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Resumen

Actualmente, la generacion de residuos por actividades antropogénicas ha generado gran preocupacion a nivel mundial
principalmente debido a que uno de los desafios a nivel mundial es garantizar la calidad del agua de acuerdo con sus usos. Algunos
disruptores endocrinos (4-nonilfenol y bisfenol A) son de los compuestos mas encontrados en cuerpos de agua, representando
impactos potenciales a la salud humana y ambiental debido a que su degradacién es incompleta en plantas tratadoras de agua.
El presente trabajo muestra la sintesis de polimeros de impresién molecular (MIPs) con capacidad de retencion mayor al 90 %
para ambos compuestos. Esto representa un punto de partida para el desarrollo de metodologias aplicables para la remocién de
contaminantes emergentes en cuerpos de agua.

Palabras clave: polimeros de impresién molecular; contaminantes emergentes; disruptor endocrino; 4-nonilfenol; bisfenol A.
Resumo

A producao de residuos por atividades antropogénicas esta a gerar grande preocupacdo em todo o mundo, principalmente
porque um dos desafios mundiais é garantir a qualidade da agua de acordo com seus usos. Alguns disruptores enddcrinos

(4-nonilfenol e Bisfenol A) séo comumente os mais encontrados em cursos de dgua, representando impactos potenciais na satde
humana e ambiental, devido a sua degradacao incompleta em estacdes de tratamento de agua. Este trabalho mostra a sintese de
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polimeros de impressao molecular (MIPs) com capacidade de retencdo superior a 90% para ambos os compostos. Isso representa
um ponto de partida para o desenvolvimento de metodologias apliciveis a remocdo de contaminantes emergentes em cursos de
agua.

Palavras-Chave: polimeros de impressao molecular; contaminantes emergentes; disruptor endécrino; 4-nonilfenol; bisfenol A.
Abstract

The generation of waste from anthropogenic activities has caused great concern worldwide, mainly because one of the
challenges at the global level is to guarantee the quality of water according to its uses. Some endocrine disruptors (4-nonylphenol
and bisphenol A) are some of the compounds that are most commonly found in water bodies and have potential impacts on
human and environmental health due to their incomplete breakdown in water treatment plants. This paper refers to the synthesis
of molecular imprinted polymers (MIPs) with a retention capacity in excess of 90 percent for both compounds. This represents a

starting point for the development of applicable methodologies for the removal of emerging pollutants in water bodies.

Keywords: molecular imprinted polymers; emerging pollutants; endocrine disruptor; 4-nonylphenol; bisphenol A.

INTRODUCCION

En los ultimos afos la aparicion de una gran variedad
de compuestos de origen industrial y antropogénico en
sistemas de agua ha generado gran preocupacion a nivel
mundial. La produccién mundial de sustancias quimicas
sintéticas ha aumentado exponencialmente: entre 1903
y el 2000, la produccién quimica anual aument6 de
1 millén a 400 millones de toneladas y del 2002 al 2011,
mas del 50 % de las sustancias quimicas se clasificaron
como nocivas para el medio ambiente y el 70 % de
estas ocasionan impactos ambientales significativos.
Adicionalmente, en el 2019, 81,8 millones de toneladas
se reportaron como peligrosas para el medio ambiente
y 208,6 millones de toneladas como peligrosas para la
salud'. Actualmente uno de los desafios mdas grandes
a nivel mundial es garantizar la calidad de los recursos
hidricos, dado que diariamente se vierten en los
ecosistemas acudticos desechos industriales, urbanos y
productos utilizados para el consumo humano a través
de las aguas residuales?. Debido a la reciente deteccién y
a las bajas concentraciones (ug L-1, ng L-1) de muchos de
estos compuestos existe una brecha en el conocimiento
de suocurrencia, destino, comportamiento, evaluacion de
riesgos y efectos ecolégicos y humanos?. Estas sustancias
son definidas como “contaminantes emergentes”
que incluyen surfactantes, retardadores de llama,
medicamentos, productos de cuidado personal, aditivos
de gasolina y sus productos de degradacién, biocidas,
pesticidas y varios disruptores endocrinos (DE)*. Los DE
se definen como agentes exégenos que interfieren con la
sintesis, secrecion, transporte, enlaces o eliminacion de
hormonas naturales en el cuerpo que son responsables
del mantenimiento de la homeostasis, reproduccion,
desarrollo y comportamiento®. Estos incluyen estrégenos
naturales, pesticidas organoclorados, alquilfenoles vy
derivados, bifenilos policlorados, plasticos y polimeros
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sintéticos. Entre ellos el 4-nonilfenol (4-NF) y el bisfenol
A (BPA) merecen especial atencién debido a su actividad
estrogénica, su amplia aplicacion, su ubicuidad en el
medio ambiente y su alta produccién mundial®. El 4-NF es
ampliamente utilizado en la fabricacién de detergentes,
emulsionantes, tensoactivos y peliculas para envasado
de alimentos y el BPA se utiliza en policarbonatos, resinas
epoxi utilizadas en biberones y envases de alimentos”.
Todos estos productos son descargados en las plantas
tratadoras de agua, donde son removidos parcialmente a
través de la adsorcién y degradacién bioldgica o quimica.
Sin embargo, estos procesos no resultan en la completa
eliminacién y mineralizacion de los compuestos debido a
que actualmente las plantas tratadoras de agua no estan
disefadas para la degradacién de estos metabolitos®. Por
lo tanto, la via de exposicion de ambos compuestos es
principalmente a través del consumo de agua y comida.
Estudios previos han reportado la presencia de 4-NF
y BFA en leche materna y alimentos'®™, sin embargo,
también es posible la exposicion a través de la inhalacién
de polvos y la absorcién cutanea™.

Debido a las bajas concentraciones encontradas
en cuerpos de agua es necesario un método analitico
adecuado y sacar conclusiones con respecto a su
disposicion y la posible amenaza que esto representa'’.
Por lo general, los métodos tradicionales requieren
pretratamiento de las muestras para reducir las
interferencias de la matriz y mejorar la deteccién de los
compuestos, particularmente los que se encuentran a
niveles traza. Recientemente, la técnica mas utilizada
para la extraccién de contaminantes de muestras liquidas
ambientales es la extraccién en fase solida (SPE), que
permite mediciones relativamente rapidas y faciles's. Por
otro lado, en la ultima década los polimeros de impresion
molecularmente (MIPs) combinados con SPE han atraido
mucha atencion, especialmente en la extraccién de
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trazas de analitos de grandes volumenes de muestras y
matrices complejas debido a su alta estabilidad y bajo
costo™. Los MIPs son materiales sintéticos con sitios
de reconocimiento generados artificialmente, capaces
de unirse especificamente a una molécula objetivo
con preferencia a otros compuestos estrechamente
relacionados. Estos materiales se obtienen mediante la
polimerizacién de monémeros funcionales y reticulados
en torno a una molécula de interés (plantilla), lo que da
lugar a un polimero de red tridimensional altamente
reticulado®. El objetivo de este trabajo es realizar la
sintesis, caracterizacion morfolégica y funcional a un
polimero de impresién molecular para la extraccién en
fase sélida de 4-NF y BPA en muestras de agua.

METODOLOGIA

1. MATERIALES Y METODOS

Los estandares de 4-NF, bisfenol A, reactivos de
polimerizacion, los mondmeros: acido metacrilico (MA),
divinilbenceno (DVB), entrecruzante: dimetacrilato de
etilenglicol (EDGMA), iniciador: azobisisobutironitrilo
(AIBN), alcohol polivinilico (PVA) y lauril sulfato (SDS)
fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Darmstadt,
Alemania). Se utilizaron metanol y tolueno como
disolventes orgénicos adquiridos de Tedia Company Inc.
(Fairfield Ohio, EE.UU.) El agua desionizada fue proveida
por un sistema de agua Milli-Q y el &cido clorhidrico (HCI)
fue suministrados por Merck (Edo. México. México). Las
soluciones para el stock de 4-NF fueron preparadas en
metanol, mientras que las de BPA fueron preparadas
en acetona. Ambas a una concentracién de 100 ug mL"
y almacenadas a 4 °C hasta su uso. La cuantificacion
de 4-NF y BPA se llevd a cabo utilizando un sistema de
cromatografia de gases HP 6890 acoplado a un detector
de espectrometria de masas de impacto HP 5973 de
Agilent Technologies (Santa Clara, CA, EE.UU.) equipado
con una columna HP-5 ms (30 m x 0,25 mm, 0,25 um). Las
condiciones de cromatografia para la deteccién de 4-NF
fueron las siguientes: la temperatura inicial de horno fue
de 80 °C durante un minuto y se increment6 hasta 220 °C
a una velocidad de 10 °C min™, posteriormente se calent6
hasta 250 °C, con una rampa de 20 °C y finalmente,
aumenté a una temperatura de 300 °C con una velocidad
de 10°Cmin". Para la deteccion de BPA las condiciones de
cromatografia fueron las siguientes: la temperatura inicial
del horno fue de 100 °C durante un minuto y se incrementé
hasta 300 °C a una velocidad de 30 °C min”', durante
3,8 minutos, finalmente un incremento de temperatura a
310 °C a una velocidad de 10 °C min’, durante 1 minuto.
En ambos métodos, el gas acarreador fue helio con un
flujo constante de 1,0 mL min™ y el volumen de inyeccion
fue de 10 puL en modo splitless. Los datos se obtuvieron
utilizando el software ChemStation-MSD (Santa Clara, CA,
EE.UU.)

2. Sintesis be Los MIPs Y NIPs

La metodologia para la sintesis de los MIPs y NIPs
para 4-NF y BPA fue acorde al trabajo previo realizado
por nuestro grupo de investigacion?® con ligeras
modificaciones. Los polimeros no impresos (NIPs) se
obtuvieron en todos los casos siguiendo el mismo
procedimiento de sintesis que los MIPs sin la adicién de la
molécula plantilla. En el caso de los MIPs la remocién de
la molécula plantilla se llevé a cabo a través de un sistema
de sonicacién anadiendo una mezcla de metanol/HCl de
0,7 N como solvente para extraer la molécula plantilla.
Finalmente, cada uno de los polimeros obtenidos se
empacd en columnas para su posterior extraccion en fase
solida.

3. CARACTERIZACION MORFOLOGICA

La caracterizacion morfolégica de los polimeros
sintetizados se realizé mediante microscopia electrénica
de barrido (SEM) utilizando un equipo FE-SEM (FEl,
Inspect F50). Los polimeros se analizaron tras su
deposicién en rejillas recubiertas de carbono y el
posterior recubrimiento de oro.

4. ENSAYOS DE RETENCION

Se colocaron 10 mg de polimero en una columna
para extraccion en fase sélida, el cual fue acondicionado
con 4 mL de agua Mili-Q antes de cargar la muestra. La
muestra fue cargada con una solucion de 1 mg L' de
4-NF y BPA, estando en contacto por 10 minutos. Para los
lavados se anadieron 4 mL de agua Milli-Q y se fueron
agregando 2 mL de metanol dejando en contacto por
5 min y dejando eluir por goteo. Este procedimiento se
realizd por triplicado para cada uno de los polimeros.
La elucion proporcioné la recuperacion cuantitativa del
4-NF y BPA especificamente unido y permite seleccionar
el polimero con la mayor tasa de retencién de 4-NF y BPA.

5. ISOTERMAS DE ADSORCION

Con base en los resultados obtenidos, se eligid
el MIP con el mayor valor obtenido para los estudios
posteriores. Se prepararon siete soluciones con diferentes
concentraciones (15, 20, 30, 40, 50, 75, 90, 100 y 200 mg
L") que fueron anadidas a las columnas para la extraccion
en fase solida conteniendo 10 mg de polimero. Estas
diluciones se eligieron para saturar el MIP y obtener
un mejor modelamiento en los modelos matematicos.
El polimero se tuvo en contacto por 10 minutos para
su posterior andlisis. Los datos experimentales fueron
ajustados a los modelos de Langmuir, Freundlich y
Redlich-Peterson para determinar los parametros de la
isoterma de adsorcion.
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El modelo de adsorcion de Langmuir supone que
cada numero fijo de sitios homogéneos sélo puede
adsorberse en la molécula de las muestras (ecuacion 1).

qmkCe

q= che ecuacion 1

Donde g es la capacidad de adsorcién en el equilibrio
(mg g7), k es la constante de equilibrio del adsorbato
(L mg"), g _ es la capacidad de adsorcién en monocapa
(mggly C, es la concentracién del adsorbato en el
equilibrio (mg L™).

La adsorcion no homogénea y reversible del analito
puede describirse mediante la isoterma de Freundlich
(ecuacion 2).

q=kC,*™ ecuacion 2

Donde g es la capacidad de adsorcién en el equilibrio
(mg g7), k es la constante de equilibrio de adsorcién
(Lgh, C, la concentracién del adsorbato en el equilibrio
(mg L "y n la constante exponencial.

La isoterma Redlich-Peterson es una mezcla de las
isotermas de Langmuir y Freundlich. Combina elementos
de ambas ecuaciones, por lo que el mecanismo de
adsorcion es una mezcla y no sigue la monocapa ideal de
adsorcion (ecuacion 3).

aC,

1+ 0CP

ecuacién 3

Donde g es la capacidad de adsorcién en el equilibrio
(mg/qg), a es la constante de la isoterma de Redlich-
Peterson (Lg"), beslaconstante delaisoterma de Redlich-
Peterson (L mg™), B es un exponente que se encuentra
entre 0y 1,y C_es la concentracion del adsorbato en el
equilibrio (mg L).

RESULTADOS Y DISCUSION

Para la sintesis de los polimeros con 4-NF se lograron
sintetizar nueve polimeros (6 MIPs 'y 3 NIPs), mientras que
para BPA se sintetizaron un total de 4 polimeros (4 MIPs
y 1 NIP).

La morfologia de los MIPs y NIPs se evalu6 mediante
microscopia electronica de barrido de superficie,
mostrando diferentes morfologias para cada uno de los
polimeros segun la metodologia de su sintesis. Los MIPs
con plantilla de 4-NF sintetizados por emulsién y en masa
utilizando divinilbenceno como monémero, presentaron
una morfologia aglomerada con una forma no definida
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y un tamano de particula entre 20 y 50 um. Por el
contrario, los NIPs mostraron particulas esféricas con un
tamafo menor a 100 um. En los MIPs sintetizados por
co-precipitacion se observaron particulas individuales
en forma de pastilla menores a 50 um; en cambio, el
NIP presenté particulas aglomeradas con morfologia no
definida (figura 1).

Los MIPs de BPA sintetizados por el método de
emulsién presentaron particulas esféricas aglomeradas
con un rango de tamafo entre 67 y 100 um. EI MIP
sintetizado por el método de masa mostrd particulas
aglomeradas con una morfologia no definida y un
tamano de particula heterogéneo. Asi mismo, el NIP
presentd el mismo tipo de morfologia con un rango de
tamano entre 28 'y 220 um. Por ultimo, el MIP sintetizado
por la metodologia de co-precipitacién presenté una
morfologia de particula de pastilla con un rango de
tamaiio de 100y 180 nm (figura 2).

El efecto de la impresion se evalué en los polimeros
a través de los ensayos de retencién. Los resultados para
los MIPs de 4-NF y BPA presentaron valores superiores al
90 % en todos los métodos de sintesis, mientras que los
NIPs presentaron valores entre el 50 %y 65 % de retencion,
lo que demuestra la alta selectividad del método. Los
MIPS con mayor porcentaje de retenciéon fueron los
seleccionados para su estudio posterior. Para el 4-NF se
utilizaron los MIPs sintetizados por co-precipitaciéon (MC-
AM)y en masa (MB-AM) utilizando dcido metacrilicocomo
mondémero, mientras que para los de BPA se eligieron los
MIPs sintetizados por co-precipitacion (MC-MS), en masa
(MB-MS) y emulsién (ME-MS). Los valores de las isotermas
fueron obtenidos a través de los modelos matematicos
utilizando la funcién Solver de Microsoft Excel. La tabla 1
muestra los parametros para las isotermas de adsorcién
de mayor ajuste para los MIPs de 4-NF y BPA.

Los modelos obtenidos proporcionan informacion
especifica acerca de la superficie del MIP, asi mismo,
permiten conocer como se lleva a cabo el fenédmeno de
adsorcion. El modelo de Langmuir indica que todos los
sitios de unién son equivalentes, que el nimero de sitios
es finito, que la adsorcién tiene lugar en una sola capa y
que no hay interaccién entre las moléculas adsorbidas.
Por el contrario, el modelo de Freundlich se limita a la
concentracion y produce superficies heterogéneas por
fisisorcién; y el modelo de Redlich-Peterson, al ser una
combinacién de los elementos de las ecuaciones de
Langmuir y Freundlich, nos indica que el mecanismo de
adsorcion es una mezcla y no sigue la monocapa ideal de
adsorcion.

La utilidad de los MIPs para la efectiva extraccion del
4-NF y BPA es demostrada junto con ventajas asociadas
como el bajo costo, reversibilidad en la adsorcién y
desorcién, estabilidad térmica, mecénica y quimica.
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Figura 1. a) MIP por emulsién del 4-NF; b) NIP por emulsién del 4-NF; ¢) MIP en masa del 4-NF;
d) NIP en masa del 4-NF; e) MIP de co-precipitacion de 4-NF; f) NIP de co-precipitacion de 4-NF
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Tabla 1. Valores obtenidos de los modelos de mayor ajuste para los MIPs de 4-NF y BPA

Parametros

Redlich-Peterson Paréme:’rl‘ngLgngmuir Para’me;;:;:l.;ngmuir
MB-MS
alLg") 2,79 gm (mgg’) 713 gm(mg g’) 9,73
B(L mg'1) 1 k(L mg") 0,007 k(L mg") 0,33
0,72
_
Parametros Freundlich Parametros Langmuir
MC-MS MB-MS
a (umol g7) 350,7 Nt (umol g7) 277
m 0,8 a(pmolg”) 4
k, (MM") 1394,57 k, (MM") 4
r? 0,80 r? 0,55

Tabla 2. Concentraciones de 4-NF y BPA en diferentes paises

Mexico 4-NF Recreacional 3.05

Mexico 4-NF Agua residual 3.79 1
Mexico 4-NF Agua Potable 248 1
Argentina 4-NF Recreacional 2020.0 2
Argentina 4-NF Agua residual 2550.0 2
Brazil 4-NF Recreacional <LOD 3
Brazil 4-NF Agua potable <LOQ 3
Brazil 4-NF Recreacional <LOD 4
Mexico 4-NF Recreacional <LOD 5
Mexico 4-NF Agua potable <LOD 5
Mexico 4-NF Recreacional <LOD 6
Mexico 4-NF Agua residual <LOD 6
Colombia 4-NF Agua potable <LOD 7
Turquia BPA Agua potable 0.0057 8
Arabia Saudita BPA Agua potable 41.19 9
Francia BPA Agua residual 1.27 10
Francia BPA Agua de grifo 0.025 10
Francia BPA Agua potable 42 10
China BPA Agua potable 0.012 1
China BPA Agua potable 0.08 12
Malasia BPA Agua potable 1.25 13
México BPA Agua de rio 0.9 14
China BPA Agua potable 0.0084 15
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Debido a las bajas concentraciones en que estos
compuestos son encontrados en matrices complejas
en el ambiente la introduccién de técnicas nuevas y
mas sensibles como la aplicacién de MIPs es de vital
importancia.

Actualmente se encuentran concentraciones de
aditivosde microplasticoscomoel4-NFyBPAendiferentes
cuerpos de aguadebidoalaaltayrapidaindustrializacién.
En los ultimos 70 afos se ha incrementado la producciéon
de plasticos de 1,5 millones de toneladas a 367 millones
de toneladas para el 2020*' y se estima que para el
2025 se duplique dicha cantidad y se triplique para el
2050%. Por esta razén es comun la presencia de dichos
contaminantes en cuerpos de agua como se muestra
en la tabla 2. Como consecuencia, efectos adversos en
la salud ambiental han sido encontrados; por ejemplo,
en plantas como en el frijol de mungo (Vigna radiata) la
exposiciéon a 1 000 mg/kg de NF causé necrosisis en las
venas de las hojas; en peces como Orechromis niloticus
y la exposicién a concentraciones de 16 pg/L mostré
alteraciones en las gonadas femeninas®. También se
han descrito efectos en murinos con exposicion oral a
4-NF causa una reduccién de células o6seas, originado
riesgo potencial de enfermedades de hueso como
osteoporosis?*y en humanos, tiene efectos citotdxicos en
células de Sertolli en exposiciones a 20-30 uM por 24 h*
y se bioacumulan en tejido subcutdneo adiposo®. Por
otro lado, el BPA ha sido encontrado en fluido folicular de
mujeres con tejidos infértiles?” y en cordén umbilical de
bebés en Japdn?. Esto es de especial importancia ya que
estudios en animales han mostrado que la exposicion de
BPA en oocitos ha ocasionado detencion meidtica®’ 2% .
Otros efectos comunes por la exposicién a disruptores
endocrinos incluyen alteraciones en el sistema
reproductivo, cambios en los niveles de esteroides,
diabetes, problemas cardiovasculares y comportamiento
neuronal anormal’'33.

El problema de los contaminantes emergentes en
cuerpos de agua es tal que en paises desarrollados
existen regulaciones al respecto, sin embargo, en paises
en vias de desarrollo como lo son los pertenecientes a
América Latina no se cuenta con un marco regulatorio,
ocasionandounusoygeneraciénderesiduosdesmedidos
de productos que contienen estos compuestos. La
presente investigacion ofrece un punto de partida para
establecer una alternativa para el tratamiento de aguas
y la remocién de contaminantes emergentes. Asi mismo,
demuestra la necesidad de la intervencion por parte de
las autoridades para implementar un marco regulatorio
como estrategia para minimizar la generacion de residuos
y potenciales efectos a la salud humana y ambiental.

CONCLUSIONES

El presente estudio muestra la sintesis de MIPs
con una alta capacidad de retencion para 4-NF y BPA
(mayor al 90 %) en condiciones experimentales, lo que
los convierte en un material altamente selectivo para la
adsorcion de dichos compuestos. Los MIPs sintetizados
demostraron una alta capacidad de regeneracién sencilla
con metanol. El presente estudio representa un punto
de partida para trabajos a futuro y para la remocion y
evaluacién de contaminantes emergentes en cuerpos de
agua minimizando los riesgos potenciales asociados a los
precursores y sus productos de degradacion.
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