL ' of endosulfan solution (Thiodan®), 0.750 L.

3.2. Ozonation treatment

During the ozonation treatment of the endosulfan solution, the
COD was monitored as a function of treatment time. As shown in
Fig. 5 COD reduction was 77%, 76% and 74% for pH 3, 5 and 7,
respectively after 100 min of treatment time. Note that, no signif-
icant difference between pH 3, 5 and 7 is observed.

A previous study, reported that, during the degradation of aque-
ous solution of alpha endosulfan by ozonation there are not signif-
icant differences between pH 4-7 and the highest oxidation rate
(94% removal) was obtained at pH 4 [43]. Conversely, in a study
conducted by Begum and Gautam [44] the effect of initial pH
was studied, they found that a 99% degradation of endosulfan
was observed at pH 12.

As earlier discussed, the pH reaction plays an important role in
the degradation of pollutants using ozonation. At low pH, the pre-
dominant reaction mechanism is the direct electrophilic attack by
molecular ozone. At high pH, ozone decomposes in water to form
HO' radicals which are stronger oxidizing agents than molecular
ozone, thus inducing the so-called indirect ozonation. Indirect
ozone oxidation is non-selective, faster and is favored under alka-
line conditions. Both reaction mechanisms lead either to mineral-
ization or to transformation of organics by formation of products
with higher oxygen content [45].

With data obtained in this study from the degradation of
Thiodan® by ozonation at pH 7 and lower values, it can be
concluded that the oxidation of Thiodan®” is conducted mainly by
direct reaction of ozone.

3.2.1. Kinetics of degradation
Fig. 6 shows the COD removal rate of pesticides which can be
represented by the following linear- pseudo - first - order (Eq. (7)).
The observed rate constant values for the set of kinetics per-
formed indicating that the highest rate constant was observed at
pH 7. Table 3 shows the effect of the pH value on the rate constant
for COD removal.

Doctorado en Ciencias Ambientales

79



Evaluacion fisicoquimica y toxicolégica de un sistema acoplado de electrooxidacién — ozonacién para la remocion de Thiodan® en agua.
- s s e

96 C. Rosales Landeros et al./ Fuel 198 (2017) 91-98
180 100 2
*
9 A ¢
4
0
. o . a ] ]
E 30 N ¢ =
3 6 ]
g i .
5] ﬁ e ' @
g ]
3 o4
a 3
g 230
X 20
10
0n
0 w2 0 4w 50 0 70 3 01 10
Time (min)

&
0 10 20 30 40 50 60 70 20 90
Time (min)

Fig. 6. Kinetic of COD removal of Thiodan® solution (endosulfan) at (¢) pH 3, (M)
pH 5 and (A) pH 7 at ozonation treatment. Ozonation conditions: ozone concen-
tration 5+0.5mgL ', 20 mgL " of endosulfan solution (Thiodan™), 0.750 L

Table 3
Rate constant for COD removal at different pH values.
03 concentration pH Rate constant k (min ') R?
5+05mgL’ 3 00153 0.801
5 00157 0.968
7 00162 0.978

Enjarlis et al. showed that pesticides degradation by ozonation
followed a pseudo first order kinetic, with similar values as
reported in Table 2 [46]. As a selective oxidant, Oz reacts rapidly
with organic compounds containing electron rich functional
groups, such as phenols, amines, olefins, activated aromatic
compounds and sulfur containing compounds. Therefore, micro-
pollutants containing can be eliminated efficiently during ozona-
tion [47,48).

3.3. Electrochemical - O3 coupled process

Fig. 7 shows the effect of coupling electrooxidation and ozona-
tion processes in the COD and TOC reduction as a function of treat-
ment time for Thiodan™ aqueous solution. After 40 min of
treatment, the % COD removal was 89% and % TOC removal was
94%. The results suggest that the coupled process not only reduces
to Thiodan®, also mineralizes it.
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Fig. 7. % COD (#) and % TOC removal () as a function of coupled treatment time.
Electrolysis conditions: pH 3, 20 mgL ' of endosulfan solution (Thiodan”), 0.75 L,
Na,S04 0.1 M and Ozonation conditions: ozone concentration 5+05mglL ',
20 mgL ' of endosulfan solution (Thiodan™).

Fig. 8. % Removal of COD treatment function of time for three different processes
(#) Electrooxidation, Electrolysis conditions: pH 3, 20mgL ' of endosulfan
solution (Thiodan®), 0.75 L, Na,SO, 0.1 M and 60 mA cm 2 (m) Ozonation, Ozona-
tion conditions: ozone concentration 5+0.5mgL ', 20mgL ' of endosulfan
solution (Thiodan®), and (A) Coupled, Electrolysis conditions: pH 3, 20mgL ' of
endosulfan solution (Thiodan®), 0.75 L, Na,S0, 0.1 M and 60 mA cm 2, Ozonation,
Ozonation conditions: ozone concentration 5+ 0.5 mgL !,20 mgL ' of endosulfan
solution (Thiodan®).

Fig. 8 shows a comparative graph of % COD removal as a func-
tion of treatment time for three treatments. After 100 min of reac-
tion, a 95% of COD is achieved when the coupled process is used.
Similar removal, about 97%, can be achieved when the electro-
chemical process is used, but 50% more process time is required.
For ozonation process the maximum reduction is only about 77%.
These results show that the coupled process degrades faster the
Thiodan® present in aqueous solution.

3.4. MICROTOX" analysis

The use of the Microtox® test has many advantages, such as:
rapid exposure (15 min), only requires a small volume of sample,
various sample types and testing matrices and it is accepted world-
wide as an effective toxicity test.

The Microtox® test was performed for sample of Thiodan® with
an endosulfan concentration of 2.5 mg L' without treatment, the
result of ECso was 9.62% and TU was 10. This result indicates that
the sample with a lower concentration that the concentration eval-
uated in each treatment, is toxic. For electrochemical process sam-
ple the ECsq could not be determined with dilutions established on
regulation because after 30 min of reaction time, the sample
showed a high toxic effect; conditions were the electrooxidation
pH 3,20 mg L' of endosulfan solution (Thiodan®), 0.75 L, Na,SO,4
0.1 M and current density 60 mA cm~2. On the other hand, ozona-
tion process sample, the EC5o was 7.46% and TU was 13, in this case
the sample was classified as very toxic, the ozonationation condi-
tions were ozone concentration 5+ 0.5 mgL~', pH 3, 20mg L' of
endosulfan solution (Thiodan®), solution volume 0.75 L, However,
when the coupled electrochemical - O3 process sample was ana-
lyzed, it did not show toxicity, the conditions in the process were
pH 3,20 mg L' of endosulfan solution (Thiodan™), 0.75 L, NazS04
0.1M, current density 60 mAcm2 and ozone concentration
5+0.5 mg L', It is important to remember that the Thiodan® solu-
tion had an endosulfan concentration initial of 20 mgL~" for each
treatment. Thus, the combined process not only reduces COD and
TOC, it also gives a toxicity free solution, which makes it a clean
technology.

3.5. Cyclic voltammetry

Fig. 9 shows the voltammograms of Thiodan® solution prior and
after the application of the coupled treatment. As can be observed,
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Fig. 9. Cyclic voltammograms of Thiodan® solution at a scan rate of 100 mV s ' (s) before and (e) after coupled process.

these results show a peak oxidation in the Thiodan®” solution with-
out treatment. It should be noted after 30 min of reaction with the
coupled treatment, the oxidation peak disappears.

Gurumallesha Prabu et al. studied a determination of endosul-
fan by voltammetry, in conditions similar to those used in this
study. They found than endosulfan shows an anodic plateau and
the cyclic voltammogram is similar to that obtained by us [49].

4. Conclusions

The efficiency of an electrochemical, ozonation and couple sys-
tem was tested on the Thiodan® oxidation reaction. Among the
studied variables, it can be concluded that the initial pH of Thio-
dan®” solution does not significantly affect the percentage of COD
removal when either electrooxidation or ozonation process is
applied. Nevertheless, in both cases the highest removal percent-
age was achieved at pH 3. The applied current density increases
the COD removal rate in the electrochemical oxidation process.
The highest removal percentage was achieved at 60 mA cm™2.
The coupled process Electrooxidation-O; increases the effective-
ness in the removal of COD as compared with electrooxidation
and ozonation treatments. In the case of TOC removal, the coupled
process showed a considerable decrease after 40 min of treatment
time. This result is consistent with the cyclic voltammogram
obtained. Another advantage that showed the coupled process is
that after 30 min of reaction the solution does not show toxicity,
this is due to the mineralization of Thiodan®™ and possible degrada-
tion products generated during the coupled process as evidenced
by the TOC. Finally, the comparison of the here reported results
allows to conclude that the Electrooxidation - O3 coupled process
is advantageous compared with any single processes for Thiodan®
degradation.
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16  ozonation coupled process was successful for the removal of organic compounds,
17  nonetheless, the reactive species generated during the process, affected in a lethal way to
18  Mpyriophyllum aquaticum. To evaluate the decrease of this effect, the solution treated was
19  rest for 0, 24, 48 and 72 h and after 48 h no toxic effects were observed on Myriophyllum
20  aquaticum. In plants exposed to Thiodan® solution treated with only 24 h of rest time, the
21  antioxidant protection mechanisms were active. An important point to highlight, it is the
22 Myriophyllum aquaticum showed toxic effects when exposed to the sodium sulfate solution
23 (support electrolyte) treated with the coupled process, so as to both Thiodan® and the
24  coupled process per se exert oxidative stress in the macrophyte.

25

26

27  Keywords Advances Oxidation Processes, Myriophyllum aquaticum, Thiodan®, Toxicity
28

29

30
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31  Introduction

32 Endosulfan is one of the most known organochlorine pesticides that it is still synthesized in
33  many countries. It is applied on fruit, cotton, tobacco, sugarcane crops and for tsetse fly
34  control. This pesticide causes damages in the nervous system and it is an endocrine
35  disruptor.

36

37  The technical grade of endosulfan (Thiodan®) is constituted by two isomers (o and f) in
38  the ratio 7:3, both isomers along with endosulfan sulfate (which is the main degradation
39  product) have similar toxicity, these compounds can be transformed to more hydrophilic
40  molecules as endosulfan lactone, endosulfan diol and hydroxyl ether. Endosulfan was listed
41  in the Stockolm Convention as persistent organic pollutant in 2011 and it was classified as
42 highly hazardous pesticides (categoty Ib) by US Environmental Protection Agency.
43 Nevertheless, this pesticide is still widely used across the world and remains as a serious
44  environmental concern (Lama et al. 2016; Mitton et al. 2016; Shah et al. 2015; Astoviza et
45  al. 2016).

46 During the last decades several technologies have been proposed to eliminate
47  environmental pollutants as endosulfan, among them are the Advanced Oxidation Processes
48  (AOPs), they are innovative treatment technologies for the conversion of organic pollutant
49 into simple biodegradable and harmless products. AOPs are based on the “in situ’
50 generation of powerful reactive species as hydroxyl radicals; this specie is recognized as a
51  high efficient treatment for recalcitrant wastewater. Some of the most notable advantages of
52  these processes are: they can be performed at room temperature and atmospheric pressure.
53

54  Electrooxidation using Boron Doped Diamonds electrodes and ozonation are considered as
55  AOPs processes. BDD electrooxidation is characterized by high reactivity towards organics
56  oxidation and efficient use of electrical energy, while ozonation process does not produce
57  sludge, the molecules of ozone and hydroxyl radicals act together to degraded organic
58  compounds (Caliman et al. 2011; Barrera et al. 2014; Oturan and Aaron 2014).

59

60  Until now, very few studied has been performed on the toxicity analysis of the effluents

61 treated by AOPs. However, it is important to evaluate if there is an effect of the

2
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62  environment one the water has been treated. Furthermore, it is desirable to combine AOPs
63  with biological techniques in order to minimize costs, increase the efficiency treatment
64  performance and open up the possibility of reuse of the treated effluent (Punzi et al. 2015;
65 Van Aken et al. 2015).

66

67  Mpyriophyllum aquaticum Vell. (Verdc) has been used for the removal of contaminants such
68  as metals, organic molecules present in industrial wastewater, antibiotic, nitrogen, and it is
69  used as a bioindicator in contaminated rivers, and absorption of pesticides. This macrophyte
70  is commonly known as "Parrot Feather", native plant from South America, nevertheless, it
71 has been distributed in several parts of the world. It can be found in Australia, China,
72 England, France, Indonesia, Japan, Madagascar, Mexico, New Zealand and Zimbabwe
73 (Romero et al. 2017; Harguinteguy et al. 2016; Cano et al. 2014; Gujarathi et al. 2005;
74  Zhang et al. 2016; Schreiber et al. 2013; Turgut 2005; Jeune and Lacroix 2009).

75

76  An important point to consider in the phytoremediation process is to evaluate the plant
77  tolerance to the effluent to be treated; in this case, AOPs are based on reactions that
78  depending on the wastewater matrix, can generate oxidant species distinct from hydroxyl
79  radical, for example, sulfate radical, persulfate, ozone, hydrogen peroxide, hydroperoxide
80 radical, chlorine species and superoxide radical, among others. Therefore, it is important to
81 neutralize and/or stabilize these species before initiating the biological process; otherwise
82  the oxidant species could cause an adverse result on organisms (Kow et al. 2016; Moreira et
83 al. 2017; Oller and Sanchez 2011).

84

85  One of the mechanisms through which organisms tolerate the presence of pollutants is the
86  activation of defense systems that suppress or eliminate reactive oxygen species (ROS), this
87  type of species includes superoxide radicals, hydrogen peroxide and hydroxyl radicals. The
88  cellular ROS production is stimulated in response to metabolic imbalances generated by
89  stress conditions that breaks down cellular homeostasis. A number of biotic and abiotic
90 factors, including the presence of contaminants, modify the balance between production
91  and removal of ROS and induce a phenomenon known as oxidative stress (Nath et al. 2017;
92  Dietz et al. 2016).
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93

94  The aim of this research is to evaluate the coupled Electrooxidation-Ozonation process for

95 the degradation of Thiodan®, as well as the tolerance of Myriophyllum aquaticum to the

96  solution after the coupled process.

97

98  Materials and Methods

99
100  Chemicals
101 Endosulfan formulation is commercially available as Thiodan®, which contains not less
102 than 33% of endosulfan (equivalent to 350 g/L Endosulfan) and not more than 67% of
103  excipients, it was purchased from Bayer Crop Science. Thiodan® solution was prepared to
104 have an endoulfan initial concentration of 20 mgL" in Na;SO4 0.1 M, which was used as
105  support electrolyte.
106
107  Electrooxidation, Ozonation and Electrooxidation - Ozonation coupled treatment
108  Electrooxidation, ozonation and Electrooxidation-Ozonation treatment of 0.750 L
109  Thiodan® (initial concentration of 20 mg L) was conducted in a1.0 L batch cylindrical up
110  flow glass bubble column reactor was set up. For ozonation, the ozone was supplied by a
111 Pacific Ozone Technology generator and an ozone destructor Model No. d41202 was used
112 for eliminated the ozone that not reacts. Ozone concentration was 5 + 0.5 mg L™ and the
113 rate of flow was 0.05 L min using a gas diffuser of 0.2 mm pore size situated at the reactor
114  bottom. Both the electrooxidation and electrooxidation-ozonation treatment, were
115  conducted using a pair of BDD electrodes (niobium substrate), with a surface area of 50
116  cm”and an electrodes gap of 1 cm. A direct-current power source supplied the system with
117  current density of 60 mA cm™. The supporting electrolyte was a 0.1M Na,SO; solution.
118  The treatments were evaluated to pH 3 and conducted for 30 min. All tests were conducted
119 by triplicate.
120
121 Plant selection, collection and acclimatization
122 The plants of M. aquaticum were collected from the dam Ignacio Ramirez, (19°27'4"N

123 99°48'7"W), in the municipality of Almoloya de Judrez, Estado de México. The plants were
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124  taken to the laboratory and placed in plastic tanks with drinking water and MS nutrient
125  solution (Murashige and Skoog 1962). The specimens were kept at room temperature (20 +
126 5°C), with a pH of 6.5 to 7.5 and exposed to natural periods of light and dark.

127

128  Tolerance of Myriophyllum aquaticum to Thiodan® solution treated

129  The tolerance test was performed in 4L glass containers, 1.5 L of Thiodan® solution treated
130  and the average biomass in each system was 33 + 1 g. The control system contain drinking
131 water (CP), the other systems contain treated solutions at the following concentrations 12.5,
132 25, 50, 75 y 100% (v/v). The experiment was performed for 14 days, observing the plants
133 every day and recovering the water lost due to evaporation and transpiration. All the tests
134  were performed in triplicate.

135

136  Effect of rest time of Thiodan® solution treated on Myriophyllum aquaticum.

137  Test was performed with the same condition as described previously (section 2.4)
138  Thiodan® solution treated with the electrooxidation-ozonation coupled process was stored
139  for 0, 24, 48 and 72 h before adding it into the vessels that contain M. aquaticum. The
140  systems contained solutions treated at 50% and the control system contain only drinking
141 water. The experiment was performed for 5 days, observing the plants every day and
142 recovering the water lost due to evaporation and transpiration. All the tests were performed
143 in triplicate.

144

145  Effect of species generated during electooxidation-ozonation coupled process on

146  Myriophyllum aquaticum.

147  Test was performed with the same the conditions of solution volume and biomass that in
148  the previous tests. Five system were evaluated, support electrolyte (NazSO4 0.1 M) without
149  treatment (SEWOT), support electrolyte (Na;SO; 0.1 M) with treatment (SEWT),
150  Thiodan® solution without treatment (STWOT), Thiodan® solution with treatment (STWT)
151  and a mixed solution of Thiodan® solution without treatment + support electrolyte with
152 treatment (STWOT + SEWT). The systems contained solutions treated at 50% with 24 h of

153 rest time and the control system contained drinking water. The experiment was performed
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154  for 5 days, observing the plants every day and recovering the water lost due to evaporation
155  and transpiration. All the tests were performed in triplicate.

156  Chemical analysis

157  Chemical Oxygen Demand (COD) and Total Organic Carbon (TOC) were determined
158  using the American Publish Health Association standard procedures (APHA 2005), using a
159  Hach DR 5000 and TOC-L Shimadzu Total Organic Carbon analyzer, respectively. The
160  concentration of generated H;O, was determined spectrophotometrically by Eisenberg
161  method using a UV-Vis spectrophotometer (PerkinElmer Model Lambda 25 UV/Vis)
162  (Eisenberg 1943).

163

164  The concentration of chlorides was measured using ion chromatography AQUION,
165  equipped with software chromeleon 7 and using a chromatographic column Dionex IonPac
166  AS11-HC (4 x 250 mm).

167

168  Production of biomass

169  For calculate the Relative Growth Rates (RGR) each plant used was measured and weighed
170  before and after the each treatment. The RGR were calculated with equation 1:

171

172 RGR = (InW ; — InWp)/(t;— t,) 1)
173

174 where W; and W; are the initial and final length and weight of plants and t; — t; is the
175  interval time of the experiment (Hunt 1982).

176

177  Pigments

178  After that plants were exposed, 0.344 g of biomass was weighed, macerated with 5 mL of a
179  1:9 solution of ammonium hydroxide and acetone at 80% and refrigerated for two hours.
180  After this time, 5 mL of 80% acetone were added. The sample was centrifuged at 3200 rpm
181  for 20 min, after that 2 ml of supernatant were taken and added into to 8 mL of 80%
182 acetone. The solution mixture was analyzed for chlorophyll a (668 nm), chlorophyll b (640
183 nm) and carotenes pair (470 nm) in an UV/Vis Genesys brand Model 10S Thermo
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184  spectrophotometer (EPA 1994). All tests were conducted by triplicate. Equations to
185  determine the pigments shown below (2), (3) and (4)

186

187  mg/mL (chlorophyll a)= (12.7*Abs663) - (2.69* Abs 645) (2)
188  mg/mL (chlorophyll b)= (22.9 *Abs645) - (4.68*Abs 663) 3)
189  pg/mL(carotenes)= (3.775*Abs470) - (0.21*chlorophyll b) 4)

190

191  Oxidative Stress

192  For the determination of proteins and antioxidants enzymes, 500 mg of biomass were
193  weighed and macerated with 5 mL of 0.1 M K3;PO4.nH;O buffer (pH 7), 0.1 mM EDTA
194  and 5% polivinilpirrolidone (PVP) in a mortar; the homogenate was centrifuged at 13,500
195 rpm for 30 min at 4°C. Proteins were quantified by Bradford method (1976), using as
196  standard bovine serum albumin. Lipid peroxidation levels were determined through the
197  formation of malondialdehyde (MDA) produced by the lipid peroxidation when reacting
198 with thiobarbituric acid, using an extinction coefficient of 1.56 X 10° Mcm, using the
199  Buege and Aust method (1978). The activity of superoxide dismutase (SOD:EC.1.15.1.1)
200 was obtained according to Misra and Fridovich method (1972) and the catalase activity
201 (CAT: EC 1.11.1.6) was obtained according to Aebi (1984) which is based on H;0,
202  disappearance by CAT enzymatic activity. A UV/Vis Genesys brand Model 10S Thermo
203  spectrophotometer was used for experimental determinations. All tests were conducted by
204 triplicate.

205

206  Toxicity assay test with Lactuca sativa L. seeds

207  Into Petri dishes of 9 cm diameter containing filter paper impregnated with 4 mL the test
208  solutions or negative/positive control (distilled water and ZnSQj), were placed 20 seeds of
209  Lactuca sativa L. (lettuce). The dishes were maintained in an incubator under controlled
210 temperature of 22 + 2°C, for 120 h, according to standardized protocols (EPA 1989). The
211 evaluated solutions were SEWOT, SEWT, STWOT, STWT and STWOT + SEWT, before
212 and after exposure with Myriophyllum aquaticum at concentrations of 100, 50 and 25%.
213 After 5 days, % germination index (GI) and the relative growth index (RGI) were

214  calculated according equations 5 and 6.
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215
RLS x GSS
216 Gl (%) o= m x 100 (5)
RLS
217 RGI =4 (6)
218

219  where RLS is the radicle length of the sample, RLC is the radicle length of the control, GSS
220 is the number of germinated seeds in the sample and GSC is the number of germinated
221 seeds in the control. The RGI values were classified in three categories according to the
222 toxicity effects observed (Freitas et al. 2017; Priac et al. 2017):

223

224 1) Inhibition of the root elongation (I): 0 < x < 0.8
225 2) No significant effects (NSE): 0.8 <x < 1.2

226 3) Stimulation of the root elongation (S): RGI > 1.2
227

228  Statistical analysis

229  The statistical analyses were performed with Minitab 17, statistical software. The
230 significance of the differences between the mean values of each test was determined by one
231 - way analysis of variance (ANOVA), according to Dunnett at p < 0.05 to compare the
232 effect of solutions exposure on RGR, chlorophyll and enzymatic activities in relation to a
233 control.

234

235  Results and Discussion

236

237  Thiodan® degradation by AOPs processes

238  The degradation of Thiodan® was performed by electrooxidation with BDD electrodes,
239  ozonation and a coupled process. The reaction time for each process was 30 min, pH 3, 20
240 mgL'1 of endosulfan solution (Thiodan®), Na;SO4 0.1M in a total volume of 0.75 L and the
241  ozone concentration was 5+0.5 mgL™. These operating conditions have been chosen
242 considering a previous work (Rosales et al. 2017). As shows in Fig. 1a, the electrooxidation
243 process removed 68% of COD. The ozonation process achieved a removal of 62%. The
244 coupled process showed a good performance since the COD removal increase up to a 83%
245  and the TOC removal was 88%.
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246 As can be observe the lowest % COD removal was obtained using an ozonation process,
247  this can be explained since one of the limitations of this process is the mass transfer from
248  the gas phase to the liquid phase. Nevertheless the efficiency in the degradation of organic
249  compounds depends mainly on the reaction mechanism, under acidic conditions a selective
250 and slow oxidation reaction occurs with ozone molecule and organic compounds, it is the
251  direct ozonation (Barrera and Gonzalez 2017; Bessegato et al. 2016). From Fig. 1b, it is
252 noted that in ozonation process, the solution pH decreased slightly during the treatment, a
253 similar behavior was observed by Paprocki et al. 2010 during the ozonation of azo dye acid
254 black and this effect is attribute to the formation of inorganic and organic acids.

255

256 On the other hand, in the electooxidation process an increase in COD removal was
257  observed, in acid or neutral medium the oxidative process at BDD several series/parallel
258  steps may be involved, the oxidation directly at the electrode surface and the decomposition
259  of water molecules with generation of hydroxyl radicals, which have a high oxidation
260 standard potential (E°/V vs SHE 2.8). Hydroxyl radicals attack is non-selective, thus
261  remove a higher amount of organic compounds than ozonation, the pH value increased with
262  the reaction time, possibly due to *OH formation (reaction 1) and the formation of
263  carbonate and bicarbonate ions (Martinez et al. 2015; Murugananthan et al. 2011).

264

265 2H,0 —» 2«0H+ H, (1)

266

267  The major COD removal was when using a coupled process; a possible mechanism of
268  degradation is that ozone fragments the organic compounds generating intermediates that
269  are subsequently degraded by the hydroxyl radicals produced in the electrooxidation
270  process this synergistic effect of both processes has been reported for the degradation of
271 organic pollutants and for wastewater from different sources (Qiu et al. 2014; de Leon et al.

272 2017; Bakheet et al. 2014).

273

274 Fig. 1 a) % COD removal and b) variation of pH solution for three different processes. (z)Electrooxidation,
275 Electrolysis conditions: pH 3, 20 mgL™" of endosulfan solution (Thiodan®), 0.75 L, Na,SO, 0.1M and 60
276 mAcm?, () Ozonation, Ozonation conditions: ozone concentration 5+0.5 mgL'l, 20 mgL" of endosulfan

277  solution (Thiodan®) and (A) Coupled process, Electrolysis conditions: pH 3, 20 mgL" of endosulfan solution
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278 (Thiodan®), 0.75 L, Na,SO, 0.1M and 60 mAcm?, Ozonation, Ozonation conditions: ozone concentration
279  5+0.5mgL"’, 20 mgL' of endosulfan solution (Thiodan®)

280

281  Also was determined the generation of species as hydrogen peroxide and chlorides,
282  byproducts in the Electooxidation, Ozonation and coupled processes (Martinez et al. 2015).
283

284  Hydrogen peroxide and Chlorides generated by AOPs processes:

285  The hydrogen peroxide concentration was monitored in each process at different treatment
286  time as can be observed in Fig. 2.

287

2838  Fig. 2 Hydrogen peroxide concentration generated for three different processes. (o)Electrooxidation,
289 Electrolysis conditions: pH 3, 20 mgL'l of endosulfan solution (Thiodan®), 0.75 L, Na,SO, 0.1M and 60
290 mAcm? (e) Ozonation, Ozonation conditions: ozone concentration 5+0.5 mgL”, 20 mgL " of endosulfan
291  solution (Thiodan®) and (A) Coupled process, Electrolysis conditions: pH 3, 20 mgL" of endosulfan solution
292 (Thiodan®), 0.75 L, Na,SO, 0.1M and 60 mAcm?, Ozonation, Ozonation conditions: ozone concentration

293 5+0.5mgL’, 20 mgL" of endosulfan solution (Thiodan®)

294

295  The electrooxidation process generated the highest concentration of hydrogen peroxide
296  (4.59 mgL'l at 30 min of reaction). The H,O, concentration increases as a function of
297  reaction time, this phenomenon might be explained by a major generation of hydroxyl
298  radical. The unreacted *OH tend to dimerize, which is considered a parasitic reaction and
299  affect the efficiency for organic compounds oxidation (Brillas and Martinez 2014) (reaction
300 2). Simultaneously the generation of hydroxyl radicals take place when the reduction of
301  oxygen occurs in the cathode (reaction 3) (Jiang and Foord 2015; Kapatka 2008; Peralta et
302 al. 2013).

303 2HOe— H,0, )
304 0,+ 2HY+ 2e~ - H,0, (3)

305 It is important to consider that when is using a high concentration of sulfate as support
306 electrolyte and the electrochemical process is performed by anodes with high oxygen
307 evolution overpotential, such as BDD (non-active anodes), sulfate can also reacts

308  generating species as S;0s” (E° 2.01V) and the decomposition of this molecule generates

10
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309 H;0, (E° 1.70V) (reactions 4-8), both species are strong oxidant and can contribute to
310  pollutant oxidation (Qiu et al. 2014; de Leon et al. 2017; Farhat et al. 2015; Souza et al.

311 2017).

312

313 S0} — SO0, + e~ 4)
314 SO0;~ + S0~ - S,05™ (5)
315 250 - S,0% + 2e” (6)
316 2HSO; + HO e—> S,0§” + H,0 (7
317 S,05 + 2H,0 — 2HSO; + H,0, 8)
318

319 In the ozonation process the highest peroxide concentration was achieved after 10 minutes
320  of reaction (1.42 mgL™"), this concentration was 3 times lower than the generated by the
321 electrochemical process, after this time, the concentration decreased. Ozone in water is
322 unstable and undergoes reactions with water matrix components. The decomposition of
323 ozone in water leads to the formation of hydrogen peroxide (H,O>) and other species. The
324  formation of these species in aqueous solution is pH dependent and the production
325  hydrogen peroxide increases with the increase of pH. In this research, the H,O; generation
326  was not favored, this could be due to the acidic conditions that predominate in the process
327  (Fig. 1b) (Staehelin and Hoigne 1982; Chiang et al. 2006).

328

329  For the coupled process, the highest concentration of hydrogen peroxide was 1.12 mgL™ at
330 10 min of reaction, after this time, the concentration decreased. From this behavior it can
331 infer two possible facts: one of them is that the hydrogen peroxide, generated by
332 electrooxidation process, reacts with ozone decomposing it in hydroxyl radicals according
333 the reaction 9. The other one is that parasitic reaction, that could be occurs in
334  electrooxidation process (reaction 2), it is being inhibited by coupled process conditions
335 and does not allow the H»0; formation (Bergmann and Rollin 2007). The HO;
336 decomposition and/or inhibition allows a major *OH concentration, which could have
337  caused an increase in % COD and TOC removal.

338

11
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339  H,0, +30; - 2HO « +30, )

340

341 The molecule of endosulfan contains 6 chlorine atoms (CoHgClsO3S), which represent
342 almost half of its molecular weight (406.95 g mol ™), the chlorine atoms are released as
343 inorganic ions in the dechlorination of endosulfan during degradation by AOP’s processes.
344  Fig. 3 shows the chlorides concentration by electrochemical, ozonation and coupled
345  processes after 30 min of reaction time.

346

347
348 Fig. 3 (m)Electrooxidation, Electrolysis conditions: pH 3, 20 mgL™" of endosulfan solution (Thiodan®), 0.75

349 L, Na,SO, 0.1M and 60 mAcm™, (o) Ozonation, Ozonation conditions: ozone concentration 5+0.5 mgL ™, 20
350  mgL" of endosulfan solution (Thiodan®) and (=) Coupled process, Electrolysis conditions: pH 3, 20 mgL" of
351 endosulfan solution (Thiodan®), 0.75 L, Na,SO, 0.1M and 60 mAcm™, Ozonation, Ozonation conditions:

352 ozone concentration 5+0.5 mgL ", 20 mgL ' of endosulfan solution (Thiodan®)
353

354 The CI concentration in electrooxidation process was 0.99 mgL", in ozonation process the
355  concentration non various (0.3 mgL"') and the highest CI concentration was 4 mgL’
356  obtained by the coupled process. This amount is about 50 % of the theoretical expected
357  concentration of 10.35 mgL " assuming complete release of chlorine atom present in 20
358 mgL" Thiodan® solution as chloride. The low concentrations of CI” observed during the
359  electrooxidation process could be due to acidic pH conditions, the highest pH value was 5.7
360  (Fig. 1b). At low pH values, the main kind oxidant in the solution is the hydrochlorous
361  acid, this specie is predominant until pH 7. The HOCI keep balance with the hypochlorite
362 ion which is predominant since pH 8 and has a lower oxidation potential than
363  hydrochlorous acid (Parsa et al. 2014; Lutterbeck et al. 2014). As it suggested from
364 literature, may not be discarding the formation of other active chlorine species (reaction 10-
365 14) (Sanchez et al. 2011).

366

367 ClI” + HOe —» ClIO- + HY + e~ (10)
368 ClO~ + H,0 — HOCl+ OH- 11)
369 ClO~ HOe - ClO; + H* + e~ (12)
370 ClO; + HOe - ClO; + HY + e~ (13)

12
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371 ClO; + HOe — ClO; + H* + e~ (14)

372

373 Stowell et al., (1991) researched the dechlorination of chlorendic acid by ozonation, the
374  results were presented in terms of the percent chloride released and the experiments were
375  carried out at pH values of 4.2 to 12.8. They observed that the liberation of chloride
376  increased as the pH increased, the lowest chloride concentration released was to pH 4.2 and
377 no differences were observed in concentration with respect to reaction time. The same
378  effect was observed in this work, the chloride concentration was the lowest in ozonation
379  process and the pH decreased with respect to reaction time, under these conditions the
380  presence of chlorides was not favored. A recent studies suggest that like electrooxidation
381  process, the chlorine being released can react rapid and directly with O3 generating CIO",
382  ClO7 and ClOg, according reactions 15 — 21. (Paprocki et al. 2010; Stowell and Jensen
383  1991; Lin et al. 2016).

384
385 O0;+2Cl” + 2HY - Cl, + H,0 + 0, acid media (15)
386 03 + ClI™ - ClO” + 0, (16)
387 HOCl & 0OCl” + H* (17)
388 HOClL + H* + CI™ & 2Clyg + Hy0 (18)
389 ClO” + 03 —» 20, + Cl~ (19)
390 Clo~ + 03 - 0, + Cloy (20)
391 ClO; + 03 — 0, + Clog (21)
392

393 On the other hand, in coupled process, the CI" concentration increased as a function of the
394  treatment time, this effect can be due to the presence of H;O; and the increase of pH, these
395  conditions could favor the presence of Cl” according reactions 22 and 23 (Lin et al. 2016;
396  Polcaro et al. 2008).

397
398 2HCI™ + ClO~ - ClO;5 + 2Cl~ + 2H* (22)
399 2CI0~ + 2H,0, — 2Cl~ + 0, + 4H* (23)
400

13
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401  The species mentioned above as hydrogen peroxide, peroxodisulfate and active chlorine
402  species, contribute to the degradation of organic compounds, due their high oxidation
403  potentials (Barrera et al. 2014). Nonetheless these species, can have a negative effect on
404  Myriophyllum aquatic, this effect was evaluated by determining the production of biomass,
405  pigments content and antioxidant activity in the plant to be exposed to Thiodan® solution
406  treated by coupled process. Due to the high % removal of COD and TOC by the coupled
407  process, it was decided to reduce the time reaction to 20 min.

408

409  Tolerance of Myriophyllum aquaticum to Thiodan® solution treated

410  The plant tolerance to Thiodan® solution treated by coupled process, is an important factor
411  to consider for phytoremediation process, in this case, the tolerance was evaluated at 12.5,
412 25, 50, 75 and 100 % Thiodan® solution treated concentration. The biomarkers were
413  evaluated at 7 and 14 days of exposure. The plants exposed to 75 and 100% died after 7
414  days. At 12.5, 25 and 50% concentration at 7 and 14 days, the results showed not
415  significant differences observed in chlorophyll contents, the average was 43.8 mgL ™' and
416  chlorophyll a/b ratio was 2.76 ( p > 0.05). According with the removal COT and TOC
417  results, the low organic compound concentrations would allow that M. aquaticum to
418  tolerate the highest Thiodan® solution treated concentrations, nevertheless the plants died.
419  These results can be due to the highly reactive species generated by AOPs, which require a
420  stabilization time, for this reason, the rest time of Thiodan® solution treated before to
421  expose plants and the effects of the AOPs per se, was evaluated.

422

423 Evaluation of rest time for Thiodan® solution treated by coupled process on M. aquaticum
424  After 5 days, the Thiodan® treated solution with 0 and 24 h of rest time showed significant
425  differences (p < 0.05) in RGR (length and weight), there is a decrease when comparing the
426  control. The total chlorophyll content increased respect to the control (p < 0.05). The
427  significant reduction of RGR for length and weight has been reported in various plants
428  exposed to different pollutants and the inhibition growth is a consequence of the plant
429  responses to environmental stress (Wang et al. 2016; Heine et al. 2016; Riaz et al. 2017).
430
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431  For M. aquaticum exposed to Thiodan® treated solution with rest time of 48 and 72 h, the
432 plants not show significant differences respect the control plants (p > 0.05), in this case, the
433 photosynthesis process was not affected.

434

435  Table 1 shows the results for oxidative stress, the SOD activity increase in plants when
436 exposed to 0 and 24 h Thiodan® treated solutions (p < 0.05). The superoxide dismutase and
437  catalasa are the first defence line as a stress response towards oxidative stress and
438  increasing reactive oxigen species in plants. The enzime superoxide dismutase, located in
439 the chloroplasts, counteracts this effect and degrades O2* to H,02 and oxygen. (Lyubenova
440  and Schroder 2011). In case of CAT activity, it increases in plants exposed to 0 solution (p
441 < 0.05). The CAT activity is explained since SOD acts generating accumulation of H;0,
442  which is eliminated by the CAT, the increase of this enzyme indicate that it is sufficient to
443  eliminate the hydrogen peroxide, although other systems can also act as glutathione
444  peroxidase. For lipid peroxidation there were not significant differences noted respect the
445  control in any case. Nonetheless, these is a slight increase at the Thiodan® treated solution
446  with 0 h of rest time, which is related to % RGR (length and weight) decrease.

447  Lipid peroxidation involves the formation and propagation of lipid radicals, loss of O and
448  eventual destruction of the membranes, generating a variety of products including ketones,
449  alcohols, ethers and aldehydes. One of these products is malondialdehyde (MDA) which is
450  generated with the breakdown of polyunsaturated fatty acids, and is used to determine the
451  degree of peroxidation (Dordio et al. 2011).

452

453  Table 1 Oxidative Stress in Myriophyllum aquaticum exposed to Thiodan® solutions treated by coupled
454  treatment with different rest times (*ANOVA p < 0.05 and Dunnett’s multiple range test)

Rest time SOD 5 CAT i LIPOX p
(i) (UM of SQD*mg (UM of HzQz* mg (nM of MA.D* mg
protein) protein) protein)

CP 112.50 6.36 5.85

0 136.87* 7.63* 6.90

24 131.24* 7.05 6.11

48 110.30 6.58 5.66

72 110.77 5.85 6.08
455
456
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457  Effect of species generated during coupled process on Myriophyllum aquaticum.
458  Fig. 4 shows the evaluation of M. aquaticum on SEWOT, SEWT, STWOT, STWT,
459  STWOT + SEWT, as observed only the plants exposed to SEWOT showing behavior

460  similar to the control in % RGR (length and weight). For the other systems, the plant
461  growth decreased significantly with respect to control (p < 0.05).

462

463  Fig. 4 Relative growth rate (RGR) of a) length and b) weight, of Myriophyllum aquaticum exposed to
464  Drinking water (CP), Support electrolyte without treatment (SEWOT), Support electrolyte with treatment
465 (SEWT), Thiodan® solution without treatment (STWOT), Thiodan® solution with treatment (STWT) and
466  Thiodan® solution without treatment + support electrolyte with treatment (STWOT + SEWT) at 50% (with
467 24 h rest time) after 5 days. The lines on the bars indicate the standard error. *ANOVA p < 0.05 and

468 Dunnett’s multiple range test

469

470  Total chlorophyll content increased for SEWT, STWT, STWOT + SEWT, significant
471  differences respect the control plants are observed, in the case of STWOT the concentration
472 decreased.

473

474 Chlorophyll a/b ratio was less than 2.5 for STWT and STWOT + SEWT. Photosynthesis is
475  an important process that maintains the life of a plant, and thus a good index indicates the
476  growth, development and reproduction status of a plant under environmental pollution
477  stress (Yan and Zhou 2011). Photosynthetic production of plants was increased under the
478  stresses of SEWT, STWT, STWOT + SEWT solutions, this effect may directly affect the
479  CO; uptake during photosynthesis (Cano et al. 2014). The total chlorophylls decreased at
480 STWOT solution due to the peroxidation of pigments and chloroplast membranes by
481  increased production of free radicals, this result agrees with the increase obtained in lipid
482  peroxidation (Kanoun-Boulé et al. 2009).

483

484  Chlorophyll a/b ratio is an indicator of the functional pigment equipment and acclimation
485  of the photosynthetic apparatus. Chlorophyll b is found exclusively in the pigment antenna
486  system and chlorophyll a is present in the reaction centers of photosystem I, II and in the
487 pigment antenna. Whereas the light-harvesting pigment protein LHC-I of the
488  photosynthetic pigment system PSI has an a/b ratio of ~3, that of LHC-II of PS II is
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489  variable and shows an acclimation response. Thus, a decrease in the Chlorophyll a/b ratio
490  may be interpreted as an enlargement of the antenna system of PS II (Lichtenthaler 1987),
491  this effect was observed at STWT and STWOT + SEWT solutions, a reprogramming of
492 nuclear gene expression leading to chlorosis and programmed cell death can been cause by
493  the production of O,* in chloroplasts (Choudhury et al. 2017). Fig. 5 shows the phytotoxic
494 effects on M. aquaticum generated by SEWT, STWT, STWOT and STWOT + SEWT.

495

496  Fig. 5 Phytotoxic effects on Myriophyllum aquaticum exposed to a) Drinking water (CP), b) Support
497  electrolyte without treatment (SEWOT), c) Support electrolyte with treatment (SEWT), d) Thiodan® solution
498  without treatment (STWOT), e) Thiodan® solution with treatment (STWT) and f) Thiodan® solution
499 without treatment + support electrolyte with treatment (STWOT + SEWT) and at 50% (with 24 h rest time)
500 after 5 days

501

502  The evaluation of antioxidants enzymes is shown in Fig. 6, SEWOT was the only system
503 that not shows significant alteration in SOD activity; nevertheless, there is a greater
504  generation of O," at the other solutions caused a significant increase (p < 0.05) in SOD
505  activity. Due to an increase in SOD activity in the transformation of O,* to H,0z, the CAT
506  activity increases in the systems STWOT, STWT and STWOT + SEWT, in these cases
507  CAT regulates the concentration of H,O; and avoids a greater damage in the plant. For
508 STWOT, the lipid membrane was affected, resulting in an increase of lipid peroxidation
509  respect to the control (p < 0.05).

510

511  Fig. 6 Antioxidant enzymes activity a) SOD, b) CAT and ¢) MDA in Myriophyllum aquaticum exposed to
512 Drinking water (CP), Support electrolyte without treatment (SEWOT), Support electrolyte with treatment
513 (SEWT), Thiodan® solution without treatment (STWOT), Thiodan® solution with treatment (STWT) and
514  Thiodan® solution without treatment + support electrolyte with treatment (STWOT + SEWT) at 50% (with
515 24 h rest time) after 5 days. The lines on the bars indicate the standard error. *ANOVA p < 0.05 and
516 Dunnett’s multiple range test

517

518 Menone et al. (2008) evaluated the oxidative stress by endosulfan in Myriophyllum
519  quitense, they observed an increase in CAT activity at 5 ugL" endosulfan concentration,
520 this concentration is lower than used in STWOT system. Endosulfan induces the enzymatic

521  activity as a protection system of this plant. On the other hand, Wang et al. (2017) assessed
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522 the effect of an ozonated effluent on V. natans, their results show that the antioxidant
523  protection mechanisms were active, but could not prevent the increased levels of ROS or
524  damage to the antioxidant system in V. natans exposed to water subjected to high
525  concentrations of ozonation for long periods of time.

526

527  Phytotoxicity assay with L. sativa. seeds

528  Toxicity analysis was done by acute toxicity testing using different microorganisms as L.
529  sativa. The application of ecotoxicological assays represents a global approach to determine
530 the detoxification potential of different matrices. For this research, L. sativa has been
531  chosen due its rapid germination, uniformity and sensitivity (Silveira et al. 2017), the
532 toxicity was assessed as inhibition of elongation of the radicle and hypocotyl.

533  In the seeds exposed to the solutions before treatment with M. aquaticum, inhibition of the
534  root growth, roots curly and root necrosis, at all concentration assessed were observed.
535  After the treatment with M. aquaticum, the seeds germinated at all concentrations, the
536  elongation of the radicle and hypocotyl was similar as control system.

537

538  Fig 7 shows the effects of Thiodan® solution treated with coupled treatment in L. sativa L.
539  seeds before and after treatment with M. aquaticum.

540

541  Fig. 7 L. sativa L. seeds exposed to a) distilled water (control) and Thiodan® solution treated with coupled

542 treatment b) before and c) after treatment with M. aquaticum

543

544  As can be seen in Table 2, the RGI value was lower than 0.8 at all concentrations before the
545  treatment with M. aquaticum, the effect of the solutions was inhibitory. On the other hand,
546  no significant effects were observed at most concentrations of solutions after treatment with
547 M. aquaticum. In the case of SEWT and STWOT + SEWT at 100%, there is still an
548  inhibitory effect (Freitas et al. 2017; Priac et al. 2017).

549

550

551

552

553
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554  Table 2 GI (%) and RGI observed in Lactusa sativa seed after exposure with test solutions

Before Myriophyllum aquaticum After Myriophyllum aquaticum
System Dilution GI RGI Toxicity | Dilution GI RGI Toxicity
(%) (%) category (%) (%) category
Suppotidlaiedy 25 63.1 07 I 25 1062 11  NSE
without EO-O4 50 45.6 0.5 I 50 94.1 0.9 NSE
treatment (SEWOT) 100 234 02 I 100 801 08  NSE
Support electrolyte 25 529 06 I 25 1005 10  NSE
with EO-Oj; treatment 50 34.2 0.4 I 50 89.0 0.9 NSE
(SEWT) 100 138 0.1 I 100 68.1 0.7 I
i saliitio 25 472 07 I 25 1109 11  NSE
without treatment 50 49.8 0.5 I 50 91.0 0.9 NSE
(STWOT) 100 375 04 I 100 854 09  NSE
Thiodan® solution with 25 65.4 0.7 I 25 105.1 1.1 NSE
treatment 50 37.7 0.4 I 50 81.3 0.8 NSE
(STWT) 100 86 0.1 I 100 764 08  NSE
Thiodan® solution 25 73.0 0.7 I 25 1133 1.1 NSE
Without treatment + 50 709 07 I 50 854 09  NSE
support electrolyte with
EO-O; treatment 100 137 01 I 100 659 0.7 I
(STWOT + SEWT) ' ’ ' '
555
556  GI germination index, RGI relative growth index, S stimulation, I inhibition, NSE no significant effect.
557

558 In this regard, the use of L. sativa provides data about the possible effect of pollutants on
559  plant communities near the banks of polluted water bodies and is also an interesting species
560  considering its importance from the point of view of horticulture and water reuse.

561

562 4. Conclusions

563

564  The degradation of Thiodan® in aqueous solution by AOPs showed that coupled process
565  reduces more efficiently the organic content compared with electooxidation and ozonation
566  processes. Nevertheless, the generation of highly reactive species affected the subsequent
567  use of phytoremediation process. Myriophyllum aquaticum was not able to tolerate high
568  concentrations of Thiodan® treated solution, hence lethal effects were observed and
569  consequently it was necessary to give a rest time to the solution to stabilize the reactive
570  species generated. After 24 h of rest time, the induction of CAT and SOD demonstrates that

571  the antioxidant protection mechanisms were active on plants exposed to STWOT, STWT,
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572 SEWT and STWOT + SEWT; this result showed that both Thiodan® and the coupled
573  process per se exert oxidative stress in the macrophyte. An important point to highlight, it
574 is the response of Lactuca sativa seeds to solutions after exposure to Myriophyllum
575  aquaticum, it was observed nontoxic effect. For these reasons, the Thiodan® solution
576  treated by coupled process require a rest time of 48 h before continuing to a polishing
577  process like phytoremediation or before spilled to the water body or reused.

578
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4.3 Resultados no publicados
En el proceso de electrooxidacion es necesario evaluar el consumo de energia, que es
expresado en Kw/h mg™*DQO ya que es un factor importante en el costo del proceso de

oxidacion.

El consumo de energia se determind utilizando el voltaje la celda (V), la corriente (1), el
tiempo de electrooxidacion (t), el volumen de la solucion a tratar (v) y el valor de la DQO

a los diferentes tiempos de reaccion !

1V At
"~ (DQO, - DQOYV (4.1)

La figura 21 muestra el aumento del consumo de energia en relacion con el incremento de

la densidad de corriente aplicada utilizados de 20, 40 y 60 mAcm™, con un pH de 3.
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Figura 21. Consumo de energia a densidades de corriente de 20 (4), 40(m) y 60 (4 ) mAcm™?.
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El costo del proceso se observa en la tabla 9 a los diferentes valores de densidad de
corriente aplicada 20, 40 y 60 mAcm™ con un pH de 3, considerando que el costo del Kw/h

en la zona industrial de México es de 3 pesos.

Tabla 9. Costo del proceso de electrooxidacion.

Tiempo Costo (pesos)
(min) 20 mA cm’ 40 mA cm™ 60 mA cm™

0 0.00 0.00 0.00

10 0.34 2.30 0.59

20 0.43 3.56 1.07

30 0.53 4.36 1.25

40 0.62 6.13 1.52

60 0.78 7.36 1.90

80 0.85 9.20 2.40
100 0.99 10.22 2.95

Al reducir el tiempo de reaccion del proceso de electrooxidacion 80 min, se disminuye de

manera considerable el costo de operacion del proceso.
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El uso de plaguicidas organoclorados representa un problema de contaminacién ambiental,
el cual puede convertirse en un problema de salud publica. En el caso de endosulfan, al ser
considerado como un compuesto organico persistente, es necesario evaluar tratamientos
que permitan una remocion del compuesto asi como de los productos de degradacion que
puedan generar. El uso de procesos avanzados de oxidacion, como la electrooxidacién y la
ozonacion, permiten una degradacion del compuesto tratado que puede llegar hasta una
mineralizacion del mismo, sin embargo estos procesos suelen ser de altos costos y pueden
generar especies altamente reactivas; en este sentido se considerd utilizar un proceso
acoplado de elecctrooxidacidn con electros de DDB y la ozonacion; una vez que la solucién
de Thiodan® fue tratada con el proceso acoplado, se expuso a ella una macrofita acuatica
(Myriophyllum aquaticum) para evaluar la tolerancia de la planta y posteriormente se pueda
considerar un proceso acoplado de electrooxidacion-ozonacién-fitorremediacion, en donde
la fitorremediacion sea un proceso de pulimiento y permita disminuir costos. Para el
proceso de electrooxidacién con electros de DDB, se logré una remocion de DQO del 97%
a pH de 3, una densidad de corriente aplicada de 60 mAcm™ y un tiempo de reaccion de
100 min, mientras que en el proceso de ozonacion unicamente se logro remover un 67% de
DQO a pH de 3, una concentracién de ozono de 5 mgL™ y 100 min de reaccion. En el
proceso acoplado de EO-Os, se alcanz6 un 95% de remocion de DQO y un 97% de COT.
Con estos resultados se determiné reducir el tiempo de reaccion con el proceso acoplado a
30 min, con este tiempo se logré remover un 83% de DQO, 84% de COT vy la solucién no
mostro toxicidad mediante la prueba de Microtox®, por lo que, el tiempo de reaccion se

disminuyd a Unicamente 20 min antes de exponer a Myriophyllum aquaticm.

Debido a que en los procesos avanzados de oxidacién se generan especies altamente
reactivas, se determino la concentracion de H,O, y del ion CI" (ya que la molécula de
endosulfan, esta constituida por 6 atomos de cloro), en los procesos de manera individual y
en el proceso acoplado. En el proceso de electooxidacion, se observé la mayor
concentracion de H,O a los 30 min de reaccion, la cual fue de 4.59 mgL™, para el caso del
ion CI', en el proceso acoplado EO-O3 se obtuvo la mayor concentracion que fue de 4 mgL”

! ambos efectos pueden ser atribuidos a las condiciones de trabajo como el pH.
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Al exponer a Myriophyllum aquaticum a la solucion tratada al 100 y 75%, la planta no
logré sobrevivir, este comportamiento fue atribuido a las especies reactivas generadas en
los procesos avanzados de oxidacion, por lo que se decidio, dejar reposar la solucion tratada
por O, 24, 48 y 72 h antes de exponer a Myriophyllum aquaticum, después de 24 h de
reposo la planta mostro disminucion significativa respecto a las plantas del sistema control,
en el indice de crecimiento, produccion de clorofilas y fue activado el mecanismo de
proteccion antioxidante. Las plantas no mostraron variacion significativa con respecto a las

plantas del sistema control, al ser expuestas a la solucion tratada con 48 h de reposo.

Debido a los resultados obtenidos en la remocion de DQO, COT, H,0, y CI’, asi como en
la pruebas de tolerancia con Myriophyllum aquaticum, se decidié evaluar soluciones de
sulfato de sodio (electrolito soporte) con y sin tratamiento EO-Os, solucion de Thiodan®
con y sin tratamiento EO-Og3 asi como una mezcla de solucion de Thiodan® sin tratamiento
+ sulfato de sodio con tratamiento, con el fin de evaluar si existia un efecto de
potenciacién. Se observé que la Unica solucion que no generd efectos tdxicos sobre de
Myriophyllum aquaticum, fue la solucion de sulfato de sodio si tratamiento; en los demas
casos las soluciones generaron disminucion en el crecimiento de la planta, en la produccién

de pigmentos y se activd el mecanismo de proteccion antioxidante.

Una vez que se determind la concentracion y el tiempo de reposo de la soluciédn tratada de
Thiodan® en la cual Myriophyllum aquaticum mostrd ser tolerante, se realizaron pruebas
de fitotoxicidad en semillas de lechuga con las soluciones antes y después de estar en
contacto con Myriophyllum aquaticum. En las semillas expuestas a las soluciones antes del
contacto con la planta a concentraciones del 25, 50 y 100%, en todas las concentraciones se
observo inhibicién en el crecimiento de la raiz, raices rizadas y necrosis, asi como un efecto
de inhibicién de la elongacion del hipocotilo y de la raiz. Para la soluciones que estuvieron
en contacto con Myriophyllum aquaticum, la elongacion tanto de hipocotilo como de raiz
fue muy similar al de la semillas del sistema control, en todas las concentraciones. El efecto
de inhibicion de la elongacion del hipocotilo y de la raiz, Gnicamente se mantuvo en la
solucion de sulfato de sodio con tratamiento al 100% y en la solucion mezcla al 100%. De
esta manera se logro observar que Myriophyllum aquaticum disminuyo la toxicidad de las

soluciones tratadas con el proceso acoplado de EO-Os.
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La presente investigacion muestra los resultados de un proceso acoplado de

electrooxidacion — ozonacion de una solucion de Thiodan®, en donde se concluye que:

o

o

o

o

o

o

o

o

En los procesos de electrooxidacion y ozonacion, el pH de la solucién inicial de
Thiodan® no afecta el % de remocion de DQO. Ambos procesos tienen una cinética

de degradacion de pseudo primer orden.

En el proceso de electrooxidacion al aumentar la densidad de corriente incrementa

el % de remocidn de DQO.

El proceso acoplado incrementa la eficiencia en el % de remocién de DQO,
comparado con los procesos de electrooxidacion y ozonacion, después de 30 min de
reaccion el % de remocion de DQO fue de 83%, para COT fue de 84% y la solucion

no mostro toxicidad.

Myriophyllum aquaticum mostro efectos letales al ser expuesta a altas
concentraciones de la solucién de Thiodan® tratada por EO-O3 después de 7 dias

de exposicion.

La induccion de SOD y CAT demostraron que fue activado el mecanismos de
proteccidn antioxidante en las plantas expuestas a la solucion de Thiodan® sin y
con tratamiento, sulfato de sodio con tratamiento y la solucién mezcla de Thiodan®
sin tratamiento + sulfato de sodio con tratamiento con un tiempo de reposo de 24 h.

El efecto toxico de la solucién de Thiodan® sin tratamiento ocasiond dafios a nivel

de membrana reflejdndose en un mayor lipoperoxidacion.

Los resultados muestran que tanto el Thiodan® como el proceso de EO-O3 por si

mismo producen estrés oxidativo en la macrofita.

Las semillas de Lactuca sativa mostraron efectos toxicos al ser expuestas a las
soluciones de Thiodan® vy sulfato de sodio antes y después del proceso de EO-Os,

Después de que las soluciones estuvieron expuestas a Myriophyllum aquaticum, el
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efecto solo se mantuvo en la solucion de sulfato de sodio con tratamiento y en la

mezcla de Thiodan® sin tratamiento + sulfato de sodio con tratamiento.

«r El efecto téxico de las solucion fue STWOT > STWOT + SEWT > STWT > SEWT
> SEWOT.

dr Con los resultados obtenidos se propone que la solucién de Thiodan® tratada con
EO-Oj3 requiere un periodo de al menos 48 horas antes de continuar con un proceso
de pulimiento como la fitorremediacion o antes de ser vertido a un cuerpo de agua o

de ser reusada.
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Anexo 1 Hoja de seguridad Thiodan®

Bayer CropScience B
HOJA DE DATOS DE SEGURIDAD BAYER

R
THIODAN 35 EC 1/8
Version 1/E Fecha de revision: 12.08.2005
102000000892

Fecha de impresién: 05.05.2009

1. IDENTIFICACION DE LA SUSTANCIA O PREPARADO Y DE LA SOCIEDAD O EMPRESA

Informacion del producto

Marca THIODAN 35 EC

Codigo del producto (UVP) 05936705

Utilizacion Insecticida

Compania Bayer S. A.
Av. Santa Teresa 2.245 ¢/ Aviadores del Chaco
Teléfono: 595 21 617 3500 - Fax: 595 21 617 3501
Asuncion - Paraguay

Proveedor Bayer S. A.

Rua Verbo Divino, 1207

Bloco B — Térreo

Chécara Santo Antonio

CEP 04719-002

San Pablo/SP - Brasil

Tel: 0 800 0115560

Email: telebayercropscience@bayercropscience.com
Tel de emergencia: 0 800 7010450

2. COMPOSICION / INFORMACION SOBRE LOS COMPONENTES

Naturaleza quimica

Concentrado emulsionable (EC)
Endosulfan 350 g/l

Componentes peligrosos

Nombre quimico N°CAS / N° Simbolo(s) Frase(s) - R | Concentracion [%]
EINECS
Endosulfan 115-29-7 T,N R24/25, R36, 34,00
204-079-4 R50/53
Nafta disolvente (petréleo), Xn, N R10, R37, > 40,00 - < 60,00
fraccién aromatica ligera R51/53, R65,
R66, R67
Tetrapropilen benceno 11117-11-6 C R21, R34, < 3,00
sulfonato célcico 234-360-7 R52/53
2-Metilpropan-1-ol 78-83-1 Xi R10, R37/38, < 2,00
201-148-0 R41, R67

3. IDENTIFICACION DE LOS PELIGROS

Advertencia de riesgo para el hombre y para el medio ambiente

Inflamable.

Téxico en contacto con la piel.

Téxico por ingestion.

Irrita la piel.

Riesgo de lesiones oculares graves.

Muy téxico para los organismos acuéticos, puede provocar a largo plazo efectos negativos en el
medio ambiente acuatico.

Nocivo: si se ingiere puede causar dafo pulmonar.
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4. PRIMEROS AUXILIOS

Inhalacion
En caso de accidente por inhalacién, alejar a la victima de la zona contaminada y mantenerla
en reposo. Llame inmediatamente al médico.

Contacto con la piel
Quitese inmediatamente la ropa contaminada. Lavese inmediatamente con jabén y agua
abundante. Llame inmediatamente al médico.

Contacto con los ojos
En caso de contacto con los ojos, lavenlos inmediata y abundantemente con agua y acidase a
un médico.

Ingestion
En caso de ingestién, acuda inmediatamente al médico y muéstrele la etiqueta o el envase.
Inducir vémito si el paciente esta totalmente consciente, han pasado menos de 2 horas desde
la ingestion y no se puede obtener ayuda médica facilmente. (el vomito no debe llegar al tracto
respiratorio) Enjuagar la boca cuidadosamente y a fondo con agua.

Notas para el médico

Sintomas
Local:, irritacién grave, Sistémico:, mareos, dolor de cabeza, ataxia, hausea, vomitos, dolor
abdominal, inconsciencia, convulsiones
Riesgos
Puede haber efectos neuroldgicos retrasados, incluyendo edema cerebral.
En caso de ingestién o vémitos, peligro de aspiracién pulmonar.
NO confundir con compuestos organofosforados!

Tratamiento
Auxilios elementales, descontaminacién y tratamiento sintomatico.
Se deberd aplicar intubacion endotraqueal y hacer un lavado gastrico, seguidos de
administracion de carbén animal y después de una solucién acuosa de sulfato de magnesio o
de sodio al 30%.
Controlar: sistemas respiratorio, cardiaco, rifién, higado y sistema nervioso central.
Control de electrocardiograma.
Control de electroencefalograma.
Eliminacion por diuresis alcalina forzada.
Tratamiento de las convulsiones con fenobarbital y, segiin caso, con diazepam por via
intravenosa; gluconato célcico 10% por via intravenosa.
Contraindicados: derivados de adrenalina, derivados de morfina, atropina, obidoxima.

5. MEDIDAS DE LUCHA CONTRA INCENDIOS

Medios de extincion adecuados
Espuma
Didxido de carbono (CO2)
Polvo seco
Agua pulverizada

Peligros especificos para la lucha contra el fuego
En caso de incendio puede(n) desprenderse:
Monéxido de carbono (CO)

Oxidos de azufre
Acido clorhidrico (HCI)

Equipo de proteccion especial para los bomberos
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En caso de fuego, protéjase con un equipo respiratorio auténomo.
Llevar ropa de proteccion total.

Informacién adicional
El agua de extincion debe recogerse por separado, no debe penetrar en el alcantarillado.
Si no se puede retirar el producto de la zona de incendio, refrigerar con agua los envases y
reducir el calor para evitar que aumente la presién en los envases.

6. MEDIDAS EN CASO DE VERTIDO ACCIDENTAL

Precauciones personales
Utilicese equipo de proteccion individual.
Evacuar el personal a zonas seguras.

Precauciones para la proteccion del medio ambiente
No echar al agua superficial o al sistema de alcantarillado sanitario.

Métodos de limpieza
Recoger con material absorbente (p. ej. arena, tierra de infusorios, absorbente universal).
Llevar a eliminar en recipientes provistos de cierre seguro.

Consejos adicionales
Indicaciones relativas a manipulacién segura, ver apartado 7.
Indicaciones relativas al equipo de proteccién individual, ver apartado 8.
Indicaciones relativas a eliminacién de residuos, ver apartado 13.
Verificar también la existencia de procedimientos internos en el centro de trabajo.

7. MANIPULACION Y ALMACENAMIENTO
Manipulacion

Consejos para una manipulaciéon segura
Asegurese una ventilacién apropiada.

Indicaciones para la proteccion contra incendio y explosion
El producto es inflamable.
Manténgase separado del calor y de las fuentes de ignicion.

Indicaciones para la proteccion contra incendio y explosion
El producto no es sensible a impacto y/o friccion y por lo tanto, no provoca explosiones.

Almacenamiento

Exigencias técnicas para almacenes y recipientes
Cerrar los recipientes herméticamente y mantenerlos en lugar seco, fresco y bien ventilado.
Mantener alejado de la luz directa del sol.
Proteger de las heladas.

Indicaciones para el almacenamiento conjunto
Manténgase separado de alimentos, bebidas y piensos.

Estabilidad en almacén
Tiempo de almacenamiento 24 Meses

Temperatura de 25T

almacenamiento

Otros datos Almacenar a temperatura entre 0 y 30 T, méax. 50 .
Materiales adecuados

Vidrio

Botellas de polietileno con revestimiento interior de poliamida (coex)
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Acero pintado al horno

Material no adecuado
Polietileno, goma

8. CONTROLES DE LA EXPOSICION Y PROTECCION PERSONAL

Componentes con valores limite a controlar en el lugar de trabajo

Componentes No. CAS Parametros de control Puesto Base
aldia
Endosulfan 115-29-7 0,1 mg/m3 2004 VLA (ES)
(VLA-ED)
2-Metilpropan-1-ol 78-83-1 154 mg/m3 /50 ppm 2004 VLA (ES)
(VLA-ED)

Disposiciones de ingenieria
Ver apartado 7; no se requieren medidas adicionales.

Proteccion personal
Proteccion respiratoria Durante corte tiempo puede utilizarse equipo respiratorio con filtro
combinado A-P3.

Proteccion de las manos Guantes desechables de PVC.
Caucho nitrilo.

Proteccion de la piel y del Ropa ligera de proteccion, de PVC.
cuerpo

Medidas de higiene
No comer o beber, ni fumar durante el trabajo.
Lavarse las manos y la cara antes de los descansos y después del trabajo.

Medidas de proteccion
Evitar contacto con piel y ojos.

9. PROPIEDADES FISICAS Y QUIMICAS

Aspecto

Estado fisico Liquido

Color De pardo claro a pardo oscuro

Olor Aromatico

Datos de Seguridad

Punto de inflamacion 48 T copa cerrada

Temperatura de autoignicion 435 T a 1.000 hPa92/69 /EWG, A.15
Densidad aprox. 1,07 g/cm3a 20 C
Solubilidad Soluble en hidrocarburos aromaticos
Hidrosolubilidad Emulsionable

Viscosidad, cinematica 2,00 mm?%sa 40 C

Tension superficial 28,9mN/ma 40T

Sensibilidad al impacto No sensible al impacto

Explosividad No explosivo
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10. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD

Productos de descomposicién Oxidos de azufre
peligrosos compuestos de cloro
Reacciones peligrosas Estable bajo las condiciones de almacenamiento recomendadas.

11. INFORMACION TOXICOLOGICA

Toxicidad oral aguda DLs, (rata) 40 mg/kg

Toxicidad oral aguda DLs, (conejo) 34 mg/kg

Toxicidad dérmica aguda DLs, (rata) 266 mg/kg
Se realiz6 el ensayo con un producto formulado de caracteristicas
similares.

Irritacion de la piel Irritante (conejo)
Se realiz6 el ensayo con un producto formulado de caracteristicas
similares.

Irritacién de los ojos Riesgo de lesiones oculares graves. (conejo)Se realizé el ensayo

con un producto formulado de caracteristicas similares.

Sensibilizacién No sensibilizante (coneijillo de indias)OCDE Linea Directriz de
Prueba 406, Prueba de Buehler
Se realiz6 el ensayo con un producto formulado de caracteristicas
similares.

12. INFORMACION ECOLOGICA

Efectos ecotoxicoldgicos

Toxicidad para peces CLsp (Trucha arco iris (Oncorhynchus Mykiss)) 2,1 ug/l
Tiempo de exposicion: 96 h
Se realiz6 el ensayo con un producto formulado de caracteristicas
similares.

Toxicidad para dafnia CEs (Dafnia Magna) 0,004 mg/l
Tiempo de exposicién: 48 h
Se realiz6 el ensayo con un producto formulado de caracteristicas
similares.

Toxicidad para las algas (Scenedesmus Subspicatus) > 0,56 mg/l
Tiempo de exposicién: 72 h
El valor indicado corresponde a la materia activa técnica endosulfan.

13. CONSIDERACIONES SOBRE LA ELIMINACION

Producto
No eliminar el desecho en el alcantarillado.
Debe incinerarse en una planta incineradora adecuada que esté en posesion de un permiso
otorgado por las autoridades competentes.
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Envases contaminados
Enjuagar los recipientes vacios con agua y usar esta agua de limpieza para preparar el caldo
de pulverizacion.
Perforar el envase para evitar su reutilizacion.
Los envases vacios deben ser reciclados o eliminados como residuo.
Envases/embalajes que no pueden ser limpiados deben ser eliminados de la misma forma que
el producto contenido.

14. INFORMACION RELATIVA AL TRANSPORTE

ADR/RID/ADNR

N°ONU 2995
Etiquetas 6.1 (3)
Grupo embalaje 1l
N°de peligro 63

Descripcion de los productos  UN 2995 PLAGUICIDA ORGANOCLORADO LiQUIDO
TOXICO, INFLAMABLE
(Endosulfan, disolvente nafta (Petréleo) fraccion aromatica
ligera en solucién)

IMDG
N°ONU 2995
Clase 6.1
Grupo embalaje Il
EmS F-E, S-D
Contaminante marino Contaminante del mar

Descripcion de los productos PLAGUICIDA LIQUIDO, TOXICO , A BASE DE COMPUESTOS
ORGANOCLORADOS, INFLAMABLE
(Endosulfan, disolvente nafta (Petréleo) fraccion aromética
ligera en solucién)
ORGANOCHLORINE PESTICIDE, LIQUID, TOXIC,

FLAMMABLE
(Endosulfan, solvent naphtha (Petroleum) light aromatic
solution)
IATA
N°ONU 2995
Clase 6.1

Grupo embalaje I

Descripcion de los productos  PLAGUICIDA ORGANICO CLORADO, LIQUIDO, TOXICO,
INFLAMABLE
(Endosulfan, disolvente nafta (Petr6leo) fraccion aromatica
ligera en solucién)
ORGANOCHLORINE PESTICIDE, LIQUID, TOXIC,
FLAMMABLE
(Endosulfan, solvent naphtha (Petroleum) light aromatic
solution)

15. INFORMACION REGLAMENTARIA
Clasificacion y etiquetado seguln Directivas CE sobre preparados peligrosos 1999/45/CE, y sus
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enmiendas.
Clasificacion:

Requiere etiqueta

Componentes determinantes del peligro para el etiquetado:
e Endosulfan
* Nafta Disolvente (petr6leo), fraccion aromatica ligera

Simbolo(s)
T Téxico
N Peligroso para el medio ambiente
Frase(s) - R
R10 Inflamable.
R24/25 Téxico en contacto con la piel y por ingestion.
R38 Irrita la piel.
R41 Riesgo de lesiones oculares graves.
R50/53 Muy téxico para los organismos acuéticos, puede provocar a largo plazo
efectos negativos en el medio ambiente acuatico.
R65 Nocivo: si se ingiere puede causar dafio pulmonar.
Frase(s) - S
S26 En caso de contacto con los ojos, lavense inmediata y abundantemente
con agua y acidase a un médico.
S35 Eliminense los residuos del producto y sus recipientes con todas las
precauciones posibles.
S36/37/39 Usense indumentaria y guantes adecuados y proteccion para los ojos/la
cara.
S45 En caso de accidente o malestar, aclidase inmediatamente al médico (si es
posible, muéstresele la etiqueta).
S57 Utilicese un envase de seguridad adecuado para evitar la contaminacién

del medio ambiente.

Etiquetado adicional
A fin de evitar riesgos para las personas y el medio ambiente, siga las instrucciones de uso.

Etiquetado adicional
Restringido a usos profesionales.

Informacién adicional
Clasificacion OMS: |b (Altamente peligroso)

Medidas preventivas de medicina laboral
Deben tenerse en cuenta las limitaciones vigentes para el empleo de jévenes en determinadas
tareas: 94/33/EC

16. OTRA INFORMACION

Informacion adicional
Texto de las frases R mencionadas en la Seccion 2:

R10 Inflamable.

R21 Nocivo en contacto con la piel.

R24/25 Téxico en contacto con la piel y por ingestion.
R34 Provoca quemaduras.

R36 Irrita los ojos.

R37 Irrita las vias respiratorias.

R37/38 Irrita las vias respiratorias y la piel.
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R41 Riesgo de lesiones oculares graves.
R50/53 Muy téxico para los organismos acuaticos, puede provocar a largo plazo
efectos negativos en el medio ambiente acuatico.
R51/53 Téxico para los organismos acuaticos, puede provocar a largo plazo
efectos negativos en el medio ambiente acuatico.
R52/53 Nocivo para los organismos acuaticos, puede provocar a largo plazo
efectos negativos en el medio ambiente acuatico.
R65 Nocivo: si se ingiere puede causar dafio pulmonar.
R66 La exposicion repetida puede provocar sequedad o formacion de grietas en
la piel.
R67 La inhalacién de vapores puede provocar somnolencia y vértigo.

Esta informacién se basa en el estado actual de nuestros conocimientos. Su objetivo es describir
nuestros productos desde el punto de vista de la seguridad, por lo que no garantiza propiedades
concretas de los productos.

La informacién incluida en esta Ficha de Datos de Seguridad es conforme a las disposiciones de la
Directiva 1991/155/CE y sus actualizaciones posteriores. Esta ficha de datos de seguridad
complementa a las instrucciones técnicas para el usuario, pero no las reemplaza. Los datos que
contiene estan basados en el conocimiento disponible sobre el producto concernido, en la fecha de
revision indicada. Se advierte encarecidamente a los usuarios de los posibles riesgos que supone
usar un producto con otros propdsitos distintos para los que habia sido creado. La informacién dada
es conforme a las disposiciones reglamentarias comunitarias en vigor. Se requiere de los
destinatarios de esta ficha que observen cualquier requisito reglamentario nacional adicional.

Los cambios desde la Ultima versién seran destacados en el margen. Esta version reemplaza todas las
versiones anteriores. Adaptacion del original ENDOSULFAN EC 352 G U-WW, versién 1/ E
102000000892.
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Anexo 2. Determinacion de Ozono en Fase Acuosa

El método se basa en la decoloracion de la tintura por ozono, donde la pérdida de color es
directamente proporcional a la concentracion de ozono. La muestra es generalmente
ajustada a cerca de pH 2 para minimizar la destruccion del ozono por reaccion con los iones
de hidroxido. El procedimiento analitico mas comdn resta la absorbancia de trisulfonato
indigo despueés de reaccion con una muestra de la de un blanco libre de ozono. La constante

de proporcionalidad a 600 nm es 0.42 + 0.01 cm/mg/L.

Solucién madre de indigo: En un matraz aforado de 1 litro, se agregaron 500 mL de agua, 1
mL de &cido fosférico concentrado, 770 mg de trisulfonato potéasico de indigo y se aford
con agua destilada. Una dilucién de 1:100 exhibe una absorbancia de 0.02 cm a 600 nm.
LA SOLUCION MADRE ES ESTABLE POR CUATRO MESES ALMACENADA EN
FRASCO AMBAR.

Reactivo I. En un matraz aforado de 1 L, se adicionaron 20 mL de solucién madre, 10 g de
fosfato monobasico de sodio, 7 mL de &cido fosférico concentrado y se aford con agua
destilada (almacenar en frasco ambar).

Reactivo Il. Se procedié como el reactivo I, afiadiendo 100 mL de solucién madre en lugar
de 20 mL. ES ESTABLE POR UNA SEMANA ALMACENADA EN FRASCO AMBAR.

Procedimiento espectrofotométrico: Para concentraciones de ozono superiores a 0.3 mg L™
se debe utilizar el reactivo indigo Il (10 mL) y diluir a 100 mL con agua destilada.

Para muestra se colocaron 10 mL del reactivo indigo Il y 90 mL de la muestra, se
homogenizo perfectamente y ley6 en UV-Vis. La concentracion de ozono se determind de

acuerdo a la ecuacion 1A.

(100)

[OS]R _ _
= (4p = Ap) * (0.02652)

* (V) (0) (1A)

donde [Os]r es el ozono residual en fase acuosa (mg L™), Ab es la absorbancia del blanco,
Am es la absorbancia de la muestra, 0.02652 es el factor de sensibilidad de 20,000 / cm
para el cambio de absorbancia (600 nm) por mol de ozono afiadido por litro, Vm es el
volumen de muestra (mL) y C es el recorrido de la luz en la celda (cm).
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Tabla 1A. Curva de calibracién de trisulfonato indigo para determinacion de ozono.

. Abs Abs .
Concentracion curval Curva? Curva 3 Promedio D] =
0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
1.1 0.0292 0.0299 0.0293 0.0295 0.0004
2.2 0.0588 0.0564 0.0572 0.0574 0.0012
3.3 0.0875 0.0852 0.0852 0.0859 0.0014
4.4 0.1172 0.1185 0.1170 0.1175 0.0008
5.5 0.1509 0.1483 0.1445 0.1479 0.0032
6.6 0.1819 0.1766 0.1726 0.1770 0.0047
1.7 0.2080 0.2020 0.1981 0.2027 0.0050
0.25
0.20
B
E015
=
2
£
2 0.10
=
=
0.05
y =0.0266x - 0.0002
R2=0.9996
0.00
0 2 4 6 8 10

Concentracion (mgL?)

Fig. 1A Curva de calibracion de trisulfonato potésico de indigo.
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Anexo 3. Medio nutritivo MS

Tabla 2A. Reactivos para preparacion de medio nutritivo MS

Macronutrientes (g/L Micronutrientes

NH4NO; 1.65 Kl 0.083

KNO; 1.9 Hs;BO; 6.2
CaCl,.2H,0 0.440 MnSO,.4H,0 22.3

MgSO,.7H,0O 0.370 ZnS04.7H,0 8.6
KH,PO, 0.170 Na,Mo004.2H,0 0.025
FeSO,.7H,0O 0.0278 CuS04.5H,0 0.025
EDTA 0.0373 CoCl,.6H,0 0.025

Diluir en 1 litro de agua destilada

Anexo 4. Solucion extraccion de enzimas pH 7

La solucidn se prepard pesando 5.306 g de fosfato de potasio tribasico (K3PO4.nH,O 0.1
M), 0.0093125 g de EDTA (0.1 mM) y 10 g polivinilpirrolidona (5%) y se afor6 a 250 mL
con agua destilada.

Anexo 5. Contenido de proteinas (Técnica segun Bradford 1976)

A 20 pL del sobrenadante del extracto enzimatico se adicion6 1 mL de reactivo de
Bradford, se mezclé mecanicamente evitando el contacto con la luz y la solucion se torné
de color azul. Se medi6 la absorbancia a 595 nm. Las absorbancias de las muestras se
interpolaron con la curva estandar preparada con diferentes concentraciones de una
solucion de albumina bovina para calcular la concentracion de proteinas.

Reactivo de Brandford: Disolver 100 mg azul de cromassie en 50 mL de etanol al 95%.
Agregar 100 mL de acido fosforico al 85% (w/v) y aforar a 1000 mL con agua destilada.
La concentracion final del reactivo es de 0.01% (w/v) de azul de cromassie, 4.7% (w/v) de
etanol y 8.5% (w/v) de acido fosforico. El reactivo debe tener un color negro, desechar si el

reactivo se torna de color azul.

Doctorado en Ciencias Ambientales 155



Evaluacion fisicoquimica y toxicolégica de un sistema acoplado de electrooxidacién — ozonacién para la remocion de Thiodan® en agua.

Tabla 3A. Curva de calibracion de albdmina sérica bovina para determinacion de proteinas.

mL de la Volumen Volumen Reactivo Abs Abs Abs

solucién il agua deaforo muestra Bradford Curva Curva Curva Promedio DE
destilada
madre (mL) 1 2 3

Concentracion

mg/mL

0.05 0.25 4.75 5 20 1 0.148 0142 0153  0.1477  0.0055
0.1 0.5 4.5 5 20 1 0.234 0238 0231  0.2343  0.0035
0.2 1 4 5 20 1 0.342 0344 0346 03440  0.002
0.3 15 3.5 5 20 1 0.462 0463 0464 04630  0.001
0.4 2 3 5 20 1 0576 0579 058 0.5783  0.0020
0.5 2.5 25 5 20 1 0.608 0696 0701  0.6983  0.0025
0.6 3 2 5 20 1 0773 0768  0.77 0.7703  0.0025
0.7 35 15 5 20 1 0.905 091 0901  0.9053  0.0045
0.8 4 1 5 20 1 0.978 0999 0989  0.9887  0.0105
0.9 4.5 0.5 5 20 1 1.145 1143 1148 11453  0.0025
1 5 0 5 20 1 1233 1245 1.225  1.2333  0.0100
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Fig. 2A Curva de calibracion de albimina sérica bovina.

Anexo 6. Peroxidacion lipidica (Lipox) (método de Buege y Aust 1978).
Se tomaron 0.5 mL del sobrenadante y 1 mL de buffer Tris-HCI pH 7.4. Se calentaron las
muestras en bafio de agua a 37°C durante 30 minutos, posteriormente agregaron 2 mL de

TCA-TBA vy se llevo a ebullicion durante 40 min, las muestras se dejaron enfriar por 15
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min y se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 minutos. Se midié la absorbancia de las
muestras a 535 nm.

Buffer Tris-HCI: se pesaron 0.3152 g de tri(hidroximetil)metilamina (trizma
hydrochloride), se ajusto el pH a 7.4 y se afor6 a 100 ml con agua destilada.

Reactivo TCA-TBA: se pesaron 0.127 g de &cido tiobarbitdrico, 4.0 g de acido

tricloroacético y 165 uL de HCI concentrado y se afor6é a 25 mL con agua desionizada.

Anexo 7. Superoxido dismutasa (SOD) (método de Misra y Friedrich, 1972) con
modificaciones.

Se tomo una alicuota de 500 ul del sobrenadante de extracto de enzimas y se adicionaron 4
mL de agua destilada. Las muestra se sonicaron durante 15 min y posteriormente se
agregaron 2.5 ml de etanol/cloroformo 1:1, se agitaron en el vortex y se centrifugaron a
1500 rpm durante 15 min.

En celda de cuarzo agregaron 150 ul del homogenizado y se adiciond 750 pl se solucion
reguladora de carbonatos (Buffer SOD), inmediatamente se agregaron 600 ul de adrenalina,
se agitd en el vortex y midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 480 nm al tiempo
inicial, a los 30 segundos y a los 5 minutos.

Solucién reguladora de carbonatos (Buffer SOD): se pesaron 420 mg de bicarbonato de
sodio y se aforo en 100 mL (50 mM). Por otro lado, se pesaron 530 mg de carbonato de
sodio y se aforo en 100 mL (50 mM). A 17 mL de bicarbonato y 33 mL de carbonato de
sodio, adicionar 50 uL de EDTA 0.1 mM (se pesaron 0.003725g y se aforé a 100 ml con
agua destilada) y la solucion se ajusté a pH 10.2 con Na,COj3 en polvo.

Solucién de adrenalina: se pesaron 0.1371 g de adrenalina, se adicionaron 2 mL de agua

destilada y se afor6 a 25 mL con acido acético al 0.05%.

Anexo 8. Catalasa (CAT) (método de Hernandez 2005).

Se tomaron 500 pL del sobrenadante del extracto de enzimas y Se adicionaron 4 ml de PBS.
Se sonic6 durante 15 minutos y posteriormente se centrifugé a 2000 rpm por 15 minutos.
Se tomaron 20 uL del sobrenadante, se adicioné 1 mL de buffer de catalasa y 200 uL de
H,0,. En el caso del blanco se colocé agua destilada en lugar de muestra.

Se agitd la muestra en el vortex e inmediatamente después se medio la absorbancia inicial y

a los 60 segundos a una longitud de onda de 240 nm en celdas de cuarzo.
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Reactivo PBS: pesar 8 g de NaCl, 200 mg de KCI, 2.16g de Na,HPO,, 0.24g de KH,POy,,
aforar con agua destilada a 1000 mL.

Buffer de catalasa: 0.3 M de sucrosa, 1.0 mM de HEPES, 5 mM de KH,PQO,, pH ajustado a
7.4. Para 100 mL pesar 10.269 g de sucrosa, 26.029 mg de HEPES y 68 mg de KH,POy,,

ajustar el pH y aforar a 100 mL con agua destilada.

Anexo 9. Bioensayo de toxicidad con semillas de Lactuca sativa L.

En cajas Petri de 9 cm de didmetro se colocé papel filtro con 4 mL de la solucion a evaluar,
cotrol negativo (agua destilada) o el control positivo (ZnSQO,), posteriormente se colocaron
20 semillas de Lactuca sativa L. Las cajas se mantuvieron en una incubadora a temperatura
controlada de 22 + 2°C, durante 120 h, de acuerdo a los protocolos estandarizados #?%. Las
soluciones a evaluar fueron: electrolito soporte (Na;SO4 0.1 M) sin tratamiento (SEWOT),
electrolito soporte (Na;SO4 0.1 M) con tratamiento (SEWT), solucion de Thiodan® sin
tratamiento (STWOT), solucion de Thiodan® con tratamiento (STWT) y una mezcla de
solucién Thiodan® sin tratamiento + electrolito soporte con tratamiento (STWOT +
SEWT), antes y después de ser expuestas con Myriophyllum aquaticum a concentraciones
de 100, 50 y 25%. Después de 5 dias, se calcul6 el % de indice de germinacién (Gl), asi

como el indice de crecimiento relativo (RGI) mediante las ecuaciones 2A y 3A.

GI (%) = 22X555 100 2A)

RLC x GSC
RLS

RGI = — (3A)

donde RLS es la longitud de la radicula en las semillas en las soluciones prueba, RLC es la
longitud de la radicula en las semillas del control, GSS es el numero de semillas
germinadas en las soluciones pruebas y GSC es el nimero de semillas germinadas en el
control. El valor del RGI fue clasificado en tres categorias de acuerdo a los efectos toxicos

observados [230:2311.

1) Inhibicién de la elongacion de laraiz (1): 0 <x < 0.8
2) No se observaron efectos significativos (NSE): 0.8 <x<1.2

3) Estimulacion de la elongacion de la raiz (S): RGI > 1.2
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Anexo 10 Constancias de asistencia a Congresos y Cursos

La Sociedad Mexicana

§uiedad Mexl.ca.na
SR de Electroquimica
Otorga el presente
Reconocimiento

C. Rosales Landeros, C. E. Barrera Diaz, A. Amaya Chavez, G. Roa Morales

Por su participacion en el XX XTI Congreso Nacional de la Sociedad Mexicana de Electroquimica y ;
¢l 9th Meeting of the Mexican Section of the Electrochemical Socicty con ¢l trabajo titulado:

Electrooxidacion de endosulfan en solucién acuosa con electrodos de diamante
dopados con boro.

Dra. Citlalli Gaona Tiburcio

sco Javie igue
Presldente Presidente
Sociedad Mexicana de Electroquimica Comité Organizador
2015 -2017 UANL

Monterrey, Nuevo Leon
Mayo 30 a Junio 03 de 2016

El Centro Conjunto de Investigacion en
Quimica Sustentable UAEM-UNAM

Otorga la presente constancia a:

Claudia Rosales Landeros, Carlos Eduardo Barrera Diaz, Gabriela Roa Morales,
Araceli Amaya Chdvex
Por su participacién en ¢l Simposio laterno 2015 con el cartel:

“EVALUACION DE UN SISTEMA ACOPLADO DE ELECTROOXIDACION-OZONACION Y FITORREMEDIACION
EMPLEANDO Myriophyllum aquaticum PARA LA REMOCION DE ENDOSULFAN EN AGUA"

que se llevo a cabo ¢l dia 22 de enero de 2Q1§

Dr. Bemardo Antonio Frontana Uribe "

%% S axem
= FM:ULYAD DE DUIIMBJ\
)——-” mmmuwmue

Coordinador de Centro ( onjuntoi e 1n ln\esalgacmn e e
Sustentable
UAEM-UNAM

Toluss, Istado de México 0 22 de enero de 2016,

Caretera loluca-Alloconuico Km 14.5, Unidad San Caysiona, Toluca. [staco de México. SR00 Tel (722] 2766810, =t 7602,
Emal: cclgs.coordinocion@holmai.com
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IMCCRE2016

Querétaro, México, June 5-9, 2016

The Organizing Committee of the

IMCCRE-2016
International-Mexican Congress on
Chemical Reaction Engineering

[i-', Certifies that

. C.ROSALES, C. BARRERA-DIAZ,

? R A. AMAYA, G. ROA

P Contributed with the poster paper

ﬁ&aham of a Coupled Systel: Electrooxidation-ezonation for

psulfan in Water

| ‘.,{;:' the Removal of En |
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“\

r@ El Centro Conjunto de Investigacion en Quimica Sustentable
O UABM-UNAM

AP
s
0 ',V]

Otorga la presente

- Constancia
& Cds Lokl Loron

Por su asistencia y participacion en el 2° taller: “Fundamentos o Interpretacion de
&pectmatria de Masas”, llevado a cabo del 1 al 29 de Octubre de 2015 en las
nstalaciones del CCIQS UAEM-UNAM, con una duracitn de 18 horas, en Toluca,

Fstado de México.

Dr. Jorge Pedn Peralta

Director del Instituto de Quimica, UNAM
ardo Antonio Frontanal_!ﬂ!_).em M. en . Lizbeth Triana Cruz
Coordinador del CCIQS UAEM-UNAM Instructora del tafer, CCIQS UAEM-UNAM
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a Better Life... Jf C E:!\I CIIB\?}AGON

Corporacién Analitica Integral S.A. de C.V.
Otorga la Presente Constancia a:

Claudia Rosales Landeros

Por su asistencia al Curso:

OPERACION DE SISTEMA AQUION Y USO DE
SOFTWARE CHROMELEON 7

Con una duracién de 8 horas
Toluca, Estado de México, 30 de Enero, 2017

“ m)
THE BEST WAY

<
utions for
Canltec | ;gonly Life..J CEE,\CJIIJECITAC!ON

Corporacion Analitica Integral S.A. de C.V.

Otorga la Presente Constancia a:

Claudia Rosales Landeros

Por su asistencia al Curso:

OPERACION DE UHPLC VANQUISH Y USO DE
SOFTWARE CHROMELEON 7

Con una duracion de 8 horas
Toluca, Estado de México, 27 de Enero, 2017

FOLIO: APL-CHRO31

1Q. Mariané Martinez Guemero
Ponente
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W\ Equipos para Diagnéstico
§ Analitico, S.A. de C.V.

EDIASA

MODERNWATER

Otorga la presente

CONSTANCIA

de asistencia al SEMINARIO EN

Bioensayo de Toxicidad Ylbrlo fischeri
& MICROTOX

M.C. CLAUDIA ROSALES LANDEROS

Realizado en el Hotel Sevilla Palace en la Ciudad de México, los dias 7 y 8 de diciembre del
afio en curso, impartido por Natalia Rodriguez, Cary Morris y el Ing. Jorge Cassaigne
Mendoza

Naucalpan de Juérez, Edo. De México a 8 de diciembre del 2017

Natalia Ro&riguéz CazMorris

Ventas América Latina Ingenieria de Aplicaciones
Modern Water, Inc. [ Modern Water, Inc.

g. Jorge Cassaigne
Direccién
Equipos para Diagndstico
Analitico, S.A. de C.V.
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