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RESUMEN

En este estudio, se realizaron experimentos de laboratorio utilizando nueve
coagulantes y floculantes (arcilla roja, montmorillonita, 6xido e hidréxido de calcio,
sulfato de aluminio, quitosano, silice activada, clinoptilolita y policloruro de
aluminio) en tres dosis, con el fin de evaluar y comparar su eficiencia para remover
las células del dinoflagelado téxico Gymnodinium catenatum en tres
concentraciones celulares (1000, 2000 y 3000 cél. mL™). La eficiencia de remocién
se determiné mediante recuento de células. Bajo el criterio de maxima eficiencia
de remocion con la dosis minima, se seleccionaron tres agentes coagulantes y
floculantes combinandose en parejas, para evaluar nuevamente su eficiencia de
remocion. Finalmente se determind la modificacion en la concentracion de las
toxinas, tomando muestras del sobrenadante y del floculo a las 0, 3, 12, 24, 48, 72
y 96 horas utilizando la combinacion binaria de los coagulantes y floculantes mas
efectivos para remover las células del dinoflagelado. Se realizaron mediciones de
temperatura y pH al inicio y al final de los experimentos. La concentracion de
toxinas fue determinada utillizando la prueba ELISA (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). Los valores de eficiencia de remocion mas bajos (<50%)
se obtuvieron con la montmorillonita, arcilla roja, clinoptilolita y silice activada y los
mayores (>50%) resultaron al adicionar el sulfato de aluminio, éxido e hidroxido de
calcio, quitosano y policloruro de aluminio (PAC). En el caso del sulfato de
aluminio y el PAC la eficiencia de remocion decrecio al incrementar el nimero de
células (2000 -3000 cél. mL™) y se observé la formacion de fléculos de baja
densidad. La eficiencia de remocién con las combinaciones (6xido de calcio-
guitosano, hidroxido de calcio-quitosano, 6xido de calcio-hidréxido de calcio) fue
del 95 - 99%. La concentracién mas alta de toxinas (9.9 ng mL™) fue determinada
tres horas después de la adicion de la combinacién seleccionada (6xido de calcio-
guitosano). La concentracion de toxinas en el liquido sobrenadante y en los
floculos no disminuyd significativamente por efecto del tiempo (p=0.4 en ambos

casos) tanto en los tratamientos como en los controles.



ABSTRACT

In this study, laboratory experiments were conducted using nine coagulants and
flocculants (red clay, montmorillonite, calcium oxide, calcium hydroxide, aluminum
sulfate, chitosan, activated silica, clinoptilolite, and polyaluminum chloride) in three
doses, to examine and compare their efficiency to remove the cells of the toxic
dinoflagellate Gymnodinium catenatum (1000, 2000, 3000 cell. mL™). The removal
efficiency was determined by cell count. With the criterion of maximum removal
efficiency obtained with the lowest dose, three coagulants and flocculants were
selected combining in pairs to evaluate its removal efficiency. Finally the toxin
modifications were evaluated in the supernatant and flocs at 0, 3, 12, 24, 48, 72
and 96 hours, using the binary combination of more effective coagulants and
flocculants to remove the dinoflagellate. Temperature and pH values were
measured at the beginning and at the end of the experiments. The toxin
concentration was determined using the ELISA test (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay). The lowest removal efficiencies (<50%) were obtained
with montmorillonite, red clay, clinoptilolite and activated silica and the highest
values (> 50%) were determined adding aluminum sulfate, calcium oxide, calcium
hydroxide, chitosan and polyaluminum chloride (PAC). In the case of aluminum
sulfate and PAC, the removal efficiency declined by increasing the number of cells
(2000 -3000 cell. mL™), and it was observed the formation of low density flocs.
Removal efficiencies with combinations (calcium oxide-chitosan, calcium
hydroxide-chitosan, calcium oxide-calcium hydroxide) were 95 — 99%. The highest
concentration of toxins (9.9 ng mL-1) was determined three hours after the addition
of the selected combination (calcium oxide — chitosan). The toxin concentration in
the supernatant and the flocs were not significantly decreased by time effect (p=0.4

in both cases) in the treatments and controls.



1 INTRODUCCION

El fitoplancton esta constituido por microalgas, las cuales son organismos
fotosintéticos adaptados a pasar una parte o la totalidad de su vida suspendidos
en el mar, lagos, estanques y rios. Las microalgas son los principales productores
primarios en el océano y en aguas interiores y son el alimento de moluscos
bivalvos filtradores, peces planctivoros, larvas de peces y crustaceos (Reynolds,
2006).

Las microalgas pueden incrementar su abundancia y llegar a ser dominantes en la
comunidad plancténica o bentonica, lo que se conoce como florecimiento algal.
Cuando, por diversos factores se presentan elevadas concentraciones de
microalgas, la coloracién del agua puede cambiar a un tono rojizo, comiunmente
denominado marea roja, aunque pueden presentarse otras coloraciones como
verde, marréon, amarillo, azul o lechoso (Hallegraeff, 2002; Anderson, 2003). La
Comision Oceanografica Intergubernamental (COIl), adoptdo el término de
floraciones algales nocivas o florecimientos algales nocivos (FAN), para designar
la aparicion de un grupo heterogéneo de microalgas, que pueden causar efectos
adversos sobre la salud humana, fauna marina y actividades productivas como la
acuicultura y turismo en la zona costera. El término de FAN es utilizado aunque las
concentraciones celulares de las microalgas no sean muy elevadas, siempre y

cuando su aparicion conlleve un efecto nocivo (Reguera, 2002).

Los efectos nocivos que pueden provocar las microalgas durante un florecimiento
algal son: a) muerte de peces por asfixia debido al dafio u obstruccion de las
branquias; b) generacién de condiciones hipoxicas o anodxicas por la respiracion
celular y/o respiracion bacteriana, ya que al morir las microalgas los procesos de
descomposicién agotan el oxigeno del agua, provocando la muerte de peces y de
invertebrados marinos; c¢) produccidon de potentes toxinas que pueden ser
transportadas a través de las redes tréficas, causando intoxicaciones e incluso la

muerte a los seres humanos (principalmente por el consumo de mariscos),



ademads de mortandad de peces, aves marinas y mamiferos pelégicos
(Hallegraeff, 2002; FAO, 2005).

Las estimaciones sugieren que se conocen aproximadamente 5000 especies de
microalgas marinas (Tett y Barton, 1995) de las cuales, alrededor de 110 son
causantes de FAN, 78 pertenecen al grupo de los dinoflagelados y 65 producen
potentes toxinas (Moestrup et al., 2012). De acuerdo a los sintomas observados
en las intoxicaciones humanas, los dinoflagelados pueden ser productores de
toxinas de tipo paralizante, diarreicas, neurotéxicas, azaspiracidos y ciguatoxinas
(Daranas et al., 2011).

El envenenamiento paralizante de los mariscos (EPM) es provocado por toxinas
producidas por dinoflagelados marinos como Alexandrium spp., Gymnodinium
catenatum y Pyrodinium bahamense; es probablemente el mas conocido y de
significancia para la salud publica. Las toxinas paralizantes hidrofilicas son
colectivamente conocidas como saxitoxinas y constituyen una familia de
neurotoxinas solubles en agua, labiles bajo condiciones de pH alcalinos. Son de
las toxinas mas potentes conocidas y hasta ahora se han descrito mas de 57
analogos (Wiese et al., 2010). Su actividad toxica se debe a la inhibicion del
transporte de iones Na" a través de las membranas excitables, interrumpiendo la
transmision de sefiales neuromusculares y causando severos dafios, paralisis y en
casos graves, la muerte. Las saxitoxinas se clasifican en tres grupos de acuerdo a
su potencia toxica (Figura 1), las toxinas decarbamoiladas o decarbamatos poseen
una potencia intermedia entre las toxinas carbamoiladas (altamente toxicas) y las

sulfocarbamoiladas (Zaccaroni y Scaravelli, 2008).



R4= HN \C/G_ Rd= SO " R4=0H
I |
Rl R2 R3 Toxinas Toxinas N- Toxinas
carbamatos sulfocarbamatos decarbamatos

H H H STX B1 dcSTH

H H 030, GTH2 1 dcGTH2
H 080; H GTX3 C2 dcGTH3
OH H H NED B2 (GTXE) dcMED

OH H 030; GTH1 Cc3 dcGTX
OH 030; H GTx4 c4 dcGTX4

Figura 1. Estructura quimica de las toxinas causantes del EPM. Fuentes: Aversano
et al., 2005; Zaccaroni y Scaravelli, 2008.

Debido a los impactos de los florecimientos algales nocivos sobre la salud publica,
los ecosistemas y la economia, actualmente se desarrollan diversas
investigaciones para su manejo, incluyendo estrategias de atencion indirecta que
se focalizan en la prevencion (reduccion de la entrada de nutrientes al ecosistema)
y mitigacion de los impactos (sistemas de alerta temprana y monitoreo de toxinas),
asi como estrategias directas que tratan de eliminar los organismos causantes de
la columna de agua o por lo menos reducir al minimo su proliferacion. Algunos
ejemplos de control directo incluyen el uso de productos alguicidas, la adicion de
arcillas y floculantes quimicos, filtros o pantallas para remover las células y la
adicion de agentes bioldgicos como virus, bacterias o parasitos patégenos que

pueden ser letales para las especies formadoras de FAN (Anderson et al., 2004).



Las microalgas tanto de agua dulce como marina, poseen una carga superficial
negativa, que se atribuye a la presencia de moléculas orgéanicas (aminoacidos,
proteinas, lipidos y carbohidratos) en la superficie de la célula (Yu et al., 1994). En
el control de los FAN, la carga superficial negativa de las microalgas favorece el
uso de coagulantes y floculantes que generan cargas positivas neutralizando la

carga electrostatica de las células algales.

Uno de los métodos mas prometedores para el control de los florecimientos
algales, es el uso de arcillas, cuya capacidad para la remocién de las microalgas
se basa en los procesos de floculacion y sedimentacion. La superficie de las
particulas de arcilla presenta una carga negativa y cuando estas particulas se
dispersan en agua de mar, ocurre una neutralizacion de cargas disminuyendo las
fuerzas repulsivas y predominando las fuerzas de atraccion, por lo cual la repetida
colisién y agregacion conlleva a la formacion de floculos. Los fléculos interactian
con las células algales capturandolas y sedimentando con estas (Sengco et al.,
2001).

Los mecanismos de coagulacién-floculacién son utilizados en el tratamiento de
aguas residuales y agua potable, donde es necesario remover las particulas
coloidales del agua. Dichas particulas se encuentran estabilizadas por cargas
eléctricas negativas sobre su superficie, lo que hace que se repelan entre si,
impidiendo su choque y agregacion con particulas adyacentes, evitando de esta
manera la sedimentacion. La coagulacién es un proceso en el que las particulas
son desestabilizadas mediante la neutralizacion de las fuerzas que las mantienen
separadas, que se logra mediante la adicibn de un coagulante que reduce la
repulsion electrostatica entre las particulas, de modo que puedan aglomerarse, al
adicionar un floculante o si el coagulante también actda como floculante, éste
reune las particulas floculadas en una red, formando puentes de una superficie a
otra, enlazando las particulas individuales en aglomerados (Kemmer y McCallion,
1989; Tchobanoglous y Burton, 1996).



Los coagulantes se clasifican en inorganicos y organicos. Los inorganicos incluyen
la cal, las sales de aluminio y de hierro, estas pueden ser polimerizadas (cloruro
de polialuminio, sulfato y cloruro poliférrico) o simples (sulfato de alimina,
aluminato saddico, cloruro de aluminio, cloruro férrico, sulfato ferroso y férrico). Los
coagulantes organicos a su vez se clasifican de acuerdo a su origen, en naturales
0 sintéticos. Los de origen natural pueden ser extraidos de microorganismos,
plantas, algas o animales, como es el caso de los derivados del almidén, celulosa,
alginatos, goma guar y quitosano. Los de origen sintético son conocidos como
polielectrolitos y pueden ser aniénicos (acido poliacrilico, polimetacrilato, acido
poliglutamico), catidnicos (polietilamina, polivinilamina, polietileniminas) o neutros

(poliacrilamidas) (Aguilar et al., 2002).

Algunos coagulantes pueden actuar al mismo tiempo como floculantes, tal es el
caso del sulfato de aluminio (Alx(SO4).14H,0) que es comunmente utilizado en el
tratamiento de aguas residuales (Kemmer y McCallion, 1989) y el quitosano que
puede actuar como un coagulante primario en aguas con alta turbidez y alcalinidad
y como un floculante para la remocion de particulas coloidales solidas (Laréz,
2006). Este es un biopolimero obtenido de la desacetilacion de la quitina (pérdida
del grupo acetilo y sustitucion del grupo amida del carbono 2, por un grupo amino)
gue es componente estructural de artropodos, anélidos, moluscos y celenterados
(Pastor, 2004); su mecanismo de accion incluye la neutralizacion de cargas de las
particulas, adsorcion y formacion de puentes que conducen a la formacién de
agregados facilmente precipitables. El quitosano es una alternativa en el
tratamiento de agua potable, debido a su baja toxicidad ademas de ser
biodegradable (Renault et al., 2009), posee un uso prometedor en la remocion de
metales pesados en aguas contaminadas (Bassi et al., 2000) y también ha sido
utilizado para remover microalgas marinas, salobres (Morales 1985; Divakaran y
Pillai, 2002) y de agua dulce (Romero y Ferran, 2001; Wang et al., 2012).



2 ANTECEDENTES

Para el control de los FAN se han realizado ensayos experimentales con métodos
biolégicos, fisicos y quimicos. Las técnicas biolégicas se basan en el pastoreo
observado en las poblaciones naturales, asi como en el uso de bacterias y virus
(Secher, 2009). En esta linea de investigacién, Hare et al. (2005) encontraron una
bacteria con la habilidad de controlar el crecimiento y abundancia de
dinoflagelados. Por otro lado, Jeong et al. (2008) utilizaron un protozoo para
reducir la poblacion de Cochlodinium polykrikoides, sugiriendo su uso en areas

pequefias que sean afectadas por florecimientos de este dinoflagelado.

Los métodos fisicos que han sido estudiados, consisten en la generacion de
burbujas que se adhieren a las microalgas haciéndolas flotar para su posterior
colecta, este es el mecanismo de flotacion por aire disuelto (FAD), aunque para
utilizar este método se requiere primero la adicion de un coagulante. Otros
métodos fisicos consisten en el uso de ondas ultrasodnicas y la electrolisis de las
células (Secher, 2009).

En el caso del control quimico, el sulfato de cobre ha sido utilizado por su efecto
alguicida. En 1957 este producto fue esparcido en un area de 41.5 km? en las
costas de Florida para controlar un florecimiento de Gymnodinium breve. Sin
embargo, este método resultdé muy costoso, tuvo un efecto de corta duracion y fue
letal para algunos organismos marinos (Rounsefell y Evans, 1958). Asimismo, el
hidroxido de magnesio, que actia como un alguicida, inhibe el movimiento y
promueve la ruptura y agregacion de células, ha sido usado para controlar las

poblaciones de Cochlodinium polykrikoides (Maeda et al., 2009).

También se han realizado pruebas a escala experimental, con un biosurfactante
aislado de la bacteria Pseudomonas aeruginosa, que con una dosis de 5 pg mL™
provoco la disminucion de la eficiencia de la fotosintesis y de la viabilidad de las

células, mientras que 50 pg mL™ resultaron ser letales para las microalgas



(Gustafson et al., 2009). Lee et al. (2008) utilizaron un biosurfactante soforolipido
aislado de Candida bombicola y combinado con arcilla amarilla, obteniendo el 95%
de remocion de Cochlodinium sp.

En Australia, Estados Unidos, Suecia, Japén y Corea del Sur se han utilizado
arcillas floculantes para el control de FAN. En paises de Asia, las arcillas son
usadas en cultivos de peces, para controlar los florecimientos de Cochlodinium
spp. (Sengco y Anderson, 2004). Asimismo, se han llevado a cabo ensayos
experimentales que indican que la eficiencia de remocion de células depende del
tipo de arcilla y de la dosis utilizada, asi como de la concentracion de las células
algales y de la especie de microalga (Sengco et al.,, 2001). Los resultados de

algunos ensayos se presentan en la Tabla 1.

También se ha utlizado la combinaciéon de sedimentos con coagulantes
floculantes, para remover microalgas marinas y de agua dulce (Pan et al., 2011a).
Por ejemplo, Amphidinium carterae y Chlorella sp. fueron removidos
eficientemente (80%), con la combinacién de arena de silicio, suelo y arena de
playa local modificadas con quitosano y policloruro de aluminio (Pan et al., 2011b),
mientras que la combinacion de sedimentos con cal apagada (Ca(OH),), cal viva
(Ca0), lodos de aluminio y bentonita con zeolita, removieron mas del 70% de C.
polykrikoides (Song et al., 2010). El quitosano ha sido utilizado especialmente para
remover microalgas de agua dulce (Romero y Ferran, 2001; Ahmad, 2011),
aunque también se ha probado su efectividad con especies de aguas salobres

(Divakaran y Pillai, 2002) y marinas (Morales et al., 1985).



Tabla 1. Mitigacion de FAN utilizando arcillas floculantes

Tipo de arcilla

Especies algales

Remocién celular %

Referencias

25 tipos de arcillas y
arcilla loess. Las mas
eficaces fueron la
montmorillonita,
bentonita y arcilla
fosfatica

Arcilla fosfatica

Arcilla amarilla

Arcilla fosfatica+ 5 ppm
de PAC

Arcilla roja, caolin
montmorillonita

Arcilla de bola (ball

clay)

Karenia brevis
Aureococcus

anophagefferens

K. brevis

C. polykrikoides
A. tamarense
Scrippsiella trochoidea

Prymnesium parvum

C. polykrikoides

G. catenatum

P. bahamense
Akashiwo sanguinea
Amphidinium carterae
Pyrophacus horologium
Chattonella marina

Alexandrium sp.

>90% y <40%

58%

78, 84,y 83%

100%

>80% y <50%

99% para P. bahamense

y < 70% para las demas

especies

Sengco et al. (2001)

Pierce et al. (2004)
Sun et al. (2004)

Hagstrém y Graneli
(2005)
Frausto (2009)

Padilla et al. (2010)

Por otro lado, se han realizado experimentos en el laboratorio para estudiar la

capacidad de las arcillas de remover toxinas disueltas gracias a su propiedad de

adsorcion. Esto se ha comprobado con montmorillonita sédica y calcica, caolin,

caolinita, sedimentos marinos y de agua dulce, con los cuales se obtuvo una

remocién mayor al 50% de saxitoxina (Burns et al., 2009).

En otro estudio Hagstrdm y Graneli (2005), utilizaron 4 g L™ de arcilla fosfatica y

PAC (5 ppm) para remover las células y toxinas de P. parvum en cultivos con

diferentes proporciones de nitrégeno y fosforo, obtuvieron el 100% de remocién de

células 72 horas después de la adicién de la arcilla y el PAC. La toxicidad se
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incrementd con la sedimentacion total de las células hacia el final del experimento,
lo cual fue atribuido al estrés fisiolégico. No se detectaron toxinas en los
sedimentos aun cuando mas del 50% de células habian sedimentado, los autores
sugirieron que las toxinas fueron adsorbidas por los sedimentos y degradadas por
las bacterias.

Sengco et al. (2005) determinaron la efectividad de bentonita, ilita y caolin para la
remocion de P. parvum: obtuvieron baja eficiencia de remocion (17.5%, 7.5% y 0%
respectivamente), y ademdas observaron que en cultivos con deficiencia de
nitrégeno la concentracion de toxinas en los fléculos se incrementé a las 2.5

horas, tiempo en el cual ocurrio la sedimentacion de las células.

Lewis et al. (2003), evaluaron la toxicidad de los sedimentos para dos especies de
anfipodos, una especie de pez y camaron en estado larval, al adicionar arcilla
fosfatica combinada con PAC para remover a Karenia brevis, determinando que la
mezcla utilizada no modifica la toxicidad de las células del dinoflagelado, y que la

adicion de arcilla y PAC no redujo la concentracion de las toxinas.

Alrededor del mundo, los FAN se han asociado con impactos en la salud humana
y dafios en los ecosistemas, asi como con pérdidas econémicas en la acuicultura,
pesquerias y turismo. En la costa del Pacifico existe un registro bibliografico de
alrededor de 175 florecimientos algales (Garate et al., 2008), de acuerdo al cual
hasta el afio 2000 se contabilizaban aproximadamente 500 casos de
envenenamiento en humanos, con 20 muertes asociadas a florecimientos toxicos,
asi como numerosos casos de mortandad de peces, aves marinas, mamiferos

marinos y tortugas (Ochoa, 2003).

En el litoral Pacifico de México, todos los casos de intoxicacion y decesos en
humanos, se asocian al consumo de ostras, mejillones o almejas contaminadas
con toxinas paralizantes, producidas por P. bahamense en el sureste de México o

por G. catenatum especialmente en la bahia de Mazatlan, Sinaloa, sitio
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considerado centro de expansion de EPM, a partir del cual las microalgas son

llevadas hacia el sur por la corriente de California (Ochoa et al., 2002).

En la bahia de Mazatlan, desde 1979 se identifico a G. catenatum como causante
de cuatro FAN. En ese afio se registré la muerte de tres individuos por intoxicacion
con toxinas paralizantes (Mee et al., 1986) y en 1988 10 personas sufrieron de
este tipo de intoxicacion (Cortés y Nufez, 1992). Ademas G. catenatum se
encontrd entre las especies causantes de marea roja en los afios 1997 y 2000
(Cortés y Alonso, 1997; Cortés y Gomez, 2001).

Acevedo et al. (2006), realizaron un estudio sobre la presencia de toxinas
paralizantes durante un afio (febrero 2003 a enero 2004), siendo G. catenatum la
especie productora de este tipo de toxinas. En el 2006 (abril-mayo), ocurrieron tres
eventos de marea roja, las principales especies involucradas fueron Chattonella
marina y C. cf. ovata, a las cuales se atribuyd la mortandad de peces en algunas
playas de Sinaloa, mientras que G. catenatum estuvo presente durante este

periodo en bajas concentraciones celulares (Cortés et al., 2006).

Asimismo en el estado de Sinaloa, la camaronicultura se ha visto afectada por los
florecimientos de G. catenatum que han causado la muerte de nauplios y adultos
del camardn blanco Litopenaeus vannamei (Garate et al., 2002; Alonso y Paez,
2003; Alonso et al., 2004). En ensayos de laboratorio, juveniles y adultos de L.
vannamei inyectados con diferentes dosis de toxinas producidas por G.
catenatum, presentaron dafos en tejidos del cerebro y corazén, paralisis en los
pereidpodos, desequilibrio y espasmos abdominales (Pérez et al., 2008). Ademas,
se han encontrado diferencias significativas en la tasa de supervivencia,
porcentaje de alimentacion y aumento de peso en camarones expuestos al
dinoflagelado (Pérez et al., 2009). Pazos (2011) sefialé que el principal medio de
exposicién del camardn a las toxinas paralizantes es la fase disuelta, en la cual se

encuentran las toxinas hidrofilicas producidas por el dinoflagelado.

12



3 JUSTIFICACION ACADEMICA

Se ha evidenciado que los florecimientos algales nocivos se han incrementado en
intensidad, duracion y distribucion geogréfica, durante las ultimas décadas, lo que
ha conducido al desarrollo de estrategias de mitigacién y control algal. Para
dilucidar el mecanismo de accién de las posibles estrategias de control directo se
desarrollan ensayos en el laboratorio, los resultados varian de acuerdo a la
especie de microalga, asi como del agente coagulante y floculante. Gymnodinium
catenatum es un dinoflagelado toxico causante de florecimientos algales nocivos
en el Pacifico Mexicano y afecta las actividades acuicolas en Sinaloa. La presente
investigacion contribuye con informacion sobre la efectividad de agentes
coagulantes y floculantes en la remocion de las células vegetativas y en la
modificacion de la concentracion de toxinas disueltas producidas por G.

catenatum.
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4 HIPOTESIS

Las microalgas poseen una carga eléctrica superficial negativa debido a la
presencia de moléculas organicas en su superficie. Algunos agentes coagulantes
y floculantes actian sobre las particulas cargadas negativamente neutralizando
las fuerzas que las mantienen separadas, favoreciendo su agregacion y
sedimentacién. Por tanto, al aplicar coagulantes y floculantes en un cultivo del
dinoflagelado Gymnodinium catenatum, se espera que estos promuevan Ssu

agregacion y sedimentacion.

Se espera que la sedimentacion de las microalgas promovida por agentes
coagulantes y floculantes provoque un estrés fisioloégico en las células algales, y
gue su respuesta consista en la liberacion de toxinas al medio, por lo cual es de
esperar que al adicionar los coagulantes y floculantes a un cultivo de G. catenatum
se incremente la concentracion de toxinas disueltas en el agua y en los floculos

formados.
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5 OBJETIVOS

General
Evaluar la capacidad de remocion de células vegetativas de Gymnodinium
catenatum y de sus toxinas disueltas con agentes coagulantes y floculantes.

Especificos

Estimar y comparar la eficiencia de remociéon de diferentes concentraciones de
Gymnodinium catenatum mediante la aplicacion de tres dosis de nueve

coagulantes y floculantes.

Evaluar la eficiencia de remocion usando combinaciones binarias de tres

coagulantes y floculantes seleccionados por su eficiencia.

Determinar si la combinacion del coagulante y floculante mas eficiente para
remover las células del dinoflagelado, modifica la concentracion de toxinas
disueltas en el liquido sobrenadante y si existe alguna diferencia con respecto a

los fléculos formados.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Cultivo de Gymnodinium catenatum

La cepa del dinoflagelado (GCMQ-2) usada en este trabajo es nativa de la Bahia
de Mazatlan, se estableci6 a partir de la germinacion de quistes durante un FAN
en el afio 2000 y forma parte del acervo de la Coleccion de Dinoflagelados
Marinos (CODIMAR) del Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S. C.
Para su cultivo se utilizé el medio f/2 (Guillard y Ryther, 1962; Guillard, 1975)
enriquecido con selenio, preparado como se describe en el Apéndice A, usando
agua de mar con una salinidad de 35. Las condiciones de cultivo fueron:

temperatura de 23 a 25 °C y fotoperiodo de luz y oscuridad 12:12 h.

El escalamiento del cultivo se realizé cada catorce dias, iniciando con un inoculo
en recipientes de plastico para cultivo de tejidos de 50 mL. Cuando se obtuvo un
in6culo denso (identificado por el color y turbidez del medio de cultivo), se
transfirido a un matraz de 125 mL, al cual se agregé medio fresco dejando dos
tercios del volumen del matraz con aire. Al obtener nuevamente un in6culo denso,
se transfirid a un matraz de mayor volumen en una proporcion de 50% medio de
cultivo y 50% de inéculo hasta completar un volumen de 4 L. Para realizar los
diferentes experimentos se utiliz6 el cultivo en fase exponencial (dia 14),

determinada a través de la curva de crecimiento del dinoflagelado.

6.2 Compuestos utilizados para la remocion de G. catenatum

Para explorar la eficiencia de remocion de las células de G. catenatum se
utilizaron las dosis referidas en la literatura como eficaces para remover a
diferentes especies de microalgas. Los agentes coagulantes y floculantes
utilizados fueron seleccionados por sus antecedentes en la remocion de
microalgas, por su uso en el tratamiento de aguas y por su disponibilidad (Tabla
2).
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En el Apéndice B se presentan las caracteristicas disponibles de algunos de los

coagulantes y floculantes que se utilizaron.

Tabla 2. Coagulantes y floculantes utilizados para remover a G. catenatum.

No. Coagulantesy floculantes Dosis g Lt Referencia

1 Montmorillonita 15,2.0,25 Frausto (2009)

2 Arcilla roja 15,2.0,25 Frausto (2009)

3 Hidroxido de calcio Ca(OH), 0.8,1.7,2.4 Song et al. (2010)

4 Sulfato de aluminio Aly(SO4)3 0.5,1.0,15 Sengco et al. (2001)

5 Oxido de calcio 0.8,1.6,2.4 Song et al. (2010)

6 Quitosano 2.5x10%,5x10%, 7.5x10* Romero y Ferran (2001)
7 Silice activada 2.5x10°, 5x10°, 7. 5x10°  *

8 Clinoptilolita (zeolita) 0.5,1.0,15 Sengco et al. (2001)

9 Policloruro de aluminio 2.5x107%, 5x107% 7. 5x10%  Sengco et al. (2001)

* No existen antecedentes documentados de su uso para la remocion de microalgas.

6.3 Preparacion de coagulantes y floculantes

Algunos coagulantes y floculantes requirieron un proceso de disolucion previo a su
adicion. En los casos donde no se especifica un tratamiento previo, los agentes

fueron aplicados directamente, en forma solida.

El quitosano fue obtenido por la accion de un medio alcalino concentrado sobre la
quitina a temperaturas superiores a 60 °C (Pastor, 2004) y fue proporcionado por
el Instituto Tecnolégico de Mazatlan. La solucién stock de 10 g L™ de quitosano
fue preparada por disolucién en acido acético 1% (v/v, pH = 3.8), que se mezclé a
150 rpm durante 24 h (Lertsutthiwong et al., 2009). Como parte de su
caracterizacion se obtuvo el porcentaje de grupos amino del quitosano siendo de
44.7 % (Apéndice C), el cual se determind por titulacion potenciométrica,
disolviendo 0.5 g de quitosano en acido clorhidrico 0.3 M, titulando la solucién con

hidroxido de sodio 0.1 M valorada previamente con biftalato de potasio como

17



patrén primario. Se obtuvo una curva de titulacion con dos puntos de inflexion,
cuyos valores se establecieron segun el criterio de la primera derivada, dichos
puntos de inflexion corresponden a la cantidad de &cido requerido para protonar
los grupos amino del quitosano. Ademés se determiné el peso molecular que fue
de 1.5x10° g mol™ obtenido a través del método de viscosimetria utilizando un
viscosimetro capilar de Ostwald. Las concentraciones de quitosano utilizadas
fueron de 1.0x1073, 8.0x10™, 6.6 x10™“, 5.7x10* g mL™ siendo disueltas en una
mezcla de acido acético 0.1 M y cloruro de sodio 0.2 M. Se determiné el tiempo
de caida de la disolucién polimérica y se calculdé el peso molecular promedio
viscoso (Parada et al., 2004).

La calidad del hidroxido y Oxido de calcio, asi como el sulfato de aluminio fue
grado reactivo. El 6xido de silicio grado reactivo fue activado de acuerdo a
Ramirez (2006), con acido sulfarico para obtener la silice activada. El policloruro
de aluminio fue proporcionado por la empresa Nacional Quimica Industrial, con un
contenido de 12.2 - 12.5% de aluminio y densidad de 1.3 g/cm?, se diluy6 en agua

destilada para ser utilizado en los experimentos en las dosis requeridas.

6.4 Experimento de remocion de células con coagulantes y floculantes
individuales

Los experimentos para la remocion de células se realizaron en triplicado, con tres
concentraciones celulares (1000, 2000, 3000 céls. mL™ aproximadamente) usando
como controles, igualmente en triplicado, suspensiones de células en agua de mar
sin coagulantes y floculantes. El procedimiento para el experimento se detalla a

continuacién y se basa en la metodologia descrita por Sengco et al. (2001):

e En recipientes plasticos (Tereftalato de polietilieno, PET) de 110 mL se
adicionaron 100 mL de agua de mar con cada concentracion del
dinoflagelado.

e Se agreg6 el agente coagulante y floculante de acuerdo a las dosis

especificadas en la tabla 2.

18



e Se agito tres veces por inversion.

e Transcurridas 3 horas (tiempo que se consideré necesario para que
ocurriera la coagulacién-floculacién de las células), el liquido sobrenadante
fue cuidadosamente decantado y transferido a recipientes plasticos,
fijandolo con solucion de lugol al 5% (Boltovskoy, 1995). Posteriormente se
determind por triplicado la concentracion celular usando un microscopio
invertido Nikon (Eclipse TS 100) y una cadmara de conteo de células tipo
Sedgewick-Rafter (Sun et al., 2004).

e Para el calculo de la eficiencia de remocion de células se utilizo la siguiente

férmula (Sengco et al., 2001):

R (%)= 100 (1- (CT/CC))
Donde CT y CC son los numeros medios de células presentes en
tratamiento y control respectivamente.

Con el fin de verificar las condiciones en que se desarroll6 el experimento se
realizaron mediciones de temperatura y pH con una sonda multiparametro (YSI
63). Las mediciones se realizaron en los controles y tratamientos al inicio y al final
del experimento. En el caso de los tratamientos se considerd la medida inicial

antes de adicionar a los agentes coagulantes y floculantes.

6.5 Remocion de células con la combinacion de coagulantes y floculantes

Entre los nueve agentes coagulantes y floculantes usados en la primera serie de
pruebas se seleccionaron los tres que dieron los resultados mejores, después de
evaluar mediante una prueba exploratoria la dosis necesaria para obtener la mejor

remocion.

En estos experimentos adicionales se aplico la metodologia del apartado anterior,
aunque en este caso se usaron tubos de ensayo de 70 mL, con 50 mL de agua de
mar y ~3000 céls. mL? del dinoflagelado, adicionando las concentraciones

previstas de cada producto, en duplicado en cada caso.
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Los coagulantes y floculantes seleccionados se combinaron en grupos de dos y se

realizaron pruebas de eficiencia de remocion con el procedimiento descrito en la

seccion anterior, utilizando 3000 cél mL™ y cinco repeticiones. Finalmente, con los

resultados de estas pruebas se eligio la combinacion que presenté la mayor

eficiencia de remocioén.

6.6 Remocion de toxinas paralizantes

La prueba para determinar la remocion de toxinas, con la combinacion que dio el

mejor resultado de remocion de células, se realiz6 de acuerdo al procedimiento

descrito a continuacion:

Se usaron recipientes de tereftalato de polietiieno de 110 mL con 100 mL de
agua de mar adicionados con la concentracion correspondiente de
dinoflagelados (3000 cél mL™), en cinco repeticiones.

Después de obtener una muestra para determinar la concentracion inicial
de toxinas, se adiciondé la combinacion de coagulante y floculante
designada a traveés de las pruebas anteriores. Se utilizaron como controles
igualmente con cinco repeticiones, suspensiones de células en agua de mar
sin la adicion de coagulantes y floculantes.

La duracién del experimento fue de 96 horas, y las muestras para los
analisis de toxinas presentes en el liquido sobrenadante y el fl6culo
producido se colectaron después de 0, 3, 12, 24, 48, 72 y 96 horas desde el
inicio de esta serie de experimentos. La separacion de las fases de
sobrenadante y floculo tanto en tratamientos como controles se determiné
de forma visual correspondiendo aproximadamente a 60 ml para el

sobrenadante y 40 ml para los fléculos.
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6.7 Analisis de toxinas paralizantes

Las toxinas presentes en el liquido sobrenadante y en los fl6culos sedimentados
fueron analizadas después de separar cada fase por decantacién, que se preservo
en congelacion (-15 °C). La concentracion de toxinas presentes en cada fase se
determind con la prueba ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay),
utilizando muestras compuestas, las cuales se formaron agrupando cinco
muestras de manera proporcional, obteniendo un volumen final de 300 puL. Para
este analisis se trabajé con una dilucién de 1:500 y la metodologia en la prueba
ELISA fue la indicada por el fabricante (Abraxis LLC, Estados Unidos, Lote No.
1138140, caducidad agosto/2012) que brevemente consiste en la secuencia

siguiente:

En los pocillos de la placa ELISA se adicionaron en triplicado 50 pL de seis
soluciones estandar de saxitoxina para agua de mar (0, 0.02, 0.05, 0.10, 0.20,
0.40 ng mL™) o de la muestra correspondiente (sobrenadante o fléculo), en este
caso, con dos repeticiones. Posteriormente se agregd la misma cantidad de
enzima conjugada y de solucion anticuerpo, los pocillos fueron cubiertos con
parafiim y el contenido se mezcl6 con movimientos circulares rapidos,
incubandose por 30 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se realizaron
cuatro lavados de los pocillos utilizando 300 pL de solucion buffer de lavado, se
afiadieron a cada uno 100 pL de solucién substrato y se incubd nuevamente por

30 minutos en la oscuridad, antes de agregar la solucion stop (100 pL).

Finalmente en un lector de placa ELISA (Bio-Teck Instruments EL307C) se midio
la absorbancia a 450 nm. La cuantificacion de las toxinas se basoé en las curvas de
calibracion de la relacion entre la absorbancia relativa y la concentracion de
toxinas usando los seis estandares incluidos en la prueba ELISA. El limite de
deteccién para saxitoxina fue de 0.015 ng mL> La reactividad cruzada
determinada por el fabricante fue para STX (100%), decarbamoil STX (29%), GTX
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2, 3 (23%), GTX 5 (23%), Sulfo GTX 1, 2 (2.0%), decarbamoil GTX 2, 3 (1.4%),
NeoSTX (1.3%), decarbamoil NeoSTX (0.6%), GTX 1, 4 (<0.2%).

6.8 Analisis estadistico

A continuacion se describe el analisis estadistico que se realiz6 de acuerdo a cada

una de las fases de experimentos:

1) Para determinar diferencias significativas en la eficiencia de remocion del
dinoflagelado, de acuerdo a los resultados de la primera serie de pruebas con
tres dosis de nueve coagulantes y floculantes aplicados en forma individual con
tres concentraciones celulares, se realizaron analisis de varianza de una via sin
repeticiones (ANDEVA) o la prueba no paramétrica Kruskal — Wallis, ademas de
realizar las pruebas de comparaciones multiples de Tukey y Dunn

respectivamente (Zar, 1999).

2) La eficiencia de remocion de células con tres agentes coagulantes y floculantes
combinados por parejas se comparo6 con la prueba no paramétrica de Kruskal —

Wallis, y con la prueba de comparaciones multiples de Dunn.

3) La remocién de toxinas en un periodo de 96 horas utilizando la mejor
combinacion de coagulante-floculante se comparé con la determinada en las
muestras control, mediante pruebas de analisis de covarianza (ANCOVA) (Zar,
1999) para detectar diferencias en la concentracion de toxinas de los
tratamientos y controles, con respecto al tiempo. Las comparaciones se

realizaron entre las fases (sobrenadante/floculo).

Ademas, se llevaron a cabo analisis de varianza (ANDEVA) o la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis, para determinar diferencias significativas en el pH
gue fue la variable que se modificé al aplicar los coagulantes y floculantes, las

comparaciones se realizaron al inicio y final de los experimentos, asi como entre
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los controles y tratamientos. Todas las pruebas se realizaron con un nivel de

significancia a = 0.05 (Ferran, 2001).
Los paquetes computacionales utilizados fueron el programa EXCEL (v.2007,

Microsoft Office), Sigma Plot 11 (Systat Software, Alemania 2008) y Statistica 7.0
(StatSoft, Tulsa, 2004).
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Remocion de células de G. catenatum con los coagulantes y floculantes
individuales

Los coagulantes y floculantes que presentaron una baja eficiencia de remocién de
células (< 50%) fueron la montmorillonita, arcilla roja, clinoptilolita y silice activada
(Tabla 3), y no se detectaron diferencias significativas en la remocion obtenida con
diferentes concentraciones celulares o con diferentes dosis de aplicacion. Estos
resultados difieren de los registrados por varios autores con diferentes tipos de
arcillas y especies de microalgas (Padilla et al., 2010; Pierce et al., 2004; Sengco y
Anderson, 2004; Sun et al., 2004; Sengco et al., 2001), aunque coinciden con la
eficiencia de remocion de G. catenatum encontrada por Frausto (2009) quien

utilizé dosis de 0.25 a 0.75 g L™ de montmorillonita, arcilla roja y de caolin.

En condiciones acidas (pH=5) Yu et al. (1994) obtuvieron una elevada remocion
de los dinoflagelados Prorocentrum minimum Yy Noctiluca scintillans con
montmorillonita, mientras que a pH basico (>8.6) la eficiencia de remocion se
redujo en el caso de P. minimum, posiblemente debido a la disminucion de las
cargas negativas producidas por los OH" en la superficie de la arcilla. En el caso
de N. scintillans la remocion aument6 a pH de 8.6 a 10, lo cual fue atribuido a que
el incremento en el pH pudo tener efectos sobre los iones Mg*?, Ca*?, Al*® de las
arcillas. A un valor de pH similar al de este estudio (8.1), estos autores obtuvieron
eficiencias de remocion aproximadamente del 55%. Como resultado de este
estudio, Yu et al. (1994) concluyeron que la montmorillonita es mas eficiente con
diatomeas que con dinoflagelados, debido a las caracteristicas de las células,
como la formacién de colonias, mayor area especifica y secrecion de sustancias
mucilaginosas. Sin embargo Sengco et al. (2001) removieron eficientemente al
dinoflagelado Karenia brevis con montmorillonita, bentonita y arcilla fosfatica (90%
de eficiencia de remocion). Las diferencias en la eficiencia de remocion de
microalgas con arcillas minerales registrada por diferentes autores puede ser

explicada, por factores relacionados con las caracteristicas de la arcilla, como su
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forma, densidad, &rea superficial, composicién quimica y dosis (Yu et al., 1994).
Ademas, influyen la concentracion célular y las caracteristicas de las células
microalgales como su diametro, morfologia, area superficial especifica, presencia
de estructuras para movimiento y mantenimiento en la columna de agua (cuernos,
setas u otras proyecciones en la superficie celular), la formaciéon de colonias y
polimeros secretados por las microalgas (Avnimelech et al., 1982; Yu et al., 1994;
Sengco et al., 2001).

Es por esto que Sengco et al. (2005) destacan que cada sistema arcilla — alga, es
unico y por ello debe ser abordado de forma individual, ya que la respuesta de las
células a la aplicacion de arcillas puede variar de acuerdo a la especie y a la
arcilla. En este sentido, Burkholder (1992) sefiala que Gymnodinium spp. produce
grandes cantidades de mucus como mecanismo de defensa a elevadas
concentraciones de limo y arcilla. Por otra parte, Avnimelech et al. (1982) y Yu et
al. (1994) mencionan gue ciertos polimeros secretados por las microalgas pueden
contribuir a su agregacion con las arcillas. Durante el cultivo de G. catenatum se
observo la produccién de mucus que, de acuerdo a lo mencionado por Burkholder
(1992), podria relacionarse con la baja eficiencia de remocién de células obtenida

con las arcillas utilizadas.

La menor eficiencia de remocion se obtuvo con la clinoptilolita utilizando 2000 céls.
mL™ (-4.626.6%) y 3000 céls. mL™ (-6.9+8.8%). Los valores negativos son debido
a la desviacion estandar de los conteos, asi como por la estabilizacion de las
células, ya que el uso del aluminosilicato mantiene a los organismos mas tiempo
en suspension, en lugar de promover su remocion por floculacion y sedimentacién
(Sengco et al., 2001; Sengco et al., 2005).

Otros autores sefalaron bajas remociones con las zeolitas, las cuales son usadas
en el tratamiento de aguas por sus propiedades de intercambio iénico (Ouki y
Kavannagh, 1999). Sengco et al. (2001) obtuvieron el 20% de remocién de K.

brevis y Shuang et al. (2011) removieron el 30% de células de Microcystis
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aeruginosa utilizando zeolita artificial. De acuerdo a lo observado en esta
investigacion, la clinoptilolita fue ineficiente para remover las células de G.
catenatum. Esta baja remocion puede atribuirse a la produccién de mucus como

mecanismo de defensa (Burkholder, 1992).

No se encontraron referencias sobre el uso de la silice activada para la remocién
de microalgas, aunque Gomella y Guerree (1977) sefialan que este agente es
efectivo en aguas con pH cercano o inferior a 7, cuando la concentracion de
materia organica es elevada. La silice activada actia por adsorcion y es utilizada
para fortalecer la estructura de los fléculos, por ello es necesario un coagulante
inorganico ademas de la silice, ya que esta solamente actia como un floculante,
cuyo papel es la creaciéon de puentes de una superficie a otra, enlazando las
particulas individuales en agregados (Kemmer y McCallion, 1989). Sengco et al.
(2001) indican que para incrementar la tasa de floculacion, es necesario
incrementar el contacto entre particulas mediante mezclado o agitacion. Es
probable que en condiciones experimentales la remocion de G. catenatum
adicionando silice activada pueda ser mejorada agregando un agente coagulante

y manteniendo una agitacion continua.
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Tabla 3. Porcentajes de remocion de células de G. catenatum (R) con los
agentes coagulantes y floculantes menos eficientes (<50%).

Coagulante Arcilla roja Montmorillonita Clinoptilolita  Silice activada
floculante/Céls. mL™*  Dosis R DE. R DE. R DE. R DE.
1 11.6 9.0 5.1 4.1 7.4 1.5 -6.4 43.1
~ 1000 + 203 2 -8.4 8.1 3.2 9.4 3.9 19.6  16.7 6.3
3 39.6 6.8 5.4 3.6 17.0 10.7 10.6 14.9
1 -2.8 4.1 -6.1 9.1 -1.9 8.3 -1.5 5.3
~ 2000 =512 2 -3.9 7.8 7.2 13.7 0.1 15.7 12.6 5.2
3 6.4 2.7 15.0 5.2 -121 113 191 3.8
1 23.9 5.5 19.4 5.4 -135 1.2 -4.7 17.1
~ 3000 +370 2 7.4 7.6 10.1 4.2 -10.2 3.3 -6.7 3.2
3 8.6 9.7 15.1 5.7 3.1 5.1 15.7 15.3

DE: Desviacién estandar

Por otro lado, los mayores valores de eficiencia de remocion de células (R >50%)
se obtuvieron adicionando sulfato de aluminio, 6xido de calcio, hidroxido de calcio,
guitosano y policloruro de aluminio (PAC) (Figuras 2). Se observaron diferencias
significativas en la remocion obtenida con el PAC, 6xido de calcio e hidroxido de
calcio (p= <0.001).

Se obtuvieron eficiencias elevadas de remocion con las tres concentraciones
celulares empleadas (91% -100%), incluso con la dosis mas baja de Oxido e
hidréxido de calcio (0.8 g L™). Estos agentes, combinados en dosis bajas (~ 1.4 -
2.1x10™ g L™) con sedimentos locales fueron utilizados por Song et al. (2010) para
remover a Cochlodinium polykrikoides en dos éareas de Corea del Sur con

porcentajes de remocion superiores al 70%.

El hidroxido de calcio, es también utilizado para incrementar el pH, induciendo a
un tipo de floculacidbn quimica, conocido como autofloculacién aunque, este
término es erréneo, ya que el incremento en el pH no esta relacionado con
cambios en las propiedades de las células de las microalgas (Vandamme et al.,
2012).
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El probable mecanismo de floculacion ocurrido al aplicar el hidréxido de calcio y el
oxido de calcio al cultivo de G. catenatum, consistio en la formacion de especies
quimicas que indujeron a la neutralizacion de las cargas negativas superficiales
presentes en las células. En presencia de exceso de iones calcio, se forma el
fosfato de calcio que estd positivamente cargado (Sukenik y Shelef, 1984),
ademas puede formarse hidréxido de magnesio (brucita), el magnesio pueden ser
remplazados por elementos como hierro y aluminio, resultando un cristal cargado
positivamente, causando desestabilizacion y la subsecuente floculacion. Sin
embargo el tipo de especies quimicas formadas en estos procesos va depender
de la cantidad de fosforo y magnesio presente en el agua (Vandamme et al.,
2012).

En el caso del PAC se encontr6 que la eficiencia de remocion decrece
significativamente al incrementar el nimero de células (p=0.028). Con 3000 céls.
mL*, se observé una marcada disminucion de la eficiencia de remocién, con
valores de 56.0 + 21.0, 33.3 + 35.1y 24.2 + 31.2 para las dosis de 2.5x10?, 5x10?,
7.5x10% g L' respectivamente (Figura 2C). La baja remocién obtenida
incrementando la concentracion de células, puede estar relacionada a que los
grupos cargados positivamente del PAC se saturan debido al incremento de
particulas en el medio, ademas la elevada fuerza i6nica del agua de mar provoca
un enmascaramiento de los grupos que facilitan la coagulacién de las particulas
(Bilanovic et al., 1988). La baja remocion obtenida coincide con lo indicado por
Sengco et al. (2001) quienes demostraron que este agente coagulante en dosis
bajas (5 ppm) y combinado con arcillas, favorece la formacion de puentes entre la
superficie de las particulas, reduciendo la cantidad de arcilla adicionada, sin
embargo, obtuvieron bajas remociones cuando lo emplearon de forma individual

con K. brevis y A. annophagefferens (£ 49% y 10%).

Asimismo, se observd que tanto el policloruro de aluminio como el sulfato de

aluminio, produjeron fléculos de baja densidad, que se mantuvieron en la columna
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de agua sin sedimentar; esta también fue la causa de que en los conteos de
células se obtuvieran desviaciones estandar mas grandes que con los demas

coagulantes floculantes.

En este estudio, con el sulfato de aluminio se obtuvo elevado porcentaje de
remocién de G. catenatum en la concentracién de 1000 céls. mL™ (99.1 +0.6% -
100.0%z+0.0), sin embargo para obtener eficiencias de remocion similares (89.6 +
0.7% al 99.5 + 0.7%) con 2000 y 3000 céls. L™ se requiri6 una dosis mayor de
dicho coagulante-floculante (1.5 g L™).

Los procesos que probablemente permitieron la sedimentacion de las células
fueron la adsorcion e inmersion en el precipitado de AI(OH); que es una de las
especies quimicas formada por la hidrolisis del sulfato de aluminio y que se
encarga de atrapar a las particulas coloidales para su posterior sedimentacion
(Hossain, 1996), esto de acuerdo al pH inicial en los experimentos realizados con
G. catenatum (8.5). En el caso del PAC, Duan y Gregory (2003) mencionan que
este producto contiene formas pre-hidrolizadas de aluminio como el Al;304(OH)24"*
0 Alj3 que intervienen en la coagulacion floculacion de las particulas coloidales con
los mecanismos similares a los que ocurren utilizando el sulfato de aluminio,
aunque también sefialan que se requiere mayor investigacion para comprender la

accion del PAC como agente coagulante y floculante.

La salinidad inhibe la actividad de floculacion del sulfato de aluminio, debido a la
elevada fuerza ionica del agua de mar, lo anterior fue evidenciado por Sukenik et
al. (1988) que emplearon especies de agua dulce y marina con sulfato de aluminio
y otros agentes coagulantes y floculantes, encontrando que las dosis empleadas
para remover las microalgas marinas superan las utilizadas con las especies
dulceacuicolas. En efecto, Sengco et al. (2001) utilizando especies marinas (K.
brevis y A. annophagefferens) obtuvieron baja eficiencia de remocion de células
(<49% y 10%) con dosis de 0.001a1gL™
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Edzwald (1993) sefala que las algas son naturalmente flotantes y por lo tanto
forman fléculos de baja densidad, por ello el mecanismo de flotacién con aire
disuelto (FAD) es mas efectivo que la precipitacién, y puede ser Gtil también para
remover los fléculos producidos con sulfato de aluminio (Gross et al., 1996). Por
ejemplo Henderson et al. (2010) emplearon sulfato de aluminio y utilizaron el
mecanismo de FAD con microalgas de agua dulce (M. aeruginosa, Chlorella
vulgaris, Asterionella formosa y Melosira sp.), obteniendo una remocion elevada
de células (94.8% al 99.7%). Durante los experimentos con G. catenatum se
observé que cuando se aplico sulfato de aluminio con las densidades de 2000 y
3000 céls. mL™ se formaron fléculos que se mantuvieron en la superficie,
provocando una baja precipitacion de células, especialmente con las dosis de 0.5
y 1.0 g L™ (eficiencia de remocién= ~50%), que coincide con lo mencionado por
Edzwald (1993).

Las dosis de 25, 50 y 75 mg L™ de quitosano dieron eficiencias de remocién del
53% - 100%. Se detectaron diferencias significativas de remocion (p=0.006), ya
gue al incrementar la dosis de aplicacion aumento la eficiencia de remocién. Se ha
identificado que el tratamiento del quitosano con acidos como el acido acético,
produce que los grupos amino de la estructura del quitosano sean protonados,
permitiendo que ocurra la neutralizacion de cargas que desestabiliza a las
particulas con carga superficial negativa, como es el caso de las microalgas.
Ademas el quitosano forma grandes agregados adsorbiendo las particulas en su
superficie (formacion de puentes), removiéndolas por sedimentacion (Renault et
al., 2009; Ahmad, 2011).

Este producto ha sido utilizado para la remocién de microalgas de agua dulce
como Chlorella sp., Microcystis aeruginosa, Oscillatoria sp. y Spirulina sp.
(Romero y Ferran, 2001; Divakaran y Pillai, 2002; Ahmad, 2011; Wang et al.,
2012). Lertsutthinwong et al. (2009) destacan que la remocién de microalgas con
quitosano es favorecida en condiciones neutras y alcalinas ya que obtuvieron

mejor remocion de Chaetoceros gracilis (85 %) ajustando el pH entre 7 y 9 con 40
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mg L™, mientras que a pH de 5y con 20 mg L™, la remocién disminuye (45 %). Por
ello la eficacia del quitosano esté relacionada con el pH y con la dosis de polimero
adicionada. En esta investigacion se trabaj6 con pH alcalino de 8.5 que se

encuentra en el intervalo de pH en el cual actta el quitosano.

Algunos autores difieren sobre la eficiencia del quitosano con microalgas marinas.
Por un lado, Sukenik et al. (1988), mencionan que la salinidad inhibe la floculacién,
mientras que Lubian (1989), quien emple6 de 40 — 80 mg L™ de quitosano y
removio eficientemente (75%) a 8 de 11 especies de microalgas marinas
ajustando el pH, destaca que aunque la elevada fuerza i6nica produce un colapso
parcial entre las cadenas de quitosano, disminuyendo la interaccion con las
células, el reajuste del pH a 8 luego de adicionar el quitosano, es una estrategia

simple y eficiente para mejorar la floculacion.
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Figura 2. Porcentajes de remocién de células de G. catenatum (1000 céls.

mL™) con los agentes mas eficientes (>50%). A) 1000 céls. mL™, B) 2000 céls.

mL™, C) 3000 céls. mL™ (Promedio ® Desviacién estandar 1)
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7.2 Temperatura y pH registrados durante el experimento de remocion
con coagulantes y floculantes individuales

El intervalo de temperatura durante el experimento fue de 23.5 + 0.5 °C — 27.3
0.8 °C al inicio y de 22.6 + 0.6 °C - 27.0 £ 1.4 °C al finalizar las tres horas de

duracion de los experimentos (Tabla 4).

En el pH final del experimento se encontraron algunas diferencias (p=<0.001)
entre los controles y tratamientos con quitosano, sulfato de aluminio, éxido e
hidréxido de calcio. Con 6xido e hidroxido de calcio aumentdé el pH, mientras que
disminuy6 con el sulfato de aluminio y con el quitosano. Estas diferencias se
explican por la hidratacion del ion aluminio (AlI*®) que puede reaccionar formando
especies por hidrolisis (hidroxicomplejos). La hidrolisis libera iones H*, que
provoca una disminucion en el pH (Hossain, 1996). En el caso del quitosano, la

disminucién fue causada por el bajo pH (3.8) de la solucion stock.

Tabla 4. Temperatura y pH registrados durante los experimentos de
remocion de células de G. catenatum.

Temperatura pH
am bierxglr/i?ct));ulante Controles Tratamientos Controles Tratamientos
y floculante Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final

Clinoptilolita 23.7+0.6 248+04 23.7+06 248+03 83+01 82+01 83+01 8.1+0.2
Quitosano 240+04 226+06 240+04 227+06 84+01 85+02 84+01 7.0+0.6
PAC 247+0.7 255+09 247+0.7 254+09 86+01 85+01 85+02 8.2+0.1
Silice Activada 235+05 248+03 236+05 247+04 87+01 87+01 87+01 8.7+0.2
Arcilla roja 25.8+05 241+09 256+03 24.0+08 82+02 82+01 82+02 8.0+0.1
Montmorillonita 27.3+0.8 269+13 270+06 264+13 81+02 82+01 81+02 8.1+0.1
Hidroxido de Calcio 26.8+0.7 27.0+1.4 269+0.7 269+14 81+02 84+01 8102 94z+0.1
Oxido de Calcio 249+05 263+12 248+05 265+09 86+01 87+01 85+02 9.8+0.1
Sulfato de Aluminio 23.6+0.5 23.4+04 248+05 265+04 85+ 01 82%+01 85%+01 45%04
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7.3 Eficiencia de remocion de células de G. catenatum con la combinacion
de los coagulantes y floculantes

El 6xido e hidroxido de calcio, presentaron elevada remocion de células (100%)
incluso con la dosis adicionada mas baja (0.7 g L™). Por ello se evalué la eficiencia
de remocién de células con dosis de 0.1 a 0.6 g L™ (Figuras 3 y 4) y se determin6
que la remocién fue superior al 90% con 0.3 g L™ que es la concentracion usada

en la segunda fase de este trabajo.

El quitosano presenté elevada remocién de G. catenatum con 7.5 x102 g L*
mientras que la dosis de sulfato de aluminio necesaria para obtener la mayor
remocion fue 1.5 g L™, Por otra parte, esta dosis, provocé una disminucién del pH
y ademas produjo fléculos de baja densidad. Por lo anterior, se eligi6 para los

tratamientos con combinaciones la dosis de 7.5 x10? g L™ de quitosano.
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Figura 3. Eficiencia de remocién de células de G. catenatum con dosis de 0.1
a 0.7 g L' de hidroxido de calcio.
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Figura 4. Eficiencia de remociodn de células de G. catenatum con dosis de 0.1
a0.7 g L' de 6xido de calcio.

En la Figura 5 se muestran los resultados obtenidos con las combinaciones
binarias de 6xido de calcio, hidroxido de calcio y quitosano. Con la combinacion de
oxido e hidroxido de calcio se obtuvo en promedio 99.0 = 1.4 % de remocion que
fue significativamente mayor (p = 0.046) de las obtenidas con las combinaciones

oxido de calcio + quitosano e hidroxido de calcio + quitosano.
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Figura 5. Eficiencia de remocién de células de G. catenatum (3000 cél. mL™),
utilizando coagulantes y floculantes combinados.
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7.4 Temperatura y pH durante el experimento de remocion con
coagulantes y floculantes combinados

La temperatura en el experimento con coagulantes y floculantes combinados vario
de 23.5+0.1 °C - 23.7+0.3 °C al inicio y 24.2+0.2 °C - 24.8 +.03 °C al final (Tabla
5). En relacion al pH registrado se detectaron diferencias significativas (p=<0.001)
con la combinaciéon de Ca(OH), + CaO y Ca(OH), + quitosano en relacion a la
combinacién de CaO + quitosano. En las combinaciones donde se adicioné el
hidréxido de calcio se observo el valor mayor de pH, de 9.5.

Tabla 5. Temperatura y pH registrados durante el experimento de remocién
de células de G. catenatum con coagulantes y floculantes combinados.

Combinacion del Temperatura (°C) PH
coagulante
floculante Controles Tratamientos Controles Tratamientos
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
CaO+Ca(OH),

23.620.1 24.8+.03 23.7+0.2 24.2+0.2 8.6+0.1 8.7+0.04 8.6+0.02 9.5+0.1
CaO+quitosan0 535,01 24.3+0.3 23.5+0.05 24.4+0.1 8.6+0.06 8.7+0.03 8.6+0.02 9.2+0.06

Ca(OH).*+quitosano 536,01 23.9+0.4 23.7+0.3 245:05 8.6+01 87+0.04 8.6+002 9.5+0.1

7.5 Seleccion de la combinacion de coagulante y floculante para el
experimento de remocion de toxinas paralizantes.

En los dos tratamientos con hidroxido de calcio, se observo la formacion de un
floculo mas voluminoso, que dificultd la separacién de sobrenadante y floculo y
ademas se observd un mayor cambio de pH. Por lo cual la combinacién éxido de
calcio + quitosano fue el tratamiento seleccionado para determinar la remocion de

toxinas en el ensayo de 96 horas.

7.6 Remocion de toxinas

La concentracién de saxitoxinas detectada en el cultivo de G. catenatum (3000

céls. mL™) a través de la prueba ELISA fue de 23.2 ng mL™, lo que difiere de los
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0.408 a 47.7 ng mL™ de saxitoxina intracelular y 24 a 132 ng mL™ extracelular
detectados por Reis et al. (2010) durante un florecimiento algal de G. catenatum
(24,500 céls. L™ ocurrido en la costa de Portugal. La diferencia en la
concentracion de toxina puede estar en funcion de la cepa, de la fase de
crecimiento en que se encuentre el cultivo o el tiempo de permanencia del

florecimiento algal.

En los controles se observé que la concentracion de toxinas tuvo una tendencia a
incrementar a través del tiempo en las fases de sobrenadante (cero horas =1.1 *
0.1 ng mL™?, 96 horas=3.0+ 0.6 ng mL™) y fléculo (cero horas= 0.5 + 0.6 ng mL™,
96 horas= 4.4 + 0.09 ng mL™). Detectandose diferencias significativas en relacion
al tiempo (F . 5= 41.7, p=0.00, R? 4ustada= 0.53, Concentracion de toxinas= 0.319 +
(0.0279 * tiempo transcurrido (h)).

En los controles a las 96 horas la mayor cantidad de toxinas se presento en el
liquido sobrenadante y floculos (Figura 6), Pazos (2012) al evaluar la
concentracion letal media de G. catenatum (cultivo, medio de cultivo y células) en
postlarvas de Litopenaeus vannamei, determind que la mayor concentracion de
toxinas se encuentra en la fraccion disuelta donde son acumuladas vy
concentradas, lo cual puede explicar el incremento en toxinas ocurrido en funcién

del tiempo en este estudio.

En los tratamientos la mayor concentracion de saxitoxinas (9.9 ng mL™) ocurrié en
los fléculos a las tres horas de adicionado el 6xido de calcio + quitosano (Figura
7). Dicho incremento puede ser atribuido al estrés fisiolégico de las células
provocado por la sedimentacion, que contribuye a una mayor liberacion de toxinas,
lo cual ha sido evidenciado por otros autores (Hagstrom y Granéli, 2005; Sengco
et al., 2001). En las fases de sobrenadante (cero horas =1.5 + 0.05 ng mL™, 96
horas=1.9+ 0.03 ng mL™) y fléculo (cero horas= 1.9 + 0.6 ng mL™, 96 horas= 0.2 +
0.09 ng mL™) no se encontraron diferencias en la concentracién de toxinas en

funcién de las horas transcurridas (F 1, 5= 2.04, p=0.16).
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Figura 6. Concentracion de saxitoxina (ng mL™) en los controles. A)
sobrenadante, B) fl6culos.

Aunque se observa una tendencia al incremento de las toxinas hacia el final del
experimento en los controles y una disminucién en los tratamientos tres horas
después de la adicion de la combinacion de o6xido de calcio + quitosano, el
transcurso del tiempo durante el experimento no tuvo un efecto significativo en la
concentracion de toxinas en el liquido sobrenadante (F 1 25= 0.59, p=0.4) y

floculos (F 1, 25= 0.47, p=0.4) tanto en tratamientos como controles.
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Figura 7. Concentracién de saxitoxina (ng mL™) en los tratamientos. A)
sobrenadante, B) fl6culos.

La mayoria de estudios relacionados con el control algal se enfocan en la
estimacion de la remociéon de células vegetativas. En relacion a la remocién de
toxinas se han realizado algunos ensayos experimentales con arcillas que acttan
de forma individual o combinada con otros coagulantes y floculantes para remover
saxitoxinas disueltas (Burns et al., 2009), ictiotoxinas (Hagstrom y Graneli, 2005;
Sengco et al., 2005) y neurotoxinas (Lewis et al., 2003), aunque no en todos los
casos, la adicion de dichos agentes ha reducido significativamente la

concentracion de toxinas (Lewis et al., 2003). Por lo anterior, para el tratamiento
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de agua para consumo humano, se han evaluado métodos como la cloracion,
filtracion con carbdn activado, ozonacién o la combinacién de dichos procesos con
la adicion de coagulantes y floculantes para la remocion de microcistinas y
saxitoxinas que son producidas por cianobacterias (Haider, 2003).

Actualmente, se cuenta con escasa informacion acerca de la remocion de toxinas
paralizantes por parte del 6xido de calcio o quitosano. Se sabe que tanto el 6xido
de calcio y como el hidroxido de calcio son utilizados en los estanques de camarén
en las granjas ubicadas en Sinaloa cuando se presentan florecimientos algales
(com. pers. Comision Estatal Acuicola de Sinaloa). El uso de estos agentes que
incrementan el pH del agua podria promover la degradacion de dichas toxinas, ya
gue Shimizu (2000) menciona que valores de pH por encima de 8 y temperatura

ambiente facilitan la degradacion de las toxinas paralizantes.

7.7 Temperatura y pH registrados durante el experimento de remocion
de toxinas paralizantes

Los valores de temperatura oscilaron de 23.4 °C a 25.8 °C (Tabla 6). Con respecto
al pH se encontraron diferencias significativas en los tratamientos y controles en
funcion del tiempo (Fuen=4, p=0.049, R%4stada=0.067, pH= 8.65 - (0.00154 *
horas) ). EI pH promedio inicial del experimento fue de 8.7. Se observaron
cambios del pH a lo largo del experimento en los controles y tratamientos (Figura
8). Dichos cambios pueden estar relacionados a factores como las variaciones en
la temperatura, tasa de respiracion y fotosintesis de las células algales y a la

descomposicion de la materia organica (De la Lanza, 2001).
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Tabla 6. Temperatura (°C) registrada durante el experimento de remocién de
toxinas de G. catenatum.

Horas Control Tratamiento
Inicial Final Inicial Final
0 24.5+0.2 24.2+0.05 24.4+0.2 24.2+0.1
3 25.4+£0.5 24.6%0.1 25.5+0.5 24.840.2
12 24.4+0.1 24.4+40.2 24.4+0.2 24.4+0.3
24 25.610.1 24.4+0.1 25.840.2 24.5+0.1
48 24.0£0.3 25.3+0.3 24.0£0.2 25.7+0.4
72 24.6+0.04 23.6+0.2 24.7+0.1 23.4+0.3
96 24.9+0.1 27.7+0.5 24.940.1 28.0+0.4
A
10
95
9 -
55_8.5 .
—a— Control
8 -
7.5 --- pH
7 T T T T T T
0 3 12 24 48 72 96
Horas
B
10
95
9 -
=85 T
—a—Tratamientos
8 -
7.5
== bH
7 T T T T T T inicial
0 3 12 24 48 72 96
Horas

Figura 8. Mediciones de pH en los controles (A) y en los tratamientos con
hidroxido de calcio + quitosano (B), durante el experimento de remocion de
toxinas de G. catenatum.
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8 CONCLUSIONES

e La eficiencia de remocion de G. catenatum presentd diferencias
significativas de acuerdo al coagulante y floculante utilizado; el éxido de
calcio, hidréxido de calcio y el quitosano fueron los mas efectivos; el sulfato
de aluminio y el policloruro de aluminio produjeron fléculos de baja
densidad resultando una remocién inferior al 50%, con las mayores

concentraciones celulares probadas.

e La adicion de quitosano y o6xido de calcio promueve que las células
sedimentadas de G. catenatum liberen mayor cantidad de toxinas a las tres

horas de aplicar dichos agentes coagulantes y floculantes.

e La concentracion de toxinas al aplicar el quitosano y 6xido de calcio no es
significativamente diferente en el sobrenadante y floculo durante el

desarrollo del experimento (96 h).
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9 RECOMENDACIONES

Profundizar en el mecanismo de accion de los coagulantes y floculantes utilizados
a través de mediciones electroforéticas y estudios detallados sobre los procesos
de adsorcion, neutralizacion de cargas, asi como otros procesos que permiten la

coagulacion floculacion y sedimentacion de las microalgas.

Complementar los resultados de toxicidad obtenidos con ELISA, mediante analisis
de cromatografia liquida de alta resolucion para obtener el perfil de las toxinas y
para disminuir la incertidumbre por la baja deteccion de algunos derivados debido
a las pruebas cruzadas de ELISA, ademas para determinar la posible diferencia en

la composicion de toxinas en sobrenadante y fléculo.

Evaluar la eficiencia de remocion de toxinas del quitosano y 6xido de calcio de
forma individual para dilucidar las reacciones que pudieran estar ocurriendo segun

el agente coagulante y floculante utilizado.
Probar métodos de desactivacion de toxinas producidas por G. catenatum como la

aplicacion de ozono Yy filtracion con carbon activado, que se ha comprobado que

remueven las saxitoxinas producidas por las cianobacterias.
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11 APENDICES

Apéndice A
Preparacién de medio de cultivo F/2+Se

Para 950 mL de agua de mar filtrada (filtro de celulosa de 0.45 um) se debe

adicionar:
No. Compuestos Cantidad

(mL)

1 NaNO; 1

2 NaH>PO;-2H,0 1

3 H28e03 9H-,0 1

4 | Solucién de metales traza. 1

5 | Solucién de vitaminas. 0.5

Se lleva el medio de cultivo a un volumen de 1 litro de agua de mar filtrada y se
esteriliza en autoclave a 120°C y 15 Ib/in? de presién durante 15 min, excepto la
solucion de vitaminas y H,SeO3; 9 H,O que se esteriliza por filtracion (filtro de
celulosa de 0.2 um).

Las soluciones son preparadas como sigue:

Solucién de nutrientes y selenio
Para 50 mL de agua destilada se adiciona la cantidad correspondiente del

compuesto (ya sea NaNOj3;, NaH,PO4-2 H,O o H,SeO3; 9 H,0) y se lleva a un

volumen final de 100 mL.

Compuestos Cantidad (mg) | Volumen final
(mL)

NaNO; 7500 100

NaH,PO4- 2 H,O | 500 100

H,SeO3 9 H,O 0.129 100

Las soluciones son esterilizadas en autoclave a 120°C y 15 Ib/in? durante 15min. y
deben ser mantenidas en refrigeracion.

Solucién de metales traza

Para 50 mL de agua destilada se adicionan los compuestos siguientes, que son
pesados en una balanza analitica Sartorius CP224S:
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Solucion Compuestos Cantidad
FeCI3-6 H-O 0.315 g
EDTA Sal disédica 0.436 g
Solucion de metales | CuSO4—5 H,O 0.1 mL
traza. Na,MoO,4 - 7H.0O 0.1 mL
ZnS0O4— 7 H,O 0.1 mL
COC|2— 6 H-O 0.1 mL
MnC|2— 4 H,O 0.1 mL

Se lleva a un volumen final de 100 mL con agua destilada, esta solucién es
calentada para disolver y se esteriliza en autoclave a 120°C y 15 Ib/in? durante 15
min, posteriormente debe ser mantenida en refrigeracion.

Los compuestos utilizados en la solucion de metales traza son preparados con las
cantidades siguientes:

Compuestos Cantidad (g) Volumen final
(mL)
CuS0O,4-5H,0 0.98 100
Na,MoO4—- 7H,0 0.63 100
ZnS0O4—- 7H,0 2.2 100
CoCl;,- 6H,0 1 100
MnCl; - 4H,0 18 100

Para la solucion de vitaminas en 50 mL de agua destilada deben afadirse:

Solucioén Compuestos Cantidad
(mL)
Solucion de Vitamina B12 0.1
Vitaminas Biotina 1
Tiamina 0.02

Se lleva a un volumen de 100 mL, se esteriliza por filtracién y debe mantenerse en
un frasco ambar en refrigeracion.

Los compuestos y cantidades que se utilizan para la preparacion de vitaminas son
los siguientes:

Compuestos | Cantidad (g) Volumen final
(mL)
Vitamina B12 0.1 100
Biotina 0.01 100
Tiamina 0.02 100
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Apéndice B

Propiedades de las arcillas y clinoptilolita utilizadas.

CEC Forma
o _ Composicion Quimica Composicién As PxC cmoal/k cristalina
Aluminosilicato Origen ; g
mineral (m2/g)
S|02 A|203 Fe203 CaO MgO Na,O K,O
Montmorillonita Empresa 50.8 1745 4.69 222 3.09 0.24 141 117.6 11.9 80- -
Sigma 120**
Aldrich
Arcilla roja HuayocotlaH 57.49 27.03 9.17 1.04 116 094 1.50 Caolinita 34.52 - 5-15**  Amorfa
idalgo
Feldespato
Cuarzo
lllita
Clinoptilolita Oaxaca 69.91 10.94 0.20 0.70 0.20 3.80 2.80 Clinoptilolita 37.56 11.4 256 Placa ***
(zeolita) Sddica

As: area superficial, PxC: pérdida por calcinacion, n.d: no determinado, CEC: capacidad de intercambio catidénico

* Caracterizacion obtenida por Rey (2006).
** Meunier (2005).
*** No prevalece una forma definida
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Propiedades de los agentes coagulantes y floculantes utilizados.

Solubilidad  Peso . Contenido
Coagulante , . L Densidad . .
Férmula quimica enagua(g molecular Descripcion 3 de aluminio  Referencia
floculante 1 1 (g cm™)
L) (g mol™) %
Sufatode  , s5,, 18H,0  870.0 342.1 Blanco, incoloro, 1.69 i 1
aluminio inodoro
Ox@o de Cao 1.60 56.08 Blanc_o Ieyemente 337 ) 2
calcio amarillo, inodoro
Hidréxi i |
idroxido . o), 1.70 74.10 Solido, blanco, 2.24 i 3
de calcio inodoro
Soluble a 4
Policloruro cualquier Sdélido, amarillo,
.. (Alx(OH)n. Cls- n)x . ) 1.30 12.2-12.5
de aluminio concentraci inodoro
on
Dioxidode . sio, 200.0 284.20 Solido, blanco, 0.90 i °
silicio inodoro

1.- Fagalab S.A. de C.V. Sulfato de aluminio (Http://fagalab.com/Hojas%20de%20Seguridad/sulfato%20de%?20aluminio.pdf), acceso 20/06/2012.
2- Fagalab S.A. de C.V. Oxido de calcio (Http://fagalab.com/Hojas%20de%20Seguridad/oxido%20de%20calcio.pdf), acceso 20/06/2012.

3- Merck. Hidroxido de sodio (Http://www.esigie.mx/servicios/ts/hidroxido%20de%?20calcio.pdf) acceso 20/06/2012.

4- Com. Pers. Nacional Quimica Industrial S.A de C.V

5. Fagalab. Silicato de sodio. (Http://fagalab.com/Hojas%20de%20Seguridad/metasilicato%20de%20sodio.pdf ) acceso 20/06/2012
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Apéndice C

Valoracion potenciométrica del quitosano

14
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8 -
=
6 -
a4 -
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0 T T T
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