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Introduccion

Los H idrocarburos Aromaticos P oliciclicos (H APs) ¢ onstituyen unac lase de diversos
compuestos organicos formados por dos 0 mas anillos aromaticos en varias configuraciones
estructurales, los cu ales aparecen de forma na tural c omo productos de | a ¢ ombustidon
incompleta de la materia organica, también provenientes de la actividad humana como el
trafico po r carretera, el f uego al carbony el calentamiento d urante di versos pr ocesos
industriales. P or | o anterior, es tos ¢ ompuestos estan am pliamente diseminados en el
ambiente y se c onsideran contaminantes a mbientales f recuentes y dificiles de e rradicar.
Algunos miembros d e este amplio g rupo d e c ontaminantes c omo el B enzo(a)pireno, son
también fuertes y potentes carcindgenos. La contaminacion por HAPs es una preocupacion
actual, y ha sido demostrado que la biorremediacion es el medio mas eficaz por el cual se
puede restaurar los ecosistemas a sus condiciones originales. Se ha demostrado el poder de
remocion de contaminantes que tienen diversos microorganismos, como son algas, bacterias
y hong os, a t ravés de ox idacion, d egradacion y c ompleta m ineralizacion de  estos
contaminantes. Sin embargo, los HAPs de alto peso molecular, como por ejemplo el Pireno,
Benzo(a)pirenoy B enzo(b)fluoranteno, s on g eneralmente r ecalcitrantes y r esistentes al
ataque microbiano debido a su baja solubilidad en agua y biodisponibilidad. Por lo cual, estos
compuestos son altamente persistentes en el ambiente y tienden a ser bioacumulados en los
organismos (Fernandez, 2004).

Warshawsky (1995) estudié el efecto de diferentes fuentes de luz en el proceso fotoquimico
incluido en |a biotransformacién del BaP y encontré que la fuente de luz tiene una fuerte
influencia en el pa trén m etabdlico d el B aP. La exposicion al aluz bl anca favorece | a
produccion de quinonas, estas pueden dar como resultado intermediarios reactivos de vida
corta c omo ox igeno r eactivo, per 6xido de hidrégeno, hidroxilo o r adicales s emiquinonas
formados d urante | os c iclos de 6x ido-reducciéon g uei nvolucran| as g uinonas, | as
hidroquinonas de BaP y el oxigeno molecular; influyendo de este modo en la viabilidad de las
células.

La t emperatura, tiene una g ran i nfluencia en | os pr ocesos de biodegradacion. M ohn &
Stewart ( 2000), han demostrado q ue aunque | a bi odegradaciénd el os H APs e s m as

eficiente en el rango de 20-30°C; este proceso se puede dar en ambientes mas frios (menor



alos 5 ° C). A bajas temperaturas la velocidad de difusidén y la solubilidad y por lo tanto la
biodisponibilidad de |os HAPs disminuye; simultaneamente, el m etabolismo microbiano se
retarda (Simarro, 2012).

Desde una per spectiva aplicada, el c alor par ece s er u n medio e ficaz par a ac elerar | a

biorremediacidn de suelos contaminados por HAPs.

En el grupo de i nvestigacion se ha es tudiado | a capacidad de biodegradacion de HAPs
pesados y ligeros que presenta la microalga Selenastrum capricornutum y, en este trabajo se
pretende conocer el efecto q ue tienen factorescomo laluzy latemperaturas obrela
bioremocion de Benzo(a)pireno, Benzo(a)antraceno, Pireno y Antraceno. Se evaluo el efecto
de la remocion bajo luz blanca natural y a temperaturas diferentes (20 °C, 25 °Cy 30 °C),
sobre dos de los hidrocarburos mas pequenos y dos de los mas grandes del conjunto de los
16 HAPs considerados prioritarios segun la Agencia P rotectora del Medio Ambiente de los
Estados Unidos (US EPA).

Se evalué la taza de remocion de estos compuestos téxicos monitoreando la desaparicion de
cadauno en el medio de c recimientoy e nlas células mismas a diferentes tiempos de
exposicion al c ontaminante y bajo | a i rradiacion d e | a | uz nat ural bl anca o a di ferentes
temperaturas. L a des aparicion de |os compuestos s e sigui6 mediante la cromatografia de
liquidos de al ta resolucién (CLAR) y deteccion espectrofotométrica UV. Para el aislamiento
de | os c ompuestos de i nterés s e us aron dos di ferentes t écnicas ¢ romatograficas de
extraccion c on ads orbentes: E xtraccion de F ase S olida (EFS), p ara el aislamiento de |os
compuestos del medio | iquido donde crecen las algas y la Dispersion en Matriz en F ase
Sdlida (DMFS), para el aislamiento de los compuestos de la biomasa. La EFS y la DMFS se
seleccionaron por su sencillez y por el corto tiempo que requieren para la preparacion de
muestra asi como el uso de pequefos volumenes de di solvente lo que n o disminuye la
sensibilidad y capacidad de retencion. En | os bioensayos s e d ecidio utilizar |a uz nat ural
blanca para v erificar si s e pr esentaba un efecto fototoxico c omo | o i ndicaban | os d atos
presentados por Warshawsky et al, (1995). El intervalo de t emperaturas se selecciond por

considerarse dentro del rango de crecimiento de los organismos utilizados (Reynolds, 1975).



Objetivos

General

Evaluar la remocién de hidrocarburos ar omaticos pol iciclicos (HAPs), por el al ga
Selenastrum capricornutum a diferentes condiciones de temperatura y bajo irradiacion
con luz blanca natural con ayuda de metodologia analitica basada e n | as t écnicas
EFS, DMFS y CLAR.

Particulares

Establecer | as ¢ ondiciones ¢ romatograficas par a el analisis 6pt imo de A ntraceno,
Pireno, Benzo(a)antraceno y Benzo(a)pireno en muestras provenientes de los cultivos

de Selenastrum capricornutum.

Utilizar la luz natural, para evaluar si existe fototoxicidad generada por la radiacion UV
presente en la luz blanca y ver el efecto en la remocion de Benzo(a)pireno por el alga

Selenastrum capricornutum a diferentes tiempos de exposicién.

Comparar | a capacidad de Selenastrum capricornutum para remover del mediode
cultivo P ireno, A ntraceno, B enzo(a)pirenoy B enzo(a)antraceno atres diferentes

temperaturas: 20 °C, 25 °C y 30 °C, en un tiempo de exposicion de 0.75 horas.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

1.1 Propiedades de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos.
Los H idrocarburos Aromaticos P oliciclicos ( HAPs) ¢ onstituyen unac lase de diversos
compuestos or ganicos formados por dos o m as anillos ar omaticos de benceno en v arias
configuraciones estructurales. Se les considera compuestos persistentes, pues presentan la
capacidad de mantenerse en el ambiente por largos periodos de tiempo. Estos compuestos
son semivolatiles, por lo cual viajan largas distancias antes de ser depositados. Debido a su
alta per sistenciay as um ovilidad, es tos c ompuestos s on ubi cuos, es dec ir estos
contaminantes a mbientales es tan ampliamente di stribuidos 'y t ienen efectos bi ologicos
perjudiciales c omo t oxicidad, m utagenicidad y ¢ arcinogenicidad. D ebido a s u u bicuidad,
recalcitracion, potencial de bi oacumulacion y ac tividad ¢ arcinogénica, | os HAPs se h an
convertido en una significativa preocupacion (Haritash & Kaushik, 2009).
Los HAPs son compuestos no polares o muy débilmente polares, que tienen afinidad por los
medios or ganicos hi drofébicos y pr esentan una b aja solubilidad en agua. P or ser m uy
liposolubles tienden a bioconcentrarse, es decir que a medida que los organismos que se
encuentran en la base de la cadena alimentaria los consumen, estas sustancias se absorben
y se almacenan en el tejido graso a través de | os diferentes niveles troficos de las cadenas
alimenticias. Este caracter lipofilico de | os HAPs se incrementa con la complejidad de los
compuestos y |a masa molecular, es decir, cuanto mas atomos y m as anillos forman|a
molécula d el hi drocarburo, mayores s ua finidad por | asg rasas. S oni nestables
fotoquimicamente (se degradan por la luz) cuando se encuentran en la atmdsfera, pero son
persistentes en los medios terrestres y acuosos.
El naftaleno es el mas sencillo de es te grupo y estos compuestos aromaticos de i nterés
llegan a pr esentar en sus estructuras hasta 5y 6 a nillos, |os HAPs individuales difieren
sustancialmente en sus propiedades fisicas y quimicas. Los HAPs de alto peso molecular
(HMW-PAH, p or suss iglaseni nglés)c omoel P ireno,el B enzo(a)pirenoy
Benzo(b)fluoranteno, son g eneralmente r ecalcitrantes y r esistentes al at aque m icrobiano,

debido a su baja solubilidad y su baja biodisponibilidad (Simarro, et al, 2012).



Tabla 1.1.1. Propiedades de los principales 16 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (Pefa et al,
2003).



Existen 16 HAPs considerados por la Agencia de Proteccion al Ambiente de Estados Unidos
(EPA), Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y Comunidad Econdmica Europea (CEE),
como ¢ ontaminantes prioritarios debi do a sus e fectos c arcinogénicos. Enla tabla1.1.1
podemos v er s us c aracteristicas fisicas y g uimicas | as c uales p ermiten predecirs u
comportamiento en el ambiente.

Estos compuestos se encuentran g eneralmente formando parte de mezclas complejas, no
como compuestos simples. E xisten mas de 100 clases diferentes de HAPs. En el medio
ambiente s e enc uentran c omo ¢ ompuestos v olatiles ( en| a fase gaseosa) o unidos a

particulas organicas e i norganicas. C omo s ustancias q uimicas pur as, estos existen
generalmente como solidos incoloros, blancos o verdes amarillosos palidos y tienen un olor

leve y agradable (Fernandez, 2004).

1.1.1 Estabilidad de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos.

Los sistemas conjugados de orbitales n de los HAPs son los responsables de su estabilidad
quimica. Son sélidos a temperatura ambiente y su volatilidad es pequefia. Dependiendo de
su c aracter ar omatico | os H APs abs orben | a | uz ul travioleta y pr oducen un es pectro
fluorescente ¢ aracteristico. S ons olublesenm uchos di solventes or ganicos, per o
practicamente i nsolubles en ag ua, t anto menos ¢ uanto m ayor s eas u peso m olecular
(Mastandrea, 2005).

Quimicamente, los HAPs reaccionan por sustitucion del hidrégeno o por adicion cuando se
produce la saturacion, conservandose el sistema de anillos. La mayoria de los HAPs sufren
fotooxidacién, siendo este un mecanismo d e eliminacién en la atmdsfera. La reaccién de
fotooxidacion mas frecuente es la formacion de e ndo-peroxidos, que pueden convertirse a
quinonas. Los HAPs reaccionan rapidamente con 6xidos de nitrogeno o HNO3. Por ejempilo,
el ant raceno p uede oxidarse a a ntraquinona por ac ciéon del H NO3 o dar un der ivado

nitrogenado mediante una reaccion de sustitucién con NOz2.

1.2 Fuentes.
El origen de los hidrocarburos aromaticos policiclicos en el medio ambiente es muy diverso, y
las clasificaciones de estas fuentes son variadas, aqui presentamos una de las mas comunes
[NEFF, 1979]:



- Origen pi rogénico, pr ocedente d e | a c ombustion i ncompleta de | a m ateria or ganica,
reciente o fosil, bien por causas naturales (incendios d e bos ques, er upciones v olcanicas,
etc.) o a ntropogénicas ( utilizacién de ¢ ombustibles fdsiles, i ncineracion de r esiduos,
emisiones d e v ehiculos, pr ocesos i ndustriales de g asificacién y | icuefaccion del c arbén,
craqueo del pet réleo, et c.). P redominan | os ¢ ompuestos n o al quilados s obre s us al quil
homalogos.

- Origen petrogénico, producido por vertidos accidentales o intencionados de derivados del
petréleo. Se caracterizan por ser mezclas complejas formadas por compuestos con cadenas
alquilicas de has ta 56 6 at omos d e c arbono, q ue predominan s obre s us homdélogos no
sustituidos.

- Origen diagenético de la materia organica sedimentaria, la cual puede sufrir una serie de
procesos g eoquimicos n aturales,c omos onl ad escarboxilacion, ar omatizacion,
desfuncionalizacion, e tc., par a c onvertirse en H APs de origen nat ural. E ntre éstos se
encuentran ciertos d erivados del crisenoy del piceno, asicomo el retenoy el perileno,
aunque estos dos ultimos también pueden tener un origen pirolitico.

Algunos HAPs pueden formarse también como productos de la pirdlisis de los carbohidratos,
aminoacidos, y ac idos g rasos. A sipues , m uchos al imentos, es pecialmente c arnes
elaboradas a la parrilla o la barbacoa, en que la coccion se produce a elevadas temperaturas
y en contacto directo con la llama, se forman hidrocarburos en la superficie del alimento. Lo
mismo ocurre en los procesos de tostado a elevada temperatura de productos derivados de
cereales como el pany |la pizza. F inalmente t ambién s e ads orben en | os procesos d e
ahumado de pescado o carnes.

Las e misiones de H APs como resultado de las actividades humanas se pueden dividir en
fuentes de combustion estacionaria y fuentes de combustiéon moévil. Las principales fuentes
fijas g uel os em iten's oni nstalaciones d e g eneracion de c alory ener gia (termo y
carboeléctricas), c alefaccién c on c arbony madera, g uemadores de g as, i ncineraciéond e
residuos organicos municipales e industriales, quemas intencionales e incendios forestales y
diversos pr ocesos i ndustriales ( coque, ¢ raking del pet réleo, f undidoras, pr oduccion d e
asfalto, etc.). Las fuentes madviles son aquellas en donde se queman combustibles fésiles

utilizados en medios de transporte terrestre, maritimo y aéreo.



La cantidad de hidrocarburo que se emite en cada proceso depende en gran medida de los
materialesy del at ecnologia de c ombustion. U n proceso dado c on c ondicionesd e

combustion predeterminadas producira una cantidad especifica e invariable de compuesto.

1.3 Formacion.

Estos pu eden formarse nat uralmente p or r eacciones a baja t emperatura, al ta pr esion o
materia or ganica na tural,y dee ste modo c onstituye un af raccion s ignificante de
hidrocarburos de petréleo. La combustion incompleta de productos procedentes de la madera
y el petréleo, son responsables de una gran proporcién de la formacién de estos compuestos
(WHO, 1998).

Los HAPs pueden sintetizarse de | os hidrocarburos s aturados b ajo condiciones deficientes
de ox igeno. Los hi drocarburos ¢ on m asas m oleculares muy ba jas, i ncluyendo m etano,
pueden ac tuar c omo pr ecursores par al os ¢ ompuestos ar omaticos p oliciclicos. Los
hidrocarburos de baja masa molar forman HAPs por pirosintesis, esto sucede a temperaturas
que exceden los 500 °C, a las cuales se rompen los enlaces carbono-hidrégeno y carbono-
carbono para formar radicales libres. Estos radicales sufren deshidrogenacion y se combinan
quimicamente p ara formar es tructuras aromaticas d e ani llos que s onr esistentes al a
degradacion térmica. El proceso basico iniciado por el etano para la formacion de este tipo
de anillos por pirosintesis, es el que da lugar a la formacion de estructuras estables de los
hidrocarburos aromaticos policiclicos. La tendencia de los hidrocarburos a formar HAPs por
pirosintesis v aria en el siguiente orden: aromaticos > cicloolefinas > olefinas > parafinas. La
estructura de anillos existente en los compuestos ciclicos conduce a la formacién de HAPs.
Los compuestos i nsaturados s on es pecialmente s usceptibles a |as r eacciones de adicion
involucradas en la formacion de los mismos. A partir de alquenos de elevado peso molecular,
presentes e n | os c ombustibles y en el material v egetal, pue den formarse c ompuestos

aromaticos pol iciclicos porel procesod e pi rolisis, q ue c onsiste en el “ craqueo” de

compuestos organicos para formar radicales y moléculas mas pequefias y menos estables.
Los perfiles de HAPs resultantes de la quema de diversos materiales organicos dependen de
la temperatura de combustién, duracion del proceso, las condiciones de la flama y del tipo de
material organico. A temperaturas por debajo de los 700 °C los productos de combustion van
teniendo a demas d el os H APs padre c adav ez m as H APs alquilados, m uchas v eces

derivados metilados. Mientras mas baja la temperatura de c ombustién mayor el porcentaje
8



de H APs alquilados q ue s e forman,p ordeb ajod e2 00 °Cs e han r eportado | as
concentraciones mas altas de alquilados (Fernandez, 2004).

1.4 Liberacion y rutas en el ambiente.
La liberacion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos al ambiente es, sobre todo, por via
atmosférica de bido a todos | os procesos d e combustion de m ateriales or ganicos que | os
emiten en fase de vapor y forma particulada (hollin), aunque otros mecanismos de descarga
mas | ocalizados pue den s ert ambién el dep 6sito d e r esiduos s 6lidos municipales e
industriales, aguas residuales y lodos de plantas de tratamiento que pueden tener cantidades
considerables de HAPs, los derrames y descargas directas de p etr6leo y sus derivados en
cuyo c aso el r eceptor pr imariod el os HAPs esel s ueloo el s istema ac uatico. La
transferencia a otros compartimentos d el ambiente y la degradacién es mas alta para los
compuestos de bajo peso molecular que para los de alto peso molecular. Los HAPs de bajo
peso molecular que son mas volatiles dominan en el aire y se encontraran principalmente en
la fase de vapor. Los HAPs son susceptibles a |a descomposicion (foto y térmica) en el aire,
lo que restringe sus tiempos de residencia en la atmédsfera a un par de dias. Los que no son
degradados son transferidos a aguas superficiales o suelos por depositacidon humeda o seca
en donde también seran mas susceptibles a la degradacion los mas ligeros, generalmente,
mientras m as a nillos benc énicos pr esente | a m olécula, m enor | a s olubilidad, movilidad y
degradacion; y mayor la adsorcion, acumulacion y persistencia en el ambiente.
En s uelos | a mayoria de | os H APs son fuertemente ads orbidos al a materia or ganica,
reduciendo su disponibilidad tanto para ser biodegradados, como para ser absorbidos por las
plantas y lixiviados al acuifero.
En el caso de derrames de p etréleo o s us derivados e n s uelos, el producto der ramado
inmediatamente empieza a des aparecer por ev aporacion, dispersiony deg radacion
microbiana. L a f raccién q ue des aparece e n cada uno de | os p rocesos de pende d e | as
caracteristicas de los compuestos derramados, tales como el coeficiente de distribucion Kow,
la presion de vapor y la solubilidad en agua. También depende del ambiente, incluyendo la
temperatura, la precipitacion y las caracteristicas del suelo, sobre todo, el potencial redox, el
contenido de materia organica y la actividad microbiana. La mayoria de | os contaminantes

organicos no polares son adsorbidos a |a materia organica del suelo, este proceso controla



en gran medida | a distribucion de los HAPs en las fases sdliday liquida, y por lo tanto

determina su transferencia a otros compartimientos del ambiente.

1.5 Exposicion y efectos toxicos.

Los H APs son al tamente liposolubles y p ort anto r apidamente ab sorbidos e n el t racto
intestinal de 1os mamiferos y otros organismos. Estan facilmente distribuidos en una amplia
variedad d e tejidos con una marcada tendencia para localizarse en tejidos adi posos. Los
HAPs pors i mismoss onq uimicosr elativamente nor eactivosc onr especto a
macromoléculas bi olégicas en ¢ ondiciones fisiologicas. S in e mbargo, r equieren ac tivacion
metabdlica para m anifestar genotoxicidad, i ncluyendo mutagenicidad y c arcinogenicidad.
Una vez que han entrado al cuerpo, el sistema de defensa celular trabaja para remover estas
sustancias extrafias mediante el metabolismo. El metabolismo de los HAPs en los mamiferos
se da principalmente en el higado y es catalizado por el sistema enzimatico del citocromo
P450, aunque otras enzimas metabdlicas también estan incluidas. Iniciando el metabolismo,
los HAPs se convierten en moléculas mas polares y solubles en a gua para ser excretados
fuera del organismo, hasta completar su remocién o el proceso de detoxificacidén bioldgica.
Sin embargo, el metabolismo de algunos HAPs también genera intermediarios reactivos que
son capaces d e formar enlaces covalentes (aductos) con acidos nucleicos, resultando de
esta manera genotoxicos.

El ejemplo mas citado de hidrocarburos es el Benzo(a)pireno, el cual puede metabolizarse a
una forma carcinogénica en el cuerpo (especialmente cuando proviene de la combustion de
cigarrillos, tanto para el fumador activo como para los fumadores pasivos). El BaP es uno de
los mas importantes, este cancerigeno es bioactivado en el higado y forma un epoxidiol que

se liga al ADN como se indica en la figura 1.5.1.
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Figura 1.5.1. Representacion esquematica del metabolismo del BaP en humanos (Mastandrea, 2005).

El metabolismo del Benzo(a)pireno es uno de los ejemplos mas estudiados de los procesos
de bi oactivacion, en | os c uales | os pr oductos de m etabolismo s on m as t 6xicosque |l a
molécula original. E ste e fecto | ateral d e | a bi otransformaciéon ocurre c uando s e producen
especies quimicas muy reactivas (compuestos electrofilicos) con gran afinidad por moléculas
nucleofilicas como acidos nucleicos, proteinas o lipidos.

Muchas de estas sustancias también tienen efecto negativo sobre el sistema inmunoldgico,
caracteristica que parece estar asociada a la capacidad carcinogénica.

Un es quema pr opuesto par a | a c arcinogenicidad por ex posicion am biental ¢ onsidera | as
siguientes etapas: ex posicion, activacion m etabdlica, formacion d e aductos e ntre HAPs y
ADN, mutaciones en genes criticos y sucesion de mutaciones en otros genes (Mastandrea,
2005).
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1.6 Remediacion de la contaminacion ambiental por HAPs.

La r emediacién t iene por obj etivo al terar la c omposicion de u na s ustancia pel igrosa o
contaminante a través de acciones quimicas, fisicas o biolégicas de manera que reduzcan la
toxicidad, movilidad o volumen del material contaminado (EPA, 2001). E| uso de cualquier
tecnologia de remediacion en particular depende, ademas de los factores especificos del sitio
y de | as propiedades fisicoquimicas del contaminante, de su disponibilidad, de | a fiabilidad
demostrada, de su estado de desarrollo y de su costo.

Una de las clasificaciones de estas tecnologias es por el tipo de tratamiento, la cual se basa
en el principio de la tecnologia de remediacion y se divide en tres tipos (Instituto Nacional de
Ecologia):

e Tratamientos bioldgicos ( biorremediacion). U tilizan | as ac tividades m etabdlicas de
ciertos or ganismos (plantas, hongos, bacterias)par a d egradar ( destruccion),
transformar o remover los contaminantes a productos metabdlicos inocuos.

e Tratamientos fisicoquimicos. Este tipo de tratamientos, utiliza las propiedades fisicas
y/o quimicas de los contaminantes o del medio contaminado para destruir, separar o
contener la contaminacion.

e Tratamientos térmicos. Utilizan calor para incrementar la volatilizacién (separacion),

quemar, descomponer o fundir (inmovilizacién) los contaminantes en un suelo.

1.6.1 Biorremediacion.
Los peligros asociados con los hidrocarburos pueden ser superados por el uso de métodos
convencionales que implican la eliminacion, alteracion o aislamiento del contaminante. Tales
técnicas i mplican | a excavacion de s uelo contaminado y su incineracion o ¢ onfinamiento.
Estas tecnologias son caras, y en muchos casos transfieren el contaminante de una fase a
otra. Por otro lado, la biorremediacidn es la herramienta para transformar los compuestos a
formas menos pel igrosas o no pel igrosas, con menor necesidad de pr oductos q uimicos,
energiay tiempo. A unque | os HAPs pu eden s ufrir ads orcion, v olatilizacion, fotdlisis y
degradacion quimica, la degradacion microbiana es el principal proceso de degradacion a
nivel nat ural. Los microorganismos s on conocidos por s u a ctividad ¢ atabolicae nl a
biorremediacién, s in e mbargo, | os c ambios en | as c omunidades microbianas s on t odavia

impredecibles. Los microorganismos pueden obtener como productos finales CO, y CHy4, en
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anaerobiosisy C O, en aerobiosis,a demasd e H ;,Oy N Hj.Lam ineralizacion de un
compuesto or ganico es la degradacion t otal del mismo, es decir cuando s e generan | os
productos finales des critos ant eriormente. Por el c ontrario, un compuesto es r ecalcitrante
cuando no s et ransforma en abs oluto. P orotrol ado, s e d a cometabolismo ¢ uando e |
microorganismo modifica la estructura del compuesto pero no obtiene energia del proceso ni
incorpora ninguna parte de la molécula original. Hay algunos microorganismos que pueden
obtener e nergiaa p artirdel ¢ ompuesto, aung ue ninguno de el los pu eda degradarlo
independientemente, este fendmeno s e den omina m etabolizacién por unc onsorcio
(sintrofia). A v eces | a pr esenciade un compuesto facilmente as imilable aumental a
degradacion del compuesto xenobidtico. Otras veces, |a presencia de u n segundo sustrato
impide | a ut ilizacion del compuesto. Q ueoc urraunac osauot ra depende del
microorganismo, del compuesto a degradar y de las condiciones ambientales, este fendmeno
se denomina utilizacion de un segundo sustrato o co-sustrato.

Este tipo de tratamiento puede ser muy efectivo en la eliminacion de compuestos organicos
toxicos y biodegradables en s uelos y aguas residuales. Una de | as medidas biocorrectoras
mas empleadas es la utilizacion de microorganismos para la d escontaminacion de suelos.
Estos sistemas de descontaminacion se basan en la absorcidn de las sustancias organicas
por par te d e di chos microorganismos, | os c uales | as ut ilizan c omo fuente de c arbono
necesaria para su crecimiento y de energia para sus funciones metabdlicas. E| proceso de
biorremediacién puede clasificarse de acuerdo al organismo que efectue la degradacién del

compuesto xenobiotico en los siguientes tipos:

a. Fitorremediaciéon. C onsiste en el us o d e plantas v erdes par a c ontener, r emover o
neutralizar compuestos organicos, metales pesados o radionucleidos.

b. Biorremediacion animal. E xisten animalesq ueac tuanc omoag entes
descontaminantes, y a q ue p ueden des arrollarse en medios c on fuerte t oxicidad y
poseen en su interior microorganismos capaces de retener los metales pesados.

c. Biorremediacion microbiana. E xiste | a po sibilidad del us o de bac teriasc onl a
propiedad de acumular o metabolizar compuestos organicos y metales pesados. La
utilizacion de microorganismos que forman diferentes compuestos nocivos en otros de
menor impacto ambiental ha experimentado un gran desarrollo reciente. Aunque las

bacterias son las mas empleadas en el proceso de biorremediacion, también se han
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empleado otros microorganismos como hongos, algas, cianobacterias y actinomicetos
para la degradacion de compuestos toxicos en el suelo.

La biorremediacién de los contaminantes y su tasa depende de las condiciones ambientales,
numeroy tipod e m icroorganismos, asic omo | ana turalezay es tructura quimica del
compuesto que se esté degradando. Los HAPs son fuertemente fotosensibles y termolabiles:
en la presencia de luz y oxigeno son rapidamente degradados (lo que restringe sus tiempos
de residencia en la atmésfera a un par de dias), una vez que alcanzan el medio acuatico, se
vuelven menos susceptibles a | a radiacion solar. En el agua, ellos pueden ser incorporados
dentro de sedimentos, donde pueden permanecer intactos por largos periodos de tiempo. El
ciclo de los HAPs en el ambiente acuatico es relativamente simple: Los HAPs de alto peso
molecular son rapidamente absorbidos en la superficie de particulas organicas e inorganicas,
y se sedimentan. Ellos pueden ser removidos dentro de la columna de ag ua por actividad
bioldgica, bioturbacion y procesos mecanicos, como corrientes (Marsili, 2001).

Elgradoy velocidad de bi odegradacion depende de m uchos f actores, i ncluyendo pH ,
temperatura, ox igeno, pobl acién m icrobiana, g rado de ac limatacion, ac cesibilidad de | os
nutrientes, | a estructura q uimica del ¢ ompuesto, pr opiedades de t ransporte ¢ elulary

distribucion quimica en el medio de crecimiento.

Warshawsky et al. (1995), e ncontraron que Selenastrum capricornutum, un al ga verde de
agua dul ce tiene | a capacidad d e m etabolizar B aP a c is-dihidrodioles us ando el s istema
enzimatico di oxigenasa c omo s e h a enc ontrado e n pr ocariontes het eroétrofos. S e p udo
observar que Selenastrum capricornutum produce predominantemente 11,12-dihidrodiol bajo
luz amarilla y 9,10- dihidrodiol, bajo luz blanca.

El estudio de d egradacion de fluoranteno, pireno y una mezcla de fluoranteno y pireno, por
Chlorella vulgaris, Scenedesmus platydiscus, Scenedesmus quadricauda y Selenastrum
capricornutum ha demostrado que la eliminacion es especifica de la especie de alga y toxico-
dependiente. La eliminacion de los HAPs en el séptimo dia de tratamiento fue de 78 % y 48
%, respectivamente por S. capricornutum y C. vulgaris. La e ficiencia de eliminacién del
fluoranteno y pireno en la mezcla fue mayor que el respectivo a los compuestos solos, lo que
sugiere q ue | a pr esencia de unH AP e stimula | a el iminacion de ot ros hidrocarburos
aromaticos policiclicos (Haritash & Kaushik, 2009).
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Las enz imas i mplicadas en | a deg radaciondel| os H APs s on| a ox igenasa, e nzimas
deshidrogenasas vy | ignoliticas. Las enz imas | ignoliticas de | os hong oss on | al ignina
peroxidasa, | acasay per oxidasa m anganeso dep endiente. E stas s on ex tracelulares y
catalizan | a f ormacion de r adicales por oxidacion par a des estabilizar enl aces en una

molécula. Estas enzimas son activas a diferentes temperaturas. La mayoria de las enzimas
tienen una ac tividad Optima at emperaturas m oderadas ( 20a40° C);y di sminuye a
temperaturas muy altas y muy bajas. Algunas de las enzimas reportan ser activas incluso a
temperaturas e xtremas. U nicamente | a | acasa presenta actividad a5 °C. Lat emperatura
optima es de 45 °C para la lacasa, pero su actividad disminuye un 30 % a 5 °C; mientras un
31 % de actividadsetiene alos75 °C.P or otrolado,|a actividad de| a p eroxidasa

manganeso dependiente es alta incluso a 75 °C (Haritash & Kaushik, 2009).

1.7 Efecto de la radiacion UV sobre los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos.

La toxicidad de los HAPs para la vida ac uatica es superior cuando | a biota es ex puesta
simultdneamente a | a luz ul travioleta (fototoxicidad). D ebido a s u es tructura q uimica, | os
HAPs absorben la luz en el visible (400-700 nm) y en la region del ultravioleta (280-400 nm) y
son especialmente sensibles a los efectos fotoquimicos de la radiacién UV (Arfsten, et al.,
1996), f ormandose es pecies reactivas que pueden dafar a los constituyentes celulares y
terminar en un proceso de toxicidad aguda o genotoxicidad. La fototoxicidad inducida de los
HAPs ha sido observada e n diferentes es pecies, i ncluyendo p eces, zooplancton, anf ibios,
células humanasy plantas; s in e mbargo, | a r espuesta fototéxicadel os animalesd e
laboratorio es dictada por | ad osisde radiacion U V,| a c oncentracion de H APs y
probablemente o tros factores como la edady |a s usceptibilidad g enética (Arfsten, etal.,
1996). E ste fendmeno es afectado por factores fisicos, quimicos y bioldgicos; lo que hace
que la relevancia ecolégica de la fototoxicidad de los HAPs sea incierta.

Los factores, ya sea la exposicion de los HAPs o la exposicion a los rayos UV, influye en el
impacto de la fototoxicidad inducida sobre los organismos acuaticos. En la naturaleza, varios
factores ambientales pueden interactuar para influenciar tanto a | a dosis de HAPs como la
intensidad de | ar adiacion U V. M ateriales hu micos di sueltos t ambién p ueden atenuar| a
toxicidad aguda fotoinducida en |la biota acuatica por |la reduccion de | a bioacumulacion de
antraceno y al reducir la exposicion a los rayos UV (Hatch & Burton Jr, 1999). Ademas de los

factores ambientales, rasgos especificos de la especie que protegen a los organismos de la
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luz solar, tales como la pigmentacion o el comportamiento de e nterrarse, también pueden
proteger a | os organismos de | os efectos de |a toxicidad fotoinducida (Hatch & Burton Jr,
1999).

1.8 Efecto de la temperatura sobre los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos.

Los HAPs son contaminantes recalcitrantes y que cuentan con el potencial para persistir por
largos periodos de tiempo a t emperatura ambiente, con una vida media superior alos 100
dias segun lo reportado por Coover & Sims (1987).

Sin em bargo, |a temperatura af ecta directamente |a taza de degradacion de los HAPs por
microorganismos en | os ec osistemas n aturales. V arios i nvestigadores h anr eportado
fluctuaciones en la actividad heterotréficay en | a taza de degradacién de los HAPs con la
mayor actividad en veranoy la menor actividad en el invierno (Varanasi, 19 89). Ha sido
demostrado (Mohn & Stewart, 2000) que, aunque |la biodegradacion de | os HAPs es mas
eficiente en el rango de 20 °C- 30 °C; esta puede continuar aun en ambientes mas frios
(menor a 5 °C). A bajas temperaturas la velocidad de difusion y la solubilidad y por lo tanto la
biodisponibilidad de los HAPs disminuye. Simultaneamente, el metabolismo microbiano se
retarda, incrementando el periodo “lag” o de adaptacion, esta es la fase del crecimiento en la
cual | a division c elular s e v e r etardada, p or q ue | as c élulas bus can ad aptarse al nu evo

ambiente.

1.9 Caracteristicas de Selenastrum capricornutum.
Selenastrum capricornutum es un al ga verde, unicelular con forma de m edia luna, c uya
fotografia se muestra en la figura 1.9.1 (Printz, 1913), no madviles y no polimérficas (es decir
mantiene la misma forma durante todo el ciclo celular) y es representativa de |os ambientes
de agua dulce tanto eutréficos como oligotréficos; tiene un ancho promedio de 2-4 um, una
longitud promedio de 10-15 um, y un volumen promedio de 40-60 um?®. En estudios de curvas
de crecimiento, | as c élulas han de mostrado s er mas p equefias de 15-20 pm® durante el
crecimiento exponencial y mas grande de 60-70 um?® cuando se alcanza la fase estacionaria
(Blaise, 200 6). La ag regacién de ¢ élulas es poc o comun en S. capricornutum, | o c ual,
superando sus otras caracteristicas, hace que sea un alga muy adecuada para contabilizarse

a través de contadores de particulas electronicos (Blaise, 2006).
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Clasificacion taxonémica:
Divisién: Chlorophyta

Sub - Division: Chlorophycophyta
Clase: Chlophycea

Subclase: Chlorophycidea
Orden: Clorococales

Figura 1.9.1. Selenastrum capricornutum, bajo el microscopio de

contraste de fases a 400x.

Las temperaturas minimas y maximas a las cuales se da el crecimiento de S. capricornutum
han sido reportadas 10 y 35 °C, respectivamente. La temperatura 6ptima de crecimiento, se
ha reportado a 24 °C (Reynolds et al., 1975). Cuando las células son expuestas a muestras
que c ontienen c ontaminantes toxicos, s u r eproduccion s e a fecta, al terando | a tasa de
crecimiento de la poblacion de las algas.

El alga fue aislada, en 1959, en el condado de N oruega por el cientifico noruego Olav M.
Skulberg. El al ga ha s ufrido dos ¢ ambios t axonédmicos; s u no mbre s e c ambio primero a
Raphidocelis subcapitata y m ast arde s e convirti6 en Pseudokircheneriella subcapitata.
Mientras que el ultimo nombre es mas frecuente en Europa, el nombre de S. capricornutum
sigue siendo muy popular en América del Norte (Blaise, 2006).

Por ultimo, su sensibilidad a una variedad de sustancias peligrosas favorece su uso como un
indicador fiable de fitotoxicidad, esto aunado a su ubicuidad y su facil crecimiento, y o mas
importante, Selenastrum capricornutum ha reportado tener |a habilidad d e d egradar H APs
individuales, como el pirenoy el Benzo(a)pireno (Warshawsky, 1995, Diaz, 2013), lo cual

hace ideal a la microalga para llevar a cabo este estudio.
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1.10 Métodos de extraccion y analisis de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos en matrices
complejas.
La determinacion de | os contaminantes or ganicos persistentes en m uestras am bientales
comunmente consta de tres pasos: j) extraccion, ii) purificacién/ fraccionamiento del extracto
crudo v iii) identificacion/ cuantificacion (Suchan et al, 2004).
El analisis de micro-contaminantes organicos (como los HAPs) y metabolitos en muestras
acuosas ambientales requiere de su identificacion y cuantificacion en matrices complejas (ej.:
muestras bi olégicas, muestras a mbientales) y a niveles muy bajos, de ul tratraza. Porlo
tanto, las técnicas analiticas tienen que ser selectivos para la determinacion de estos analitos
y ser lo suficientemente sensibles para permitir alcanzar bajos niveles de c uantificacion. El
analisis de contaminantes puede ser una tarea dificil ya que muchos son muy polares, tienen
bajos pesos moleculares o son sensibles a la temperatura. En general, una baja selectividad
del método de extraccion implica cantidades considerables de impurezas, las cuales deben
ser eliminadas antes de su analisis.
Uno de los procedimientos mas comunmente usado para el aislamiento de contaminantes
organicos es la extraccidon Soxhlet. E ste procedimiento se lleva a ¢ abo con disolventes no
polares y /o s emi-polares; es te pr ocedimiento s e basa en| a ex traccidon exhaustiva de
compuestos organicos polares y no polares a través de un sistema en continuo. Algunas
desventajas q ue t iene el m étodo de S oxhlet es q ue r equiere g randes v olumenes de
disolventes or ganicos de al ta purezay unt iempo r elativamente | argo par a c ompletar | a
extraccion total de los analitos (Suchan et al, 2004).
La Extraccion Liquido- Liquido (LLE por sus siglas en inglés), se basa en la transferencia de
los analitos desde la muestra acuosa hacia un disolvente inmiscible en agua, es una técnica
empleada habitualmente para |a preparacion de muestras acuosas. Por sus caracteristicas,
es una técnica especialmente apropiada para la extraccion de HAPs, ya que son compuestos
con un marcado c aracter hi drofébico y | a ex traccion ¢ on un di solvente apol ar r esulta
especialmente eficaz.
No obstante, LLE presenta ciertos inconvenientes, ya que se trata de u na técnica lentay
laboriosa, c on elevado c onsumo d e di solventes, y ¢ on pr oblemas adi cionales, como | a
formacion de e mulsiones y /o | a nec esidad de et apas a dicionales de ev aporacion de
disolvente (Pena, 2010).
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La E xtraccion por Fluido Supercritico (SPE, por sus siglas en i nglés) y la E xtraccion por

Liquidos Presurizados (ELP), son técnicas las cuales permiten una extraccion rapida y el uso

de volumenes pequeios de disolventes, sin embargo requieren de equipos cuyos costos de

adquisicién, mantenimiento y operacién resultan ser mas elevados (Suchan et al, 2004).

La Microextraccion con Gota Suspendida (SDME por sus siglas en inglés) fue desarrollada

en la década de los 90, como un procedimiento de pretratamiento de muestra que minimiza

el consumo de disolvente. La fase extractante es una microgota de un disolvente organico,

suspendida del extremo de la aguja de una microjeringa, y expuesta a la muestra. Después

del periodo de extraccion, la gota se retrae hacia la aguja de la microjeringa, y finalmente se

inyecta en el sistema de medicién (Pena, 2010).

Analitos Métodos de Matriz Analisis Referencias
extraccion
Contaminantes Suchan et. al, 2004.
Organicos ELP Pescado CG- DCE
Persistentes
Johnsen & Karlson,
HAPs Extraccion Soxhlet Suelo CG-EM 2005
CLAR-
HAPs Extraccion Soxhlet Algas Fluorescencia Kirso & Irha, 1998
Hatch & Burton Jr.,
HAPs Extraccién Soxhlet Sedimento de agua CG- DFI 1999
(0.5 m de profundidad)
Calesso et. al.,
HAPs Extraccion Soxhlet Cultivos de CG- EM 2012
fibroblastos de pulmon
Hawthorne et al.,
HAPs Extraccién Soxhlet, Suelo contaminado de CG-EM 2000
ELP, Extraccion de un area que era una CG- DIF
Fluido Supercritico. planta de gas
Wong & Wang.,
HAPs Extraccion de Fluido  Aceite lubricante de un CG-EM 2001

Supercritico,
ELL

automovil de gasolina.
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Yao et, al., 2009
HAPs Microextraccién con Muestras de agua: CLAR

gota suspendida. grifo, arroyo y de rio.

Tabla 1. 10.1 Publicaciones r elacionadas con | a ex traccion de H APs en di ferentes matrices. HAPs:

Hidrocarburos A romaticos P oliciclicos; E LP: E xtraccién d e Li quidos P resurizados; E LL: E xtraccion Liquido Li quido; CG:
Cromatografia de G ases; CLAR: Cromatografia d e Liquidos de A Ita Resolucién; C G-DCE: C romatografia de Gases con
Detector de C aptura de E lectrones; C G-EM: C romatografia de G ases ¢ on E spectrometriad e M asas; C G- DIF:

Cromatografia de Gases con Deteccidn de lonizacion de Flama.

A c ontinuacién s e d escribe m as a de talle dos de | ast écnicas bas adas en el us o de
adsorbentes, para la extraccion de los HAPs en los medios de cultivos que se efectud en el
presente trabajo.

1.10.1 Extraccién en Fase Sdlida (EFS).

El principio de | a E xtraccion en F ase Sdlida es similar al de | a Extraccion Liquido-Liquido
(ELL) cuando se involucra un reparto de los solutos entre dos fases diferentes. Sin embargo,
en lugar de dos fases liquidas inmiscibles, como en la ELL, la EFS implica la distribucion de
un compuesto entre un liquido (matriz de | a muestra o disolvente con analitos) y una fase
sélida (adsorbente). En la EFS también se involucran otros mecanismos de retencion como
la adsorcidon y el intercambio idénico. Esta técnica de t ratamiento de | a muestra permite la
concentracion y |a purificacién de | os analitos al mismo tiempo. El procedimiento g eneral
consiste en cargar una solucion en la fase sélida empacada en una columna o c artucho,
lavar | os c omponentes no des eados, y | uego r ecuperar | os an alitos des eados c on otro
disolvente en un vial de recoleccion.

La retencion de los analitos en la Extraccion en Fase Solida se basan en fuerzas de Van der
Waals (interacciones no polares), enlaces de hidrégeno, fuerzas dipolo-dipolo (interacciones
polares) y las interacciones cation- anién (interacciones ionicas).

Con ay udadel aE FS s e pue den o btener m uestras q ue es tan en s olucion, | ibres de
componentes interferentes de la matriz y concentradas | o s uficiente p ara la deteccion. La
Extraccién en F ase Sdlidaselogra através del ainteraccion de tres c omponentes: el
adsorbente, el analitoy el di solvente. El anal ito de be ser at raido mas f uertemente al
adsorbente que a la matriz. El mejor mecanismo y procedimiento para la EFS, se definen por

las caracteristicas fisico-quimicas del analito en la muestra (Zwir-Ferenc, 2006).
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El procedimiento de la EFS consta de tres o cuatro pasos sucesivos los cuales se ilustran en
la figura 1.10.1.1. En primer lugar, el adsorbente solido debe ser acondicionado usando un
disolvente apr opiado, en base a | a es tructura q uimica del anal ito; seguido por el mismo
disolvente de la muestra. Este paso es crucial, ya que permite la humectacion del material de
embalaje y s olvatacion de | os g rupos funcionales. A dicionalmente, elimina |l as posibles
impurezas contenidas inicialmente en el adsorbente o en el e mbalaje. Ademas, este paso
elimina el aire presente en la columna y se llena el volumen vacio con disolvente.

El segundo paso es el vertido de la muestra a través del adsorbente. La muestra puede ser
pasada a través de la columna por gravedad, bombeo, aspiracién por vacio o por un sistema
automatizado.

El tercer paso (opcional) es el lavado del adsorbente sdélido con un disolvente apropiado, el
cual debe tener una fuerza baja de el ucién para eliminar componentes de la matriz que se
han mantenido en el ads orbente, sin des plazar | os analitos. La et apa de s ecado también
puede s er aconsejable, es pecialmente para las matrices acuosas, para eliminar trazas de
agua presente en el adsorbente.

El paso final, consiste en la elucién de los analitos de interés con un disolvente apropiado, sin
la el iminacién d e ¢ omponentes de| a m atriz retenidas (interferentes). E | v olumen de

disolvente a oc upar s e deb e ajustar de manera que el recobro s ea c uantitativo (Camel,
2003).

Figura 1.10.1.1. Pasos de Extraccién en Fase Solida (modificado de Zwir-Ferenc, 2006).
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1.10.2. Dispersion en Matriz de Fase Solida (DMFS).

En 198 9, un nuevo proceso p ara | a di sgregacion y e xtraccidon de m uestras s olidas f ue
introducido. E ste proceso |lamado Dispersiéon de M atriz en F ase S élida (DMFS), combina
aspectos de diversas técnicas para la disgregaciéon de la muestra en un adsorbente, mientras
que también genera un material el cual posee, caracteristicas cromatograficas unicas, para la
extraccion de c ompuestos a par tir de una muestra dada. L a DMFS se aplica a m uestras
viscosas, solidas o semi- solidas, comunmente con un soporte sélido, como la silice, la cual
se ha derivatizado p ara producir una fase organica consolidada como |los octadecil silano
(C18) en su superficie; éstos materiales son los mismos utilizados para la EFS.

En el proceso de la DMFS, la muestra es colocada en un mortero de vidrio o de agata, el cual
contiene una fase enlazada apropiada o cualquier otro material de soporte sélido, tal como la
silice octadecil silano (ODS) derivatizada (C18) o de otro tipo de soporte adecuado. El sélido
de soporte y la muestra se mezclan manualmente usando un pistilo de vidrio o de agata, un
paso que se lleva alrededor de 30 s. Los estandares internos, se pueden afadir antes de
este pas 0. E| m aterial m ezclado s e transfiere y se empaca en una c olumna de m aterial
inerte, generalmente un cartucho de polipropileno, similar a los usados para la EFS; para
llevar a cabo la elucion secuencial con los disolventes, como se observa en la figura 1.10.2.1.
La ¢ olumna de di spersién s e c ompone de | a m ezcla de ¢ omponentes de | a muestra
distribuidos en | a fase e nlazaday el s oporte, produciendo una n ueva fase q ue ex hibe
caracteristicas unicas para el fraccionamiento de | a muestra. De esta manera, ya s ea por
simple gravedad, aplicando vacio o c on equipos adecuados se hace pasar, un disolvente
apropiado o una secuencia de disolventes pueden ser usados para limpiar la columna o para
aislar directamente el compuesto(s) de eleccion. Co- columnas consistentes de o tra fase
sélida o s oportes c romatograficos t ambién pue den s er i ncorporados en | a c olumna para

asistir en el aislamiento o para una limpieza superior.
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Figura 1.10.2.1. Pasos de Dispersion en Matriz de Fase Sdlida (modificada de Baker, 2007).

El reparto (fase estacionaria liquida) o el equilibro de ads orcion (fase estacionaria sdlida),
similar al existente en una columna cromatografica, es responsable de la distribucién de los
analitos, entre la muestra dispersada y el disolvente de elucién. La eficiencia y selectividad
en D MFS depe nde de varios factores entre | os cuales des tacan | a s eleccion del m aterial

dispersante, utilizacion de co-adsorbentes, el tipo de disolvente y la secuencia de elucion.

1.11 Cromatografia de Liquidos.

La c romatografia es unat écnica anal iticade s eparacione nl aq ueunam ezclade

compuestos se desplaza en una fase movil liquida, a través de una fase estacionaria, fijada a
una columna o a una superficie solida. Es esencial escoger ambas fases, de tal modo que los
componentes de la muestra se distribuyan de manera diferente entre ellas. Las moléculas
fuertemente retenidas por la fase estacionaria se moveran lentamente con el flujo de la fase
movil, mientras que las que se unen débilmente a |a fase estacionaria seran arrastradas con
rapidez por la fase movil. Debido a esta movilidad diferencial de |os componentes de una
muestra, dentro de | a fase estacionaria empacada en una columna se van as eparar en
bandas o zonas discretas que podran ser analizadas cualitativa o cuantitativamente al salir y

dirigirse a un detector apropiado.
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La cromatografia de liquidos tiene amplia aplicacion porque la mayoria de los compuestos no
son suficientemente volatiles para que se les pueda analizar por cromatografia de gases. La
cromatografia de | iquidos de al ta e ficiencia (HPLC, por s us siglas eni nglés) utiliza una
presion elevada para forzar al disolvente a que pase por una columna que contiene una fase
estacionaria de particulas muy finas, consiguiendo asi separaciones de g ran resolucion. E|
equipo de HPLC generalmente consta de un sistema de suministro de disolvente, una valvula
de inyeccién de m uestra, una ¢ olumna de alta presién, un d etector y un or denador para
controlar el equipo y visualizar los resultados. Actualmente muchos equipos incluyen ademas
un horno para controlar la temperatura de la columna.

Existen varios m étodos cromatograficos que se pueden clasificar de distintas formas. Una
clasificacion g eneral que s e basa e nla polaridad de |a fase e stacionaria s e des cribe a

continuacion:

-Cromatografia fase normail:
La fase estacionaria presenta puntos activos de alta polaridad y las interacciones que
se producen con el soluto son especificas del grupo activo. La fase estacionaria puede ser un
soélido ads orbente ( silice o al umina), o bi en, uns oporte al q ue s e unen q uimicamente

moléculas organicas que presentan grupos funcionales de alta polaridad (ciano, amino, etc.).

-Cromatografia de fase reversa (inversa):
La fase estacionaria tiene un a naturaleza apol ar ( cadenas hidrocarbonadas, g rupo
fenilo) y las interacciones que se producen son inespecificas (efecto solvéfobo) (Harris, 2007;
Alfonso, 2009).

1.11.1Definiciones y parametros cromatograficos.
Tiempo de retencién: Es el tiempo que transcurre desde la inyeccion de una muestra en la

columna hasta que un componente llega al detector y se le da el simbolo tr.

Tiempo muerto: Es el tiempo tm para que una especie no retenida en la columna llegue al

detector.
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Constante de distribucién: Los equilibrios de di stribucién implicados en ¢ romatografia se
describen por ecuaciones simples que suponen la distribucion de un analito entre las fases

estacionaria y mévil (Guia de cromatografia, Universidad Central de Venezuela).

Donde Cs es|l ac oncentracion molar del an alito en| a fase estacionariay Cwm esl a

concentracion molar del analito en la fase movil.

Factor de capacidad: Es un parametro (k') que se utiliza para describir las velocidades de
migracion de los analitos en las columnas y se interpreta considerando que mientras mayor
sea el valor de este factor menor es la velocidad de migracion de los solutos en la columna.
Para una especie A, el factor de capacidad k'A se d efine como (Guia de cromatografia,

Universidad Central de Venezuela):

Donde Ka es la constante de distribucion, Vs es el volumen de la fase estacionariay VM es el
volumen de la fase movil.
También puede ser descrito en términos experimentales los cuales pueden ser tomados de

un cromatograma (Guia de cromatografia, Universidad Central de Venezuela):

Donde (trR)A es el tiempo de retencion del componente A y tm es el tiempo muerto obtenido

para una especie no retenida.

Factor d e se lectividad: E | factor d e selectividad a de una columna, como su nombre lo
indica, es un término que define que tan selectiva es una columna para separar dos picos. Es
de hacer notar, que la columna puede ser selectiva para una separacion, que se identifica
por un valor alto de este factor.

Entonces el factor de selectividad de una columna para dos especies A y B se define como
(Guia de cromatografia, Universidad Central de Venezuela):
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rx=k—5
k

F—

Donde kB es el factor de c apacidad del compuesto B, que es el mas retenidoy kA es el
factor de capacidad del compuesto A, que es el menos retenido.
Con esta definicion a siempre es mayor que la unidad.

En términos tomados a partir de un cromatograma a se puede calcular:

Eficiencia de una c olumna: C omo s e di jo ant eriormente, sino se toma en ¢ uenta |l os
factores que afectan el ancho de un pico para la separaciéon cromatografica no s e p odria
lograr una bue na separacién aun cuando se tenga un factor de s electividad alto para estos
picos en una columna particular. Es decir que mientras mayor es la capacidad de la columna
de producir picos mas estrechos mayor es su eficiencia.

La anchura de una banda aumenta a medida que se mueve a través de la columna, debido a
que cuanto mas tiempo transcurre mayor es la dispersion que puede tener lugar. Por ello la
anchura de la zona esta relacionada directamente con el tiempo de residencia en la columna,
e inversamente con la velocidad a la que fluye la fase mdvil.

Se utilizan dos términos afines con frecuencia como medida cuantitativa de | a eficiencia de
una columna cromatografica: 1) la altura equivalente de plato tedrico o H y 2) el numero de
platos t eéricos N . Lo s dos es tan r elacionados p or | a ec uacion (Guia de ¢ romatografia,

Universidad Central de Venezuela):

.'a'l'r = —
H

Donde L es la longitud (normalmente en centimetros) del relleno de la columna. La eficiencia
de la columna c romatografica aumenta c uando mayor es el numero de pl atos, y cuando

menor es la altura de plato.
Resolucién de una columna: L a resolucion R s de una columna c onstituye una m edida

cuantitativa de s u c apacidad para s eparar dos a nalitos. A | pasarp orun ac olumna

cromatografica, los solutos tienden a di fundirse segun una c urva gaussiana, de desviacion
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estandar 0. Cuanto mas tiempo pasa el soluto en la columna, mas ancha se hace la banda

(Guia de cromatografia, Universidad Central de Venezuela).

Donde W4 y Wg son los anchos de banda de los solutos A y B respectivamente.
Estadisticamente se puede demostrar que una resolucion de 1.5 per mite una s eparacion
esencialmente completa de los dos componentes, mientras que no es asi con una resolucién
de 0.75, por supuesto siempre y cuando las bandas sean gaussianas, es decir simétricas en
ambos lados. Asi con una resolucion de 1.0; la zona A contiene aproximadamente 4 % de B,
y la zona B contiene una cantidad similar de A, con una resolucion de 1.5 el solapamiento es
del orden de 0.3 %.
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CAPITULO 2. METODOS Y MATERIALES
2.1 MATERIALES.

2.1.1 Disolventes, reactivos y estandares analiticos.

Metanol y acetonitrilo grado cromatografico ( JT Baker, México)

Agua ultrapurificada, obtenida en un sistema de purificacién (microfiltracién: Simplicity
UV, Millipore, MA, USA).

Isopropanol grado reactivo ( EM Science, NJ, USA)

Silice C18 Supelclean de 45 um de diametro de particula (Supelco, EUA).
Estandares de B(a)P, B(a)A, Antraceno, Pireno de pureza >99 % (Chemservice, PA,
USA).

2.1.2 Sistema de Extraccion.

Espatula Cromo-Niquel, para pequefias y grandes cantidades

Micropipetas de 2-20, 20-200 y 100-1000 yL (Eppendorf, Hamburg, Alemania)
Cartuchos Bond Elut de 1 y 6 mL con los “frits” correspondientes (Varian, CA, USA)
Pipetas Pasteur

Matraces Erlenmeyer de 125 y 250 mL

Portaobjetos

Jeringa de 20 mL con adaptador de propileno (Henke Sass Wolf, Tuttlingen, Alemania)
Mortero de agata con pistilo de 20 mL

Tubos de centrifuga de 15 mL (BD Biosciences, CA, EUA)

Viales con tapon de rosca con capacidad de 2mL, 5mL, 10 mL y 40mL.

Vasos de precipitados de 20, 50 y 100 mL grado laboratorio.

2.1.3 Medios de cultivo y mantenimiento de las microalgas.

La microalga eucariota Selenastrum capricornutum fue adquirida de | a coleccion de
cultivos de al gas de la U niversidad de Texas ( TX, U SA)y cultivada en matraces
Erlenmeyer con medio Bristol (NaNO3 2.94 mM, CaCl2:2H20 0.17 mM, MgSO4-7H20
0.3 mM, K2HPO4 0.43 mM, KH2PO4 1.29 mM, NaCl 0.43 mM (JT Baker, DF, MEX)
Proteosa peptona 1 g/L (MCD Lab, Edo. De México, MEX)

Lamparas de luz fria 14 watts

Autoclave All American 75X

Autoclave eléctrica, Tuttnauer 2540EL

Para el crecimiento de los medios de cultivo, se sembré el alga Selenastrum capricornutum,
de un medio de conservacion solido (compuesto por agar, medio bristol y peptona) con la
ayuda de un asa estéril, en 200 mL de medio Bristol (tabla 2.1); previamente esterilizado a
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121 °C por 30 minutos, para evitar la contaminacion con bacterias u hongos presentes en el
medio.

Este organismo se cultivd con ciclos de iluminacion de 16 horas luz y 8 horas de obscuridad;
agitacion c onstante y t emperatura ambiente, d urante 1 5 dias a proximadamente. D e este
medio de cultivo se tomaron aproximadamente 3 mL, al cual se le midi6 la absorbancia a 685
nm (longitud de onda de absorcidon de la clorofila) con un espectrofotometro, hasta llegar a
una abs orbanciade 1.0 (lo que corresponde a aproximadamente 1x 10° células por m L'1)
segun una curva de crecimiento previamente estandarizada en el laboratorio.

Componente Disolucién “Stock” Concentracién
Final (mM)

Proteosa-Peptona 19/1000 mL agua destilada -
NaNO3/KNO3/Ca(NOs3)2 10g/400 mL agua destilada 2.94
CaCl2*2H20/CuCl2*2H20 19/400 mL agua destilada 0.17
MgS0O4*7H20 39/400 mL agua destilada 0.3
K2HPO4/Na2HPO4 79/ 400 mL agua destilada 0.43
KH2PO4/NaH2PO4 79/400 mL agua destilada 1.29
NaCIl/KCI 1g/400 mL agua destilada 0.43

Tabla 2.1. Composicion de sales con las que se enriquece el medio Bristol, para conseguir un 6ptimo
crecimiento del alga.

Los medios de conservacidon se prepararon de igual maneray a dicionando 1 % de ag ar,
para solidificarlos, estos medios se mantuvieron bajo luz blanca fria y a una temperatura de
4°C.

2.1.4 Sistema cromatografico.

e Cromatografo de liquidos de alta resolucion (Waters con bomba binaria 1525)

e Detector UV de arreglo de fotodiodos 2998 (Waters)

o “Software” de control y procesamiento de datos “Empower” version 3.0

e Columna analitica de acero inoxidable Nucleosil 100, 5 um 150 x 4.6 mm, empacada
con silice fase inversa Nucleosil C18, (Macherey-Nagel, Duren, Alemania)

e Precolumna de guarda de acero inoxidable Hichrom, de 13 X 4.5 mm, empacada con
silice fase inversa Nucleosil C18, (Phenomenex, Torrance, CA, EUA).

e Inyector manual, con bucle de inyeccion de 20 pl.

e Jeringa de 50 uL (Hamilton, EUA)

2.1.5. Otros equipos y materiales.

e Balanza analitica, modelo AG 245 (Mettler Toledo, Suiza)
e Barfo de ultrasonido Bransonic 1510 (Branson, CT EUA)
e Centrifuga marca SIGMA, Osterode am Harz, Alemania, modelo 2-5
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e Matraces Erlenmeyer 50 mL estériles

e Micropipeta de volumen de 100-1000 uL (Eppendorf, Alemania)

e Pipeta estéril de 10 mL

e Propipeta

e Agitador orbital para matraces de 250 mL, modelo 2346Q (ThermoScientific, EUA).
e Mechero Bunsen

e Espectrofotometro Spectronic Genesys 5 (ThermoScientific, EUA)

2.1.6 Preparacion de disoluciones estandar.

En todas las disoluciones utilizadas de BaP, BaA, ANT y PY; se partié de disoluciones madre
con concentracion de 100 ppm, preparada en ac etonitrilo, al macenada p osteriormente en
frascos ambar cerrados herméticamente a una temperatura de 4 ° C.

A par tirde c adaun adel as disoluciones m adre, s e o btuvieron | as ¢ orrespondientes
disoluciones de 40 p pm, las cuales se almacenaron bajo las mismas condiciones hasta ser
utilizadas.
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2.2.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL.

Con base en una metodologia de extraccién previamente validada para el aislamiento
de BaP del medio de cultivo (Velasco, 2011; Diaz, 2013) se evalu6 como afectan parametros
como laluzy latemperatura en | os medios de c ultivo, para asi conocer |as condiciones
optimas para la degradacién de B(a)P, PY, ANT y B(a)A.

En la figura 2.2.1. Se describe la metodologia general que se siguio para conseguir este
objetivo.

Figura 2.2.1. Esquema general de experimentacion.

31



2.2.1 Analisis cromatografico.
2.2.1.1 Seleccion de la longitud de onda para la deteccion de los HAPs.

Para llevar a ¢ abo ad ecuadamente el analisis cromatografico fue necesario seleccionar la
longitud de onda donde se observd la mejor respuesta para cada uno de los analitos (ANT,
PY, Ba A, Ba P); paraes tos e obtuvo el es pectro de a bsorcibn de cada unode Ilos
hidrocarburos individualmente, con ayuda del detector UV de arreglo de diodos.

2.2.1.2 Seleccion de la fase maovil para el analisis de los HAPs.

Para encontrar las condiciones éptimas de la separacion cromatografica, se inyectaron seis
veces disolucionesde cadau nod e losc uatro compuestos: Pireno, A ntraceno,
Benzo(a)antraceno y Benzo(a)pireno, con concentraciones de entre 0.1y 2.5 ppm, variando
la composicion de la fase mévil constituida por metanol/ agua. Las variaciones fueron 100 %,
95 %, 90 %, 85 %, 80 % de MeOH a un flujo de 1 mL/min, obteniendo los correspondientes
tiempos de retencién en los cromatogramas.

Con los tiempos de retencion (trR), los tiempos muertos (tv) de cada fase y con la ayuda de la
ecuacion 2.2.1, se pudo calcular el factor de capacidad (k). Con estos datos se obtuvo el
grafico del log k™ en funcion del %MeOH.

Donde trR es el tiempo de retencién del compuesto, y tm es el tiempo muerto.

Con estos resultados se seleccioné la mejor fase maovil para el analisis cromatografico.
2.2.2 Validacion del sistema cromatografico
2.2.2.1 Linealidad del sistema

Para la linealidad del sistema se realizaron inyecciones por triplicado de soluciones de BaP,
BaA, Pireno y Antraceno, en concentraciones de 0.5 pg/mL, 2 yg/mL, 5 yg/mL, 8 pyg/mL y 10
pug/mL, partiendo de una s olucidn madre de 4 0 uyg/mL, con |l a i ntegracion a través de |
software “ Empoware” 3.0 fue p osible o btener el ar ea,y c ones tar ealizar curvas de
calibracion de la misma en funcién de la concentracion, se realizé la regresion lineal a cada
una de las curvas, lalinealidad se evalto através del coeficiente de relacién r* de cada
curva.

La U SEPA (2003), para fines c uantitativos, | a r? obtenida de la regresion lineal debe ser
superior a 0.99.
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2.2.2.2 Repetibilidad y Reproducibilidad del Sistema.

La repetibilidad y la reproducibilidad son dos medidas de la precision dentro del sistema, para
conocer el grado de concordancia entre nuestros datos, cuando se generan bajo las mismas
condiciones ( repetibilidad) y bajo ¢ ondiciones diferentes como dia, anal ista o equipos
(reproducibilidad).

Para determinar| a p recisiéon del s istema durante t res di as diferentes s e realizaron 5
inyecciones de soluciones de estandares individuales de cada uno de | os compuestos, con
una fase movilde 95 % MeOH, y con un flujo constante de 1 mL/min. P osteriormente, se
obtuvieron las areas integradas, para poder calcular el coeficiente de variacién (CV) entre
corridas del mismo dia, evaluando de este modo la repetibilidad y con el CV entre muestras
de | os tres dias diferentes, s e ev aluo | a r eproducibilidad. E | coeficiente d e v ariacion s e
calcul6 a través de la ecuacion 2.2.2.2.1 (Velasco, 2011).

........................ (Ec. 2.2.2.2.1)

Donde S, es la desviacion estandar y E, la media o el promedio.

Los criterios de aceptacion que brinda COFEPRIS (2011) para contaminantes en agua, con
una concentracién entre 0.1 y 100 mg/L, son para repetibilidad un CV menor o igual al 15% y
para reproducibilidad un CV menor o igual al 23%.

2.2.2.3 Limites de Deteccién y Cuantificacién Instrumentales.

Para la determinacion del Limite de Deteccion (LD)y el Limite de Cuantificacion (LC), se
utilizaron las curvas de c alibracién de cada uno de los compuestos, por medio de métodos
estadisticos, usando la pendiente de la recta (obtenida por un ajuste de minimos cuadrados)
y la desviacion estandar, se utilizaron la ecuacion 2.2.2.3.1 y la ecuacion 2.2.2.3.2 (Velasco,
2011) para poder calcular el LD y LC, correspondientemente.

LD=E3SubT (Ec. 2.2.2.3.1)

LC=(10Sb1 (Ec. 2.2.2.3.2)

“e (Rl

Donde b1 es la pendiente y Syixes la desviacidén estandar de la regresion de “y” en “X”.
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2.2.3 Métodos de extraccion.
2.2.3.1 Acondicionamiento del adsorbente.

Para s olvatar | as m oléculas del a dsorbente de m odo t al q ue s e vieran f avorecidas las
interacciones c on | os anal itos, fue n ecesario ac ondicionar | a s ilice C 18 Supelclean, c on
metanol al 100 %, en unar elacibn de 1 mL de metanol por cada gramo de adsorbente y
dejandola s ecar al v acio. E ste pr ocedimiento también nos permitié el iminar i mpurezas
procedentes del embalaje.

2.2.3.2 Extraccion en Fase Solida (EFS).

Para llevar a cabo la extraccion en fase sélida (EFS) se us6 una metodologia previamente
optimizada en el laboratorio para hidrocarburos de alto peso molecular como son BaP, BaA,
BkF, BbF (Velasco, 2011; Diaz, 2013). En base a esta optimizacion evaluamos el recobro de
los cuatro compuestos estudiados en el presente trabajo (antraceno, pireno, BaA y BaP). El
meétodo de ex traccidn tiene varias et apas: primero s € hac e u n ac ondicionamiento de |l a
columna de extraccién con 3 mL de ACN al 100 % y posteriormente 10 mL de agua tipo I. La
columna consiste de un cartucho de polipropileno (6 mL) en el cual se empacaron 300 mg de
silice C18 (previamente activada) la cual se encuentra presionada entre dos “frits” de tamafo
adecuado. Posteriormente se aplican 15 mL de cultivo del alga Selenastrum capricornutum,
el cual es ta a dicionado c on una c oncentracion de 0 .266ug/ mLenel medio (4 ugde
hidrocarburo) antraceno, pireno, BaA yB aP, aestos 15 m L previamente se les agrego
isopropanol para obtener el 20% en la muestra, y se dejé equilibrar durante 5 min.

Con vacio, s e hi zo p asar | a m uestra, p ara des pués c omenzar con | a apl icacion de | os
eluentes de lavado: 5 mL de agua, 4 mL de ACN: Agua 10:90, 3 mL de ACN: Agua 5545 y
finalmente se eluyd con 4 mL de ACN al 100 %, siendo esté eluato la fraccion que se analiz
por CLAR-UV-DAD. El procedimiento completo de extraccion se ilustra en la figura 2.2.3.2.1.
Para evaluar la eficiencia y la confiabilidad de | a metodologia se utiliz6 como parametro el
factor d e r ecuperacion o recobro, el c ual para s er c onsiderado ac eptable s e evalua en
funcion d e 1 a c oncentracion u tilizada, asi como el propédsito del a nalisis. Para c alcular el
porcentaje de recobro; se comparé con él area de pico que correspondia a un estandar de
concentracion de 8 ug/mL, un triplicado de area del pico correspondiente a cada compuesto
proveniente de inyecciones de extractos de muestras reales. Asi se evalud la precisioén con él
% CV (ecuacion 2.2.3.2.1) entre las tres muestras realizadas el mismo dia, y posteriormente
entre muestras realizadas en dias diferentes.

* X 100
X

CV=

...................... (Ec.2.2.3.2.1)
Donde s es la desviacion estandar y X |a media aritmética.
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Figura 2.2.3.2.1. Procedimiento de Extraccion en Fase Sélida.

2.2.3.3 Dispersion de Matriz en Fase Sélida (DMFS).

Se optimizd una metodologia previamente validada en el laboratorio para hidrocarburos de
alto peso molecular, BaP, BaA, BkF y BbF (Velasco, 2011; Diaz, 2013) para la extraccién de
los cuatro compuestos que se utilizaron en este trabajo, para ello se utilizé el recobro como
parametro de cuantitatividad y reproducibilidad.

En un mortero de 4gata se colocaron 5 mg de bi omasa previamente seca, proveniente de
cultivos de Selenastrum capricornutum, al osq ue sel e ag regaron 100 mgd e s ilice
derivatizada con C18. A esta mezcla se le agregaron 100 uL de antraceno, pireno, BaA y BaP
a 40 ug/mL, correspondientes a 4 ug de hidrocarburo; una vez que el disolvente se evaporo, la
mezcla se homogenizé con ayuda del pistilo. Posteriormente la fase dispersa se empaco entre
dos “frits” para un cartucho de polipropileno de 1 mL, a través del cual y con ayuda del vacio
se hicieron pasar 10 mL de agua, 5 mL de ACN al 20 %, 1.5 mL de ACN al 40 % vy, finalmente
se eluyd la fraccion con 0.5 mL de ACN al 100 % en el cual se recuperaron los analitos. Esta
fraccion final se analizé por CLAR-UV-DAD. El procedimiento completo de es te método de
extraccion se ilustra en la figura 2.2.3.2.1.

Posteriormente, se calcul6 el porcentaje de recobro al comparar un triplicado de m uestras
reales con un es tandar, para poder evaluar la precision con él % CV (ecuaciéon 2.2.3.3.1)
entre las tres muestras realizadas el mismo dia, y posteriormente entre muestras realizadas
en dias diferentes.

35



Figura 2.2.3.3.1. Procedimiento de Dispersion en Matriz de Fase Sdélida.

2.2.4 Evaluacion del e fectode | aluznatural s obre |l aremocidén de B enzo(a)pireno por
Selenastrum capricornutum.

Para evaluar el efecto de la luz natural sobre la capacidad de degradacion de la microalga, se
realizaron ensayos de exposicion en luz natural frente a BaP, a diferentes tiempos, para de
esta manera p oder c omparar es tos r esultados, c on datos pr eviamente g enerados e n el
laboratorio usando luz amarilla (Diaz, 2013).

En c ondiciones asépticas setomaron alicuotas de 1 5m L de unm edio de c ultivo de
Selenastrum capricornutum con absorbancia espectrofotométrica de 1.0, a 685 nm (absorcidn
de la clorofila), colocando esta alicuota en matraces E rlenmeyer de 5 0 mL. Estos cultivos
fueron fortificados con BaP a una concentracion en el medio de 0.266 ug/mL. Posteriormente
los matraces se colocaron a agitacién constante y se dejaron expuestos a la luz natural, por el
tiempo de exposicion definido. Se utilizaron tiempos de exposicion de 0.75, 3, 6 y 24 horas.

Terminado el tiempo de exposicidon, el m edio f ue t ransferido a tubos d e c entrifuga p ara
centrifugarse a una velocidad de 3900 rpm por 15 minutos, para asi obtener el medio liquido
sin microalgas y un boton celular, mismo que se colocé en portaobjetos de vidrio para permitir
gue se secaran a temperatura ambiente. El sobrenadante se sometié al método de extraccion
en f ase soélida, mientras q ue el bo ton celular, unavezs eco, se s ometid al métodode
dispersion d e m atriz en fase s 6lida, comose muestraenla figura2.2.3.2.1y 2.2.3.31,
respectivamente.

Posteriormente los extractos fueron almacenados a4 °C hasta su analisis por CLAR con
detector UV de arreglo de diodos, con el fin de ¢ uantificar el hidrocarburo agregado en el
correspondiente ensayo de exposicion.
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2.2.5 Efecto de la temperatura sobre la remocién de HAPs por Selenastrum capricornutum.

Para conocer el efecto de |la temperatura en la remocion d el BaP del medio de cultivo, se
evaluaron tres temperaturas, 20 °C, 25 °Cy 30 °Ca 0.75, 2, 4 y 6 horas, de este modo se
generaron 3 curvas de degradacion, a cada una de las temperaturas.

En c ondiciones as épticas se tomaron al icuotas de 15 m L de cultivos de Selenastrum
capricornutum (con una absorbancia espectrofotométrica de 1.0 a 685 nm), y se transfirieron
a matraces Erlenmeyer de 50 mL. Estos cultivos fueron fortificados a una concentracion en el
medio de 0.266 pg/mL del hidrocarburo. P osteriormente | 0os m atraces s e c olocaron en un
agitador con temperatura controlada, agitacion constante (50 rpm) y se dejaron expuestos por
los tiempos establecidos.

Una vez terminado el tiempo de ex posicion, el volumen total de | os matraces de c ultivo fue
transferido a tubos de centrifuga; centrifugandose por 15 min a una velocidad de 3900 rpm,
una vez que se obtuvo el medio liquido libre de al gas, a éste se le realizé |a extraccion en
fase s élida, como se muestra en | a figura 2.2.3.2.1, y al botdn celular se le colocé en un
portaobjetos de vidrio y se le dejo secar a temperatura ambiente, una vez seco, se llevo a
cabo la dispersion de matriz en fase solida, como se explica en la figura 2.2.3.3.1.

Los extractos fueron almacenados a4 °C hasta su analisis por CLAR con detector UV, con
arreglo de diodos, con el fin de cuantificar el BaP residual después del tiempo de ensayo de
exposicion.

Para el resto de los compuestos (antraceno, pireno y BaA) se decidié utilizar solamente un
tiempo de 0.75 horas, esto en base a los datos obtenidos para BaP en los cuales se observd
una marcada diferencia en los ng de hidrocarburo recuperado a |l as diferentes temperaturas,
siguiendo p ara estos compuestos |a misma m etodologia previamente des crita para BaP a
diferentes temperaturas de exposicion.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Andlisis cromatografico.
3.1.1 Seleccién de la longitud de onda para la deteccion de los HAPs.

En cada uno de | os espectros obtenidos (Anexo I) se seleccionaron las longitudes de onda
de maxima absorcion.

Enla Tabla 3.1.1.1 se p uede o bservar | as | ongitudes d e o nda seleccionadas par a c ada
compuesto.

Compuesto Anm
Pireno 239
Antraceno 250
Benzo(a)antraceno 286
Benzo(a)pireno 295

Tabla 3.1.1.1 Longitudes de onda con mayor respuesta de los HAPs estudiados
3.1.2 Seleccién de la fase moévil para la separacién de los HAPs

Enla Grafica 3. 1.2.1. S e p uede o bservar el c omportamiento en r etencién de | os c uatro
hidrocarburos, c onforme s e v a variando | a composicion de f ase m évil en el s istema
cromatografico, s abiendo que a m ayor factor de ¢ apacidad (k’), es menor la velocidad de
migracion de los compuestos. De esta manera se puede observar que el compuesto menos
retenido es el antraceno.

Log k’

14

1.2

1 \
0.8 \\ —=§-—antraceno
0.6 \ =#—Pireno
0.4 T BaA
0.2 N —<—BaP

0
-0.2 7 80 90 \0

Log K’

[IEY
[IEY
o

Grafica 3.1.2.1. Variacion del logaritmo del factor de ¢ apacidad k’ de | os hidrocarburos ar omaticos
policiclicos, en funcion del porcentaje de metanol en la fase movil.
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En base a la grafica 3.1.2.1 y tomando en cuenta los interferentes de la matriz, que pudieran
presentarse e n el c romatograma a tiempos de r etencion c ercanos al tiempo muerto, se
decidi6 utilizar una fase m évil con un ¢ ontenidode 95 % M eOH, manteniendo corridas
cromatograficas cortas para los cuatro compuestos como se observa en la figura 3.1.2.1 pero
evitando las interferencias observadas en blancos de muestras reales para los extractos, ya
sea por Extraccion en Fase Sdlida (medio liquido) o por Dispersiéon de Matriz en Fase Sdlida
(biomasa).

Figura 3.1.2.1. Cromatograma de Antraceno 1.5 ug/mL (A), Pireno 1.5 ug/mL (B), Benzo(a)antraceno
1.5 pg/mL (C) y Benzo(a)pireno 1 pg/mL (D). Condiciones: Columna analitica Nucleosil C18, con
tamano de particula de 10 um, bucle de inyeccion de 20 uL; MeOH 95 % 1mL/min, deteccidén UV A=
250, 239, 286 y 295 respectivamente.

3.1.3 Linealidad del sistema

Enla G rafica 3. 1.3.1, s e pued e obs ervar el ar ea obt enida de | os pi cos en funciénd e
concentraciones en un rango entre 0.5- 10 uyg/mL para cado uno de los hidrocarburos, donde
se puede observar que las cuatro curvas presentan una r? superior a 0. 99, cumpliendo de
este modo con lo recomendado porla USEPA (2013)y por lo cual podemos decir que el
sistema presenta una respuesta lineal en el intervalo de concentraciones estudiadas.
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Linealidad
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Grafico 3.1.3.1. Curvas de calibracién de ANT, PY, BaA y BaP, en un intervalo de concentracién de
0.5a10 pg/mL

3.1.4 Repetibilidad y reproducibilidad del sistema.

Enla Tabla 3.1.4.1. se puede observar la repetibilidad y reproducibilidad en la inyeccién de
una disolucién estandar de 1.5 pg/mL para cada compuesto.

Compuesto Repetibilidad Reproducibilidad
(% CV) (CV)
Antraceno 04 1.5
Pireno 1.3 1.9
BaA 1.6 1.8
BaP 1.1 1.6

Tabla 3.1.4.1. Repetibilidad y Reproducibilidad, al inyectar un estandar de 1.5 yg/mL (n=6).

Como se puede ver se tiene una reproducibilidad ( diferentes dias) con un c oeficiente de
variacion menor al 1.9 %, y la repetibilidad presenta valores menores por lo tanto podemos
decir que el sistema es repetible y reproducible.
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3.1.5 Limites de deteccion y cuantificacion instrumentales.

En bas e al ¢ omportamiento i ndividual d e los ¢ uatro c ompuestos, y de s us di ferencias
fisicoquimicas, se obtuvieron los limites de deteccidny cuantificacion i nstrumental ( Tabla
3.1.5.1) de los hidrocarburos, para de este modo verificar que las concentraciones en las que
trabajamos se encontraran por arriba de estos limites, y asi generar datos confiables.

Compuesto LD (ug/mL) LC (ug/mL)
Antraceno 0.014 0.049
Pireno 0.086 0.286
Benzo(a)antraceno 0.124 0.412
Benzo(a)pireno 0.079 0.265

Tabla 3.1.5.1. Limites de cuantificacién y deteccion instrumental de los hidrocarburos estudiados.
3.2 Métodos de extraccion.

Se utilizaron dos m étodos de ex tracciéon previamente desarrollados para HAPs p esados
(Velasco, 2011; Diaz, 2013) y optimizados para los compuestos estudiados en los medios de
cultivo | iquidos provenientes de | os bi oensayos de ex posicion. E | primero basadoenla
técnica de Extraccién en Fase Sdlida, el cual permitio aislar a los HAPs presentes del medio
liquido y el segundo, basado en |la técnica de D ispersién de M atriz en F ase Solida para
extraer a los HAPs presentes en la biomasa de las microalgas.

Para evaluar el correcto funcionamiento de estas dos metodologias, asi como su eficiencia y
confianza, se utiliz6 como parametro el recobro, el cual se calculo con ayuda de la ecuacion
2.2.3.21.

3.2.1 Extraccion en Fase Solida (EFS).

En la tabla 3.2.1.1 se presentan los recobros obtenidos y los coeficientes de variacion para
los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos en estudio.

Compuesto % Recobro Repetibilidad Reproducibilidad
% CV % CV
Antraceno 94 3.3 4.4
Pireno 91 3.3 4.7
Benzo(a)antraceno 81 6.1 8.8
Benzo(a)pireno 87 5.5 5.6

Tabla 3.2.1.1. Porcentajes de r ecobro y coeficiente de v ariacion de Antraceno, Pireno, BaAy BaP,
extraidos por el método de EFS.

En todos los casos los porcentajes de recobro estan por arribadel 81 %. Elhechoden o
obtener el 100 %, se explica porque estos compuestos tienden a adsorberse en las paredes
del material de vidrio, sin embargo los valores obtenidos son aceptables para el objetivo de
nuestro trabajo y cumpliendo con lo recomendado por la USEPA para muestras acuosas, al

tener recobros entre 70 %-130 % (USEPA, 2003), y €1 % CV se encuentra entre valores de
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3.3-8.8, cumpliendo con los criterios de aceptacion de COFEPRIS (2011) para contaminantes
en agua, al tener un CV menor al 23%.

3.2.2 Dispersion de Matriz en Fase Soélida (DMFS).

Enla Tabla 3.2.2.1, se muestran | os p orcentajes de r ecobro, y c oeficientes d e v ariacion
obtenidos en matrices reales adicionadas.

Compuesto % Recobro Repetibilidad Reproducibilidad

% CV % CV
Antraceno 85 3.7 34
Pireno 86 3.3 4.8
BaA 92 2.1 4.3
BaP 89 2.9 4.6

Tabla 3.2.2.1. Porcentajes de recobro y coeficientes de v ariacion de Antraceno, Pireno, BaA 'y BaP,
extraidos por el método de DMFS en muestras reales.

Para este método se cuenta con porcentajes de recobro mayores al 85 %, cumpliendo las
recomendaciones d e la U SEPA (USEPA, 2003)y presenta CV menor al 3.7 % parala
repetibilidad, un CV menor al 4.8 % para la reproducibilidad, siendo estos valores aceptables
segun los criterios de aceptacién de la COFEPRIS (COFEPRIS, 2011); se considera que el
método es preciso.

3.3 Evaluacion de efecto de | a luz natural sobre la remocion de Benzo(a)pireno por
Selenastrum capricornutum.

Debido al sistema del orbital i, los HAPs absorben fuertemente en las regiones ultravioleta y
regiones del espectro solar (Mallakin, 2000) motivo por el cual al ser expuestos a la luz solar,
sufren un a r apida m odificacién es tructural, g eneralmente v ia oxidacion (Alves, 2005 );
generando moléculas de alta toxicidad ( singulete ex citado y moléculas en es tado triplete)
para el alga. Por este motivo para evaluar |la degradacion de los HAPs se ha recomendado
utilizar una fuente de luz amarilla (Wharshawsky, 1995), la cual también ha demostrado no
ser toxica para Selenastrum capricornutum en trabajos previos en el |aboratorio (Velasco,
2011; Olmos, 2013; Diaz, 2013). Sin embargo, en el presente trabajo se pudo demostrar que
el ex poner alas microalgas a | aluz bl anca na tural n o r esulto a fectarles negativamente
durante los tiempos de exposicion manejados. Como podemos observar en la Figura 3.3.1. la
degradacion bajo una fuente de | uz amarilla y bajo la exposicién ala luz blanca natural o
solar no presentan una diferencia es tadistica significativa (ANOVA Simple, n=6; a= 0.05;
obtenidos c on el programa S tatgraphics C enturion XV, v ersién 15.2.06), ex ceptuando e |
punto de 24 horas, esta diferencia se puede deber a la variacion por la baja concentracion de
los hidrocarburos con este tiempo de exposicion.

Las microalgas siguieron creciendo normalmente, sin presentar muerte celular y la remocion
siguidé su curso de m anera muy similar a c omo lo efectuaron en presencia de luz amarilla.

42



Una posible explicacion se encuentra en las condiciones de exposicidn, la exposicidn mas
larga al BaP fue de 24 horas, de las cuales 16 horas fueron de luz y 8 de obscuridad, segun
la | ey de B unsen-Roscoe e | e fecto fototdxico, depend e di rectamente d e | a ¢ antidad de
hidrocarburo y la intensidad de radiacion absorbida (Ankley,1995) siempre y cuando haya
ausencia d e d efensa bi oldgica; e n n uestro ¢ aso, | a exposiciéon al hi drocarburo no f ue
constante, y durante estas 8 horas de obscuridad se pudo presentar la reparacién de algunos
de los dafios generados por la suma de la radiacién UV y el BaP. Si se trabajaran tiempos
mas largos de exposicion es probable que se pudiera observar el efecto fototdxico, pues los
dafios que no se pueden reparar se acumularian; sin embargo a estas 24 horas las algas
metabolizaron activamente y se degradd 93 % de B aP, haciendo innecesario aumentar el
tiempo de ex posicidn en | as c ondiciones m anejadas (0.266 ug/mL de hidrocarburo e n el
medio y por triplicado) de los bioensayos.

Otros dos puntos muy importantes de mencionar son el tipo de microorganismo usado y la
intensidad de | aluz. E nlainvestigacion hecha p or G ala, 19 93, s e menciona el ef ecto
protector q ue c onfieren | a al ta ¢ oncentracion de pi gmentos ¢ arotenoides presentes e n
Selenastrum capricornutum, actuando sobre el s ingulete excitadoy pr otegiendo al a
microalga de la toxicidad foto-inducida por antraceno; es probable que del mismo modo estos
pigmentos actuen como una defensa natural frente a | a exposicién de ot ros hidrocarburos,
entre ellos el Benzo(a)pireno.

Por otro lado la intensidad de la luz, pued e variar no s olo estacionalmente, sino también
espacialmente ( Ankley, 1995) , s iendo muy pr obable q ue | a ¢ antidad d e r adiacion U V
presente en la fecha en la que realiz6 y la zona, no permitiera alcanzar el efecto genotdxico,
segun lo reportado por otros autores, para alcanzar este efecto es necesario estar expuesto
a las cantidades adecuadas de radiacion UV y de hidrocarburo (Arfsten, et.al, 1996).

BaP recuperado{ng)

Comparacion BaP en medio liquido Comparacion BaP en biomasa
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100 . \.
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Figura 3.3.1. Comparacion de la recuperacion de BaP en el medio (A) y en la biomasa (B), en luz amarilla
y en luz natural.
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3.4 Efecto de la temperatura sobre la remocién de HAPs por Selenastrum capricornutum

3.4.1 Benzo(a)pireno.

Para conocer el efecto de |a temperatura en la remocién de | os HAPs del medio de cultivo, se
utilizaron 3 temperaturas que se encuentran dentro del rango de crecimiento de Selenastrum
capricornutum: 20 °C, 25 °Cy 30 °C (Reynolds et. al, 1975) y en las cuales los hidrocarburos
aromaticos policiclicos han d emostrado ser recalcitrantes (Coover & Sims, 1987). En el Grafico
3.4.1.1 se presenta la cantidad de BaP total (suma de BaP presente en medio y BaP presente en
la biomasa) y en la figura 3.4.1.1 se presentan la cantidad de BaP recuperado en el medio y en
la biomasa; encontrada durante un intervalo de diferentes horas de exposicidén en los cultivos a
las temperaturas mencionadas.
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Grafico 3.4.1.1. Comparacion del total del BaP recuperado en ng, a las temperaturas de 20 °C, 25 °C y 30 °C. n=3

Al comparar la cantidad de ng recuperados a c ada temperatura se pudo notar que existe una
diferencia significativa entre las tres temperaturas (ANOVA Simple, prueba de rangos multiples,
n=9; a= 0.05; obtenidos con el programa Statgraphics Centurion XV, versiéon 15.2.06), tratandose
del mismo compuesto y los mismos tiempos, se nota que conforme se aumenta la temperatura,
la cantidad de BaP recuperada es menor, poco menos de 900 ng (6 horas en una temperatura
de 30 °C) del hidrocarburo, representando menos de la tercera parte (22.5%) de o expuesto
inicialmente (4000 ng). Cabe hacer notar que conforme menor es la cantidad de hidrocarburo
recuperada, mayor es la tasa de remocion.
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Figura 3.4.1.1. Comparacién de BaP presente a diferentes horas en el medio liquido (A) y presente en la
biomasa (B) a temperaturas de 20 °C, 25 °Cy 30 °C.

Enlatabla 3.4.1.1 se presentan las cantidades recuperadas a diferentes temperaturas con un
tiempo de exposicion de 0.75 horas, y se puede notar que a 20 °C se tiene un 37 % de remocion
en los pr imeros 45 m inutos (0.75 hor as); ¢ uando a umentamos | at emperatura a25 °C
obtenemos una remocion del 47 % aumentando un 10 % la degradacion del alga; al aumentar de
20 °Ca 25 °C. Ladegradacion se aumentaenun1 2 % con latemperaturade 30 ° C. Este
comportamiento en la remocidn parece darse de manera lineal como se observara mas adelante
en la Grafica 3.4.2.

BaP
Temperatura ng recuperados % BaP %
recuperado removido
20 °C 2527 63 37
25°C 2163 53 47
30 °C 1665 41 59

Tabla. 3.4.1.1. BaP recuperado (ng), porcentaje de BaP recuperado y porcentaje de BaP removido a un
tiempo de exposicion de 0.75 horas.

Al efectuar la comparacion de la remocion a diferentes temperaturas por separado en el medio
liquidoy en la biomasa representados en la figura 3.4.1.1 para el B(a)P se observaquela
remocion va aumentando aproximadamente un 10 % conforme se aumentan 5 °C (tabla 3.4.1.1).
Al aumentar la temperatura, aumentamos la remocion por Selenastrum capricornutum efecto que
se v ei lustrado con es tos d atos, s abiendo que los hi drocarburos ar omaticos policiclicos
presentan alta estabilidad en este rango de temperaturas (Coover & Sims, 1987; Weininger &

Stermitz, 1988).
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3.4.2 Antraceno.

Para este compuesto y con base a lo obtenido para BaP se comparé unicamente el efecto de la
temperatura al tiempo de 0.75 horas. En la Figura 3.4.2.1. Se puede observar la comparacion de
la cantidad de antraceno recuperada en medio liquido (A) y la recuperada en la biomasa (B).

Antraceno en el medio Antraceno en Biomasa

2000 1500
¥ 1800 ERL
5 1600 5 1300
b b -]
E 1400 - E 1200
% 1200 - % 1100 -
§ 1000 - B20C § 1000 - 20
s 800 - e 900 -
g 600 - W25 § 800 - H25°C
E 400 - msoc || £ 700 w30t
200 - g 600 -

0 - 500 -
075 A 075 B
Tiempo(horas) Tiempo(horas)

Figura 3.4.2.1. Comparacién de Antraceno presente a las 0.75 hrs en el medio liquido (A) y presente en la
biomasa (B), a 20 °C, 25 °Cy 30 °C.

Enla G réfica 3 .4.2.1 podemos o bservar que aligualque en elBaP seveunamarcada
diferencia entre el antraceno presente en el medio a las tres diferentes temperaturas (ANOVA
Simple, prueba de rangos m ultiples, n=9; a= 0.05; obtenidos con el programa Statgraphics
Centurion X'V, v ersion 15. 2.06), se r ecupera 2633 ng de A ntracenoa 20 °C, 2202 ng de
Antraceno a 25 °C y 1857 ng de Antraceno a 30 °C, esto se debe al aumento en el metabolismo
del hidrocarburo, as i como al aumento e n la bi odisponibilidad d el mismo. Por otra p arte, la
concentracion del hidrocarburo presente en la biomasa también disminuye con el tiempo en las
tres temperaturas p ero muy | entamente, porlo tanto se podria suponer que se concentra la
misma cantidad del hidrocarburo en la célula y lentamente se va desapareciendo; esto podria
indicar que la acumulacién del hidrocarburo se da primero en las células y posteriormente se va
degradando poco a poco, siendo las 0.75 hrs un tiempo demasiado corto para que la microalga
se deshaga en buena proporcién del hidrocarburo retenido.
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Grafica 3.4.2.1. Antraceno total recuperado (Extraccion en Fase Sélida y Dispersién de Matriz en Fase Sélida).

Antraceno
Temperatura ng recuperados % ANT % removido
totales recuperado
20°C 2633 64 36
25°C 2202 55 45
30°C 1857 45 55

Tabla. 3.4.2.1. Antraceno total recuperado (ng), porcentaje de Antraceno recuperado y porcentaje de
Antraceno removido a un tiempo de exposicion de 0.75 horas.

Para el Antraceno se vio un claro aumento en la cantidad recuperada con la disminucion de la
temperatura; cuando se expuso a las algas a una temperatura de 20 °C, como se observa en la
tabla 3.4.2.1 se recupero el 35 % del antraceno en el medio, mientras que al aumentar|a
temperatura a 25 °C la cantidad que se removio aumenta encasiun1 0 % (44 %), siendo
superior esta remocién (aproximadamente del 20 %) al aumentar la temperatura a 30 °C (54 %).
Dando evidencia, de que si bien, el hidrocarburo se esta reteniendo en la célula, el calor parece
ser un medio eficaz para acelerar la biorremocion (Mohn & Stewart, 2000).

3.4.3 Pireno.

ElI P ireno presenta u nat endencia s imilar al A ntraceno, p ues la c antidad de hi drocarburo
presente en la biomasa disminuye lentamente al aumentarse la temperatura (Figura 3.4.3.1-B),
viéndose mas notoria esta disminucién en el hidrocarburo presente en el medio liquido (Figura
3.4.3.2); esto puede deberse a |as propiedades d e | os hidrocarburos de unirse ala materia
organica, siendo en este caso la pared celular o las membranas de las microalgas, uniéndose a
él, hasta llegar a un punto de saturacion; posteriormente el alga (Selenastrum capricornutum)
remueve poco a poco lo que quedo disponible en el medio para ser degradado y después lo que
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quedo retenido en | as células, efecto que no podemos observar, debido a | os tiempos con los
que se trabajo.
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Figura 3.4.3.1. Comparacién de Pireno presente en el medio (A) y presente en la biomasa (B), a 20 °C,
25°Cy30°C.

Del mismo modo que conelBaPy el Antraceno, se ve una tendencia de r ecuperar menos
hidrocarburo ¢ onforme au menta | a t emperatura, e n es te c aso se r ecuperaron 1 924 ng de
hidrocarburo a la temperatura de 30 °C, con ensayos de exposicion de 0.75 horas, mientras que
al mismo tiempo a temperatura de 25 °C (similar a |a temperatura ambiente) se recupera 2658
ng del hidrocarburo y a 20 °C se recuperan 3296 ng de pireno (Grafica 3.4.3.1).
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Gréfica 3.4.3.1. Pireno total recuperado (Extraccion en Fase Sdlida y Dispersién de Matriz en Fase Sdlida).
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Pireno

Temperatura ng % PY % removido
recuperados recuperado
20 °C 3296 82 18
25°C 2658 66 34
30°C 1924 48 52

Tabla. 3.4.3.1. Pireno recuperado (ng), porcentaje de Pireno recuperado y porcentaje de Pireno removido
a un tiempo de exposicion de 0.75 horas.

En el Pireno se ve una tendencia similar a | as antes presentadas, por |os otros compuestos
como se puede observar en la tabla 3.4.3.1, notandose una disminucién de aproximadamente un
10 %, cuando se utiliza una temperatura cercana a la temperatura ambiente, se degrada un 33
% del hidrocarburo, en los primeros 45 minutos, y cuando subimos la temperatura a 30 °C, se
puede ver que la degradacion aumenta al 51 %.

20 °C

25°C

30°C

Figura 3. 4.3.2. C romatogramas de P ireno extraido del medio liquido a 0.75 hor as, ent emperaturas
diferentes. Condiciones: Columna analitica Nucleosil C18, con tamafio de particula de 10 um, bucle de
inyeccion de 20 uL; fase movil MeOH 95 % 1mL/min, deteccion UV A=239 nm.

3.4.4 Benzo(a)antraceno.

Como obs ervamos enl aF igura 3.4.4.1, sibienen | as tres temperaturass ev e una

disminucién g radual de | a c antidad medida de hi drocarburo de 20 a 30 °C, en el medio

liquido, a una t emperatura de 30 °C, se puede notar que aqui se da una baja notoria de

hidrocarburo recuperado en la biomasa a diferencia de lo que ocurrié con los demas HAPs
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(Figura 3.4.4.1-B), esto es a causa de |la naturaleza del compuesto, siendo este mas apolar
que | os c ompuestos previamente a nalizados ( pireno y ant raceno)y ¢ ompartiendo mas
caracteristicas con el BaP.
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Figura 3.4.4.1. Comparacion de BaA presente en el medio (A) y presente en la biomasa (B), a 20 °C,
25°Cy 30 °C.

Sin embargo la proporcion total de hidrocarburo recuperado; cémo podemos observar en la
Grafica 3.4.4.1, sigue presentando una tendencia muy similar al a de | os ant eriores tres
compuestos, obteniendo menor cantidad de hidrocarburo remanente conforme aumentamos
la temperatura. De este modo se tiene la menor cantidad de hidrocarburo a 30 °C (1790 ng
de BaA total), y del mismo modo que con los anteriores la mayor cantidad se expresa en una
temperatura de 20 °C (2730 ng de BaA total).
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Grafica 3.4.4.1. BaA total recuperado (Extraccion en Fase Solida y Dispersion de Matriz en Fase

Sélida).
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Al hacer una comparacion con el comportamiento de los demas compuestos podemos ver,
que el BaA, no solo presenta una tendencia similar a la de Antraceno, Pireno y BaP, es decir
que al aum entarl at emperaturab °Cv emos q uel a deg radacion s e v e aum entada
aproximadamente de un 10 a un 18 % como se puede observar en la tabla 3.4.4.1; sino que
también vemos que los cuatro compuestos en una temperatura de 30 °C degradan mas del
50 % d el hi drocarburo i nicial, es d eciren 45 minutos es tan degradando | a mitad del
hidrocarburo.

BaA
Temperatura ng recuperados % BaA % removido
recuperado
20 °C 2730 68 32
25°C 2273 57 43
30°C 1790 45 55

Tabla. 3.4.4.1. BaA recuperado (ng), porcentaje de BaA recuperado y porcentaje de BaA removido a un
tiempo de exposicion de 0.75 horas.

Del mismo modo al ver los datos de los cuatro hidrocarburos podemos ver en la Grafica 3.4.1
que aunque se reporta que el crecimiento de las microalgas no es 6ptimo a una temperatura
de 20 °C, Selenastrum capricornutum, h a d emostradot ener c apacidad d e degradar
Antraceno, Pireno, BaP y BaA, bajo estas condiciones de temperatura, siendo con Pireno,
con quien se muestra una degradacion mas pobre (17 %), y del mismo modo, se ve que en
30 °C s e mejora e n aproximadamente un 20 % | a deg radacién, en ¢ omparacion con |l a
temperatura de 20 °C. También se observa que a una t emperatura de 30 °C, Selenastrum
capricornutum, t iene la c apacidadd e r emover masd el 50 % de an traceno, pi reno,
Benzo(a)antraceno y Benzo(a)pireno, en los primeros 45 minutos de exposicion a cada uno
de los compuestos.

Remocion de los compuestos

c
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£ H PY
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] B ANT
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X H BaA
H BaP

20 25 30
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Grafica 3.4.1. Remocién total a las 0.75 horas (Biomasa y medio) de los cuatro HAPs usados, a 20 °C,
25°Cy30°C.
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En anteriores trabajos se ha dem ostrado que un rango eficiente para la degradacion de los
HAPs se encuentra entre los 20-30 °C (Mohn & Stewart), por lo cual era importante conocer
la c apacidad d e Selenastrum capricornutum, para degradara20 °C,25 °Cy 30 °C. El
aumento en la temperatura demuestra tener un e fecto positivo sobre la degradacion de los
hidrocarburos puescomoseveen |la Grafica 3.4.1 hay una diferencia es tadisticamente
significativa para los cuatro compuestos (ANOVA Simple, prueba de rangos multiples, n=9; a=
0.05; o btenidos con el programa S tatgraphics C enturion XV, versién 15.2.06), y hay una
disminucién de las concentraciones de estos compuestos al ir aumentando la temperatura,
este efecto se debe a una serie de factores, entre ellos la solubilidad de los hidrocarburos la
cual se ve aumentada a temperaturas mas altas; al aumentar la solubilidad, se incrementa la
biodisponibilidad d e | os hi drocarburos , por quelos HAPs di sueltos s on m as facilmente
tomados por las células que aquellos adsorbidos (Marsili, 2001).

Como bien sabemos, los HAPs son compuestos de alta persistencia en el medio ambiente, y
no son compuestos que se degraden facilmente bajo condiciones naturales (Eriksson, 2001),
al au mentar | a t emperatura, es tamos facilitando | a actividad metabdlica d e Selenastrum
capricornutum, la velocidad de difusion y la transferencia de masa (Eriksson, 2001; Simarro
et. al, 2012).

Otro factor importante en la biodegradacion de los HAPs son las enzimas implicadas en este
proceso, si bien las enzimas son propias de cada microorganismo, se sabe que algunas de
las enzimas implicadas en la degradacién de los HAPs son la oxigenasa, la deshidrogenasa y
la enzimas | ignoliticas (Haritash, 200 9),y estasenz imass on ac tivasadi ferentes
temperaturas, la mayoria de las mismas tienen un optimo a temperaturas moderadas (20-40
°C) (Haritash, 2009). Las temperaturas que se usaron en este trabajo se encuentran dentro
de este rango.
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Remocidn en funcidn de la Temperatura
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Grafica 3.4.2. Porcentaje de remocién de Antraceno, Pireno, BaA y BaP, en funcion de la temperatura
(20 °C, 25°Cy 30 °C).

Enla grafica 3.4.2 se puede observar |a tendencia perfectamente lineal del p orcentaje de
remocion en funcion de la temperatura para todos los HAPs estudiados en el intervalo de
temperaturas en el q ue se trabajé de 2 0- 30 ° C; volviéndose i nteresante ¢ onocer el

comportamiento de esta remocidn a temperaturas por encima de los rangos trabajados y por
debajo de los mismos.

Se observa que el cambio mas grande (mayor pendiente) se da en el pireno, seguido por el
BaA, el BaP y el antraceno en ese orden.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES.

Se pudo demostrar reproducibilidad y linealidad en los dos métodos de extraccién acoplados
a la cromatografia de liquidos y deteccion UV utilizados en este trabajo: Extraccion en F ase
Sodlida, para los compuestos en el medio y Dispersion de Matrizen Fase Sdlida, para los
compuestos retenidos en la biomasa.

La cromatografia de liquidos de alta resolucién, fue eficiente para la deteccion y cuantificacion
de Antraceno, Pireno, Benzo(a)antraceno y Benzo(a)pireno, mostrando limites de deteccion,
cuantificacion y linealidad del sistema aceptables.

Con la ayuda de las metodologias anteriores, fue posible dar un seguimiento detallado del
comportamiento de Selenastrum capricornutum, en pr esencia d e | os hi drocarburos, b ajo
exposicion a luz blanca y bajo diferentes temperaturas.

No se observé diferencia estadisticamente significativa en el porcentaje removido al utilizar
una luz natural y la luz amarilla, posiblemente para que se observara el efecto fototoxico
debid exponerse a las algas a tiempos mayores y sin las 8 horas de obs curidad del ciclo de
exposicion.

A las 24 hor as de ex posicion con luz natural se degradd el 93 % de B enzo(a)pireno, sin
mostrarse el efecto fototoxico y al mismo tiempo p ermitiendo la remocion del hidrocarburo
casi por completo.

La t emperatura t uvo un e fecto marcado en | os c uatro hi drocarburos ( Antraceno, P ireno,
Benzo(a)antraceno y B enzo(a)pireno), p ues se obs ervd que c onforme se au menta se
favorecen | as i nteracciones y | os hi drocarburos a umentan s u s olubilidad, q uedando mas
disponibles para ser removidos.

Selenastrum capricornutum demostré tener capacidad para remover los cuatro hidrocarburos
a 20 °C, degradando del 17-36 % en las primeras 0.75 horas de exposicion.

Se de mostré | a c apacidad de | a microalga, Selenastrum capricornutum para r emover los
cuatro hidrocarburos a temperaturas superiores a la temperatura ambiente estandar (25 °C),
mejorando la remocion en un 10 %, re moviendo mas de la mitad del hidrocarburo en |os
primeros 45 minutos de exposicién (51-59 % degradado).
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ANEXO |

Espectros de absorcion UV de los cuatro hidrocarburos aromaticos policiclicos utilizados en
este trabajo.

Los siguientes espectros fueron obtenidos con ayuda del detector UV de arreglo de fotodiodos
2998 (Waters), con un barrido de 200-400 nm.

Antraceno.

Disolucion inyectada 1.5 ug/mL. Fase movil isocratica: MeOH 95%, flujo: 1mL/ min.
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Pireno.

Disolucion inyectada 1.5 ug/mL. Fase movil isocratica: MeOH 95%, flujo: 1mL/ min.
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Benzo[a]antraceno.

Disolucion inyectada 1.5 ug/mL. Fase movil isocratica: MeOH 95%, flujo: 1mL/ min.
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Benzo[a]pireno.

Disolucion inyectada 1.5 ug/mL. Fase movil isocratica: MeOH 95%, flujo: 1mL/ min.
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