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Introducción 

 

Los H idrocarburos Aromáticos P olicíclicos (H APs) c onstituyen una c lase de diversos 

compuestos orgánicos formados por dos o más anillos aromáticos en varias configuraciones 

estructurales, los cu ales aparecen de forma na tural c omo productos de l a c ombustión 

incompleta de l a materia or gánica, también pr ovenientes de l a actividad hu mana c omo el 

tráfico po r carretera, el f uego al  carbón y  el calentamiento d urante di versos pr ocesos 

industriales. P or l o anterior, es tos c ompuestos están am pliamente diseminados en el  

ambiente y  se c onsideran contaminantes a mbientales f recuentes y difíciles de e rradicar. 

Algunos miembros d e es te amplio g rupo d e c ontaminantes c omo el  B enzo(a)pireno, s on 

también fuertes y potentes carcinógenos. La contaminación por HAPs es una preocupación 

actual, y ha s ido demostrado que la biorremediación es el  medio más eficaz por el cual se 

puede restaurar los ecosistemas a sus condiciones originales. Se ha demostrado el poder de 

remoción de contaminantes que tienen diversos microorganismos, como son algas, bacterias 

y hong os, a  t ravés de  ox idación, d egradación y c ompleta m ineralización de  estos 

contaminantes. Sin embargo, los HAPs de alto peso molecular, como por ejemplo el Pireno, 

Benzo(a)pireno y  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 (Fernández, 2004).  

Warshawsky (1995) estudió el efecto de di ferentes fuentes de luz en el  proceso fotoquímico 

incluido en l a bi otransformación del BaP y  enc ontró que l a fuente d e l uz t iene u na fuerte 

influencia en el pa trón m etabólico d el B aP. La exposición a l a l uz bl anca favorece l a 

producción de quinonas, estas pueden dar como resultado intermediarios reactivos de vida 

corta c omo ox ígeno r eactivo, per óxido de hidrógeno, hidroxilo o r adicales s emiquinonas 

formados d urante l os c iclos de óx ido-reducción q ue i nvolucran l as q uinonas, l as 

hidroquinonas de BaP y el oxígeno molecular; influyendo de este modo en la viabilidad de las 

células. 

La t emperatura, t iene una g ran i nfluencia en l os pr ocesos de biodegradación. M ohn &  

Stewart ( 2000), han demostrado  q ue aunque l a bi odegradación d e l os H APs e s m ás 

eficiente en el rango de 20-30°C; este proceso se puede dar en ambientes más fríos (menor 
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a los 5 ° C). A bajas temperaturas la velocidad de di fusión y la solubilidad y por  lo tanto la 

biodisponibilidad de l os H APs di sminuye; s imultáneamente, el m etabolismo m icrobiano 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 l a 

biorremediación de suelos contaminados por HAPs. 

 

En el  grupo de i nvestigación se ha es tudiado  l a c apacidad de biodegradación de H APs 

pesados y ligeros que presenta la microalga Selenastrum capricornutum y, en este trabajo se 

pretende conocer el  efecto q ue t ienen factores c omo la lu z y  la t emperatura s obre l a 

bioremoción de Benzo(a)pireno, Benzo(a)antraceno, Pireno y Antraceno. Se evaluó el efecto 

de la remoción bajo luz blanca natural y a temperaturas di ferentes (20 °C, 25  °C y 3 0 °C), 

sobre dos de los hidrocarburos más pequeños y dos de los más grandes del conjunto de los 

16 HAPs considerados pr ioritarios según la Agencia P rotectora del Medio Ambiente de  los 

Estados Unidos (US EPA). 

Se evaluó la taza de remoción de estos compuestos tóxicos monitoreando la desaparición de 

cada un o en el  m edio de c recimiento y  e n l as c élulas m ismas a di ferentes t iempos de 

exposición al  c ontaminante y  bajo l a i rradiación d e l a l uz nat ural bl anca o a di ferentes 

temperaturas. L a des aparición d e l os c ompuestos s e s iguió mediante la c romatografía de  

líquidos de al ta resolución (CLAR) y detección espectrofotométrica UV. Para el  aislamiento 

de l os c ompuestos de i nterés s e us aron dos di ferentes t écnicas c romatográficas de 

extracción c on ads orbentes: E xtracción de F ase S ólida ( EFS), p ara el  ai slamiento de  l os 

compuestos del medio l íquido do nde c recen l as algas y la D ispersión e n M atriz en F ase 

Sólida (DMFS), para el aislamiento de los compuestos de la biomasa. La EFS y la DMFS se 

seleccionaron por su sencillez y por el c orto t iempo q ue requieren para l a preparación de  

muestra as í c omo el us o de pequeños volúmenes de di solvente lo q ue n o di sminuye la 

sensibilidad y  c apacidad d e r etención. E n l os bi oensayos s e d ecidió u tilizar l a l uz nat ural 

blanca para v erificar si s e pr esentaba u n efecto fototóxico c omo l o i ndicaban l os d atos 

presentados por  Warshawsky et  al , (1995). E l i ntervalo de t emperaturas se se leccionó por 

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

General 

 

 

• Evaluar la remoción de hidrocarburos ar omáticos pol icíclicos (HAPs), por  el  al ga 

Selenastrum capricornutum a diferentes condiciones de temperatura y bajo irradiación 

con l uz bl anca natural c on ay uda de metodología anal ítica bas ada e n l as t écnicas 

EFS, DMFS y CLAR. 

 

Particulares 

 

• Establecer l as c ondiciones c romatográficas par a el  análisis ópt 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 radiación UV 

presente en la luz blanca y ver el efecto en la remoción de Benzo(a)pireno por el alga 

Selenastrum capricornutum a diferentes tiempos de exposición.  

 

• Comparar l a c apacidad de Selenastrum capricornutum para r emover del  m edio d e 

cultivo  P ireno, A ntraceno, B enzo(a)pireno y  B enzo(a)antraceno a t res diferentes 

temperaturas: 20 °C, 25 °C y 30 °C, en un tiempo de exposición de 0.75 horas. 
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CAPÍTULO 1. ANTECEDENTES 
 

1.1 Propiedades de los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos. 

Los H idrocarburos Aromáticos P olicíclicos ( HAPs) c onstituyen una c lase de diversos 

compuestos or gánicos f ormados por  dos  o m ás ani llos ar omáticos de benc eno en v arias 

configuraciones estructurales. Se les considera compuestos persistentes, pues presentan la 

capacidad de mantenerse en el  ambiente por largos períodos de t iempo. Estos compuestos 

son semivolátiles, por lo cual viajan largas distancias antes de ser depositados. Debido a su 

alta per sistencia y  a s u m ovilidad, es tos c ompuestos s on ubi cuos, es dec ir estos 

contaminantes a mbientales es tán ampliamente di stribuidos y  t ienen efectos bi ológicos 

perjudiciales c omo t oxicidad, m utagenicidad y  c arcinogenicidad. D ebido a s u u bicuidad, 

recalcitración, potencial de  bi oacumulación y  ac tividad c arcinogénica, l os HAPs se h an 

convertido en una significativa preocupación (Haritash & Kaushik, 2009). 

Los HAPs son compuestos no polares o muy débilmente polares, que  tienen afinidad por los 

medios or gánicos hi drofóbicos y  pr esentan una b aja solubilidad en agua. P or ser m uy 

liposolubles t ienden a bi oconcentrarse, es  decir q ue a medida q ue l os or ganismos q ue 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 l os diferentes niveles tróficos de las cadenas 

alimenticias. Este c arácter l ipofílico de l os H APs se  incrementa con l a c omplejidad de  l os 

compuestos y  l a m asa m olecular, es  dec ir, c uanto más á tomos y m ás ani llos f orman l a 

molécula d el hi drocarburo, mayor es  s u a finidad por  l as g rasas. S on i nestables 

fotoquímicamente (se degradan por la luz) cuando se encuentran en la atmósfera, pero son 

persistentes en los medios terrestres y acuosos. 

El na ftaleno es  el  más s encillo de es te g rupo y  es tos compuestos ar omáticos de i nterés 

llegan a pr esentar en  s us es tructuras hasta 5 y  6 a nillos, l os HAPs individuales di fieren 

sustancialmente en  sus pr opiedades físicas y  q uímicas. Los HAPs de al to peso molecular 

(HMW-PAH, p or sus s iglas en i nglés) c omo el  P ireno, el  B enzo(a)pireno y  

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).  
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Tabla 1.1.1. Propiedades de los principales 16 Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (Peña et al, 

2003). 
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NombR ''''"''' P.M PE P.E. V" Fl25'C ~ S t.gK,. H 

(abm'iatlQ, en inglés) ,."" 'C 'C mI""l ."" 
Naftalru:l (NA) CO 12S.l9 805 '18 148 0.2830 10.4 )1 137 4101 

Acenaftikoo (Ay) 00 152,20 95,0 27U 0.89 

Acenaftrno(AE) 00 154,21 %.2 277 17) 0.1980 OJO l. .00 12.17 

"""'" (f) 
0:::0 16620 116 295 18. 0.1260 O.'" L' 4.18 7.87 

Frnan/JtIlO (PA) 09 ]7&,20 101 ll9 199 o.lm 0.02 U 4.57 3.24 

.~(A) 0:::0 17&,20 216 J40 197 0,0129 0.001 0.045 .~ 1% 

Pireoo(p) &9 202,26 156 MO 214 0.0506 0.0006 0.131 5.18 0.91 

Fluoranttn\l (JI) 
.n = 202,26 111 J75 217 0.1410 1.2 x JO-' 0.26 5.22 1.03 

eriseno (CH) rff 228.30 m 44. 179 0.0053 5.3 x 11}1 L64 5.86 

Bmz.c<a)a0tr3crno (BaA) ro9 22&.30 1'" 415 248 0.0462 2.8 x 11)& 0.0412 5.91 Oj8 

Benzo(b)1I00r.mteoo (Bbf) c& 252.32 168 481 268 0.0385 0.0015 5.80 

Bcnzo(k)t1uoranteoo (BtF) co'ú 252.32 217 481 268 0.0126 5.2 x II}! 0.0008 6.00 0.016 

Bmz.c<a)pirtno (BaP) o5S' 25232 175 495 263 0.0328 1 x 10-1 o.OO}8 6()1 0.046 

Benz«gbi~eoo (BP) t0 276.34 277 52S 277 0.0032 2.6xllP 6.50 0.075 

Díbcnz(a,h)mtr.lcrno (DA) ep9 278,36 'J<l 524 JOO 0._ 17 X 10-11 0.0006 6.75 

JMeno(I.2,J-(d~ttlO (D') o2ó 276,00 164 IJ x 10"' 5Jxl0"' 640 

°a 267"C 

P,1>t .. Pe\() molKU1ar V"- .. \\:Itumen moJar S" Solubilidad 
P.F, .. PuntO de fusión F .. Proporción de fugacidad Log K .. " Coeficiente depaJtición octaooVagua 
P,E, - Punto de el:Wlición pI- PrcsiÓD de vapor H .. Constante de la ley de Hcmy 



Existen 16 HAPs considerados por la Agencia de Protección al Ambiente de Estados Unidos 

(EPA), Organización Mundial de la Salud (OMS) y  Comunidad Económica Europea (CEE), 

como c ontaminantes prioritarios debi do a sus e fectos c arcinogénicos. E n l a tabla 1 .1.1 

podemos v er s us c aracterísticas físicas y q uímicas l as c uales p ermiten predecir s u 

comportamiento en el ambiente.  

Estos co mpuestos se enc uentran g eneralmente formando par te de mezclas c omplejas, no 

como c ompuestos s imples. E xisten más de 10 0 c lases di ferentes de  H APs. E n el  medio 

ambiente s e enc uentran c omo c ompuestos v olátiles ( en l a fase gaseosa) o unidos a  

partículas orgánicas e i norgánicas. C omo s ustancias q uímicas pur as, estos existen 

generalmente como sólidos incoloros, blancos o v erdes amarillosos pálidos y tienen un olor 

leve y agradable (Fernández, 2004). 

 

  1.1.1 Estabilidad de los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos. 

Los sistemas conjugados de orbitales π de los HAPs son los responsables de su estabilidad 

química. Son sólidos a temperatura ambiente y su volatilidad es pequeña. Dependiendo de 

su c arácter ar omático l os H APs abs orben l a l uz ul travioleta y pr oducen un es pectro 

fluorescente c aracterístico. S on s olubles en m uchos di solventes or gánicos, per o 

prácticamente i nsolubles en ag ua, t anto menos c uanto m ayor s ea s u peso m olecular 

(Mastandrea, 2005). 

Químicamente, los HAPs reaccionan por sustitución del hidrógeno o por adición cuando se 

produce la saturación, conservándose el sistema de anillos. La mayoría de l os HAPs sufren 

fotooxidación, s iendo este un m ecanismo d e el iminación e n la atmósfera. La  reacción d e 

fotooxidación más frecuente es  l a formación de e ndo-peróxidos, que pueden convertirse a  

quinonas. Los HAPs reaccionan rápidamente con óxidos de nitrógeno o HNO3. Por ejemplo, 

el ant raceno p uede oxidarse a a ntraquinona por ac ción del  H NO3 o dar un der ivado 

nitrogenado mediante una reacción de sustitución con NO2.  

 

  1.2 Fuentes. 

El origen de los hidrocarburos aromáticos policíclicos en el medio ambiente es muy diverso, y 

las clasificaciones de estas fuentes son variadas, aquí presentamos una de las más comunes 

[NEFF, 1979]:  
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- Origen pi rogénico, pr ocedente d e l a c ombustión i ncompleta de l a m ateria or gánica, 

reciente o fósil, bi en por c ausas naturales (incendios d e bos ques, er upciones v olcánicas, 

etc.) o a ntropogénicas ( utilización de c ombustibles fósiles, i ncineración de  r esiduos, 

emisiones d e v ehículos, pr ocesos i ndustriales de  g asificación y l icuefacción del  c arbón, 

craqueo del  pet róleo, et c.). P redominan l os c ompuestos n o al quilados s obre s us al quil 

homólogos.  

- Origen petrogénico, producido por vertidos accidentales o intencionados de derivados del 

petróleo. Se caracterizan por ser mezclas complejas formadas por compuestos con cadenas 

alquílicas de has ta 5 ó 6 át omos d e c arbono, q ue pr edominan s obre s us homólogos no  

sustituidos.  

- Origen diagenético de la materia orgánica sedimentaria, la cual puede sufrir una serie de 

procesos g eoquímicos n aturales, c omo s on l a d escarboxilación, ar omatización, 

desfuncionalización, e tc., par a c onvertirse en H APs de origen nat ural. E ntre éstos se  

encuentran c iertos d erivados del  c riseno y  del  pi ceno, as í c omo el  r eteno y  el  per ileno, 

aunque estos dos últimos también pueden tener un origen pirolítico.   

Algunos HAPs pueden formarse también como productos de la pirólisis de los carbohidratos, 

aminoácidos, y  ác idos g rasos. A sí pues , m uchos al imentos, es pecialmente c arnes 

elaboradas a la parrilla o la barbacoa, en que la cocción 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 c omo el pa n y  l a pi zza. F inalmente t ambién s e ads orben en l os procesos d e 

ahumado de pescado o carnes. 

Las e misiones de H APs como r esultado de l as actividades h umanas s e pueden di vidir e n 

fuentes de combustión es tacionaria y  fuentes de combustión móvil. Las  pr incipales fuentes 

fijas q ue l os em iten s on i nstalaciones d e g eneración de c alor y  ener gía (termo y 

carboeléctricas), c alefacción c on c arbón y  madera, q uemadores de  g as, i ncineración d e 

residuos orgánicos municipales e industriales, quemas intencionales e incendios forestales y 

diversos pr ocesos i ndustriales ( coque, c raking del  pet róleo, f undidoras, pr oducción d e 

asfalto, etc.). Las f uentes m óviles s on aquellas en  do nde s e q ueman c ombustibles fósiles 

utilizados en medios de transporte terrestre, marítimo y aéreo.  
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La cantidad de hidrocarburo que se emite en cada proceso depende en gran medida de los 

materiales y  de l a t ecnología de  c ombustión. U n proceso dado c on c ondiciones d e 

combustión predeterminadas producirá una cantidad específica e invariable de compuesto.  

 

  1.3 Formación. 

Estos pu eden formarse nat uralmente p or r eacciones a baja t emperatura, al ta pr esión o  

materia or gánica na tural, y  de e ste modo c onstituye un a f racción s ignificante de  

hidrocarburos de petróleo. La combustión incompleta de productos procedentes de la madera 

y el petróleo, son responsables de una gran proporción de la formación de estos compuestos 

(WHO, 1998). 

Los HAPs pueden s intetizarse de l os hidrocarburos saturados bajo condiciones de ficientes 

de ox ígeno. Los  hi drocarburos c on m asas m oleculares muy ba jas, i ncluyendo m etano, 

pueden ac tuar c omo pr ecursores par a l os c ompuestos ar omáticos p olicíclicos. Los 

hidrocarburos de baja masa molar forman HAPs por pirosíntesis, esto sucede a temperaturas 

que exceden los 500 °C, a l as cuales se rompen los enlaces carbono-hidrógeno y carbono-

carbono para formar radicales libres. Estos radicales sufren deshidrogenación y se combinan 

químicamente p ara formar es tructuras aromáticas d e ani llos que s on r esistentes a l a 

degradación térmica. El proceso básico iniciado por el  etano para la formación de este tipo 

de ani llos por pirosíntesis, es el  que da lugar a l a formación de estructuras estables de los 

hidrocarburos aromáticos policíclicos. La tendencia de los hidrocarburos a formar HAPs por 

pirosíntesis v aria en  el siguiente orden: aromáticos > cicloolefinas > olefinas > parafinas. La  

estructura de anillos existente en los compuestos cíclicos conduce a l a formación de HAPs. 

Los c ompuestos i nsaturados s on es pecialmente s usceptibles a  l as r eacciones de  adi ción 

involucradas en la formación de los mismos. A partir de alquenos de elevado peso molecular, 

presentes e n l os c ombustibles y  en el  material v egetal, pue den formarse c ompuestos 

aromáticos pol icíclicos por el  proceso d e pi rolisis, q ue c onsiste en el  “ craqueo” de 

compuestos orgánicos para formar radicales y moléculas más pequeñas y menos estables. 

Los perfiles de HAPs resultantes de la quema de diversos materiales orgánicos dependen de 

la temperatura de combustión, duración del proceso, las condiciones de la flama y del tipo de 

material orgánico. A temperaturas por debajo de los 700 °C los productos de combustión van 

teniendo a demás d e l os H APs padre c ada v ez m as H APs alquilados, m uchas v eces 

derivados metilados. Mientras más baja la temperatura de c ombustión mayor el  porcentaje 
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de H APs alquilados q ue s e forman, p or deb ajo d e 2 00 °C s e han  r eportado l as 

concentraciones más altas de alquilados (Fernández, 2004).  

 

  1.4 Liberación y rutas en el ambiente. 

La liberación de los hidrocarburos aromáticos policíclicos al ambiente es, sobre todo, por vía 

atmosférica de bido a todos l os pr ocesos d e c ombustión de m ateriales or gánicos q ue l os 

emiten en fase de vapor y forma particulada (hollín), aunque otros mecanismos de descarga 

mas l ocalizados pue den s er t ambién el dep ósito d e r esiduos s ólidos municipales e  

industriales, aguas residuales y lodos de plantas de tratamiento que pueden tener cantidades 

considerables de HAPs, los derrames y descargas di rectas de p etróleo y sus der ivados en 

cuyo c aso el  r eceptor pr imario d e l os HAPs es el  s uelo o  el  s istema ac uático. La  

transferencia a ot ros compartimentos d el a mbiente y  l a deg radación es  m ás al ta p ara l os 

compuestos de bajo peso molecular que para los de alto peso molecular. Los HAPs de bajo 

peso molecular que son más volátiles dominan en el aire y se encontrarán principalmente en 

la fase de vapor. Los HAPs son susceptibles a la descomposición (foto y térmica) en el aire, 

lo que restringe sus tiempos de residencia en la atmósfera a un par de días. Los que no son 

degradados son transferidos a aguas superficiales o suelos por depositación húmeda o seca 

en donde también serán más susceptibles a la degradación los más ligeros, generalmente, 

mientras m ás a nillos benc énicos pr esente l a m olécula, m enor l a s olubilidad, movilidad y  

degradación; y mayor la adsorción, acumulación y persistencia en el ambiente.  

En s uelos l a mayoría de  l os H APs son fuertemente ads orbidos a l a materia or gánica, 

reduciendo su disponibilidad tanto para ser biodegradados, como para ser absorbidos por las 

plantas y lixiviados al acuífero.  

En el  c aso de derrames d e p etróleo o s us der ivados e n s uelos, el  pr oducto der ramado 

inmediatamente empieza a des aparecer por  ev aporación, dispersión y  deg radación 

microbiana. L a f racción q ue des aparece e n c ada u no de l os p rocesos de pende d e l as 

características de los compuestos derramados, tales como el coeficiente de distribución Kow, 

la presión de vapor y la solubilidad en agua. También depende del ambiente, incluyendo la 

temperatura, la precipitación y las características del suelo, sobre todo, el potencial redox, el 

contenido de materia orgánica y  la ac tividad m icrobiana. La mayoría de l os contaminantes 

orgánicos no polares son adsorbidos a l a materia orgánica del suelo, este proceso controla 
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en g ran medida l a distribución d e l os H APs en l as fases s ólida y  l íquida, y por  l o t anto 

determina su transferencia a otros compartimientos del ambiente.  

 

  1.5 Exposición y efectos tóxicos. 

Los H APs son al tamente liposolubles y  p or t anto r ápidamente ab sorbidos e n el  t racto 

intestinal de l os mamíferos y otros organismos. Están fácilmente distribuidos en una amplia 

variedad d e t ejidos c on una marcada t endencia par a localizarse en tejidos adi posos. Los  

HAPs por s í mismos s on q uímicos r elativamente no r eactivos c on r especto a 

macromoléculas bi ológicas en c ondiciones fisiológicas. S in e mbargo, r equieren ac tivación 

metabólica 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 extrañas mediante el metabolismo. El metabolismo de los HAPs en los mamíferos 

se da pr incipalmente en el  hígado y  es catalizado por  el  s istema enz imático del c itocromo 

P450, aunque otras enzimas metabólicas también están incluidas. Iniciando el metabolismo, 

los HAPs se convierten en moléculas más polares y solubles en a gua para ser excretados 

fuera del organismo, hasta completar su remoción o el  proceso de detoxificación biológica. 

Sin embargo, el metabolismo de algunos HAPs también genera intermediarios reactivos que 

son c apaces d e formar enl aces c ovalentes ( aductos) c on ác idos nuc leícos, r esultando de  

esta manera genotóxicos.  

El ejemplo más citado de hidrocarburos es el Benzo(a)pireno, el cual puede metabolizarse a 

una forma carcinogénica en el cuerpo (especialmente cuando proviene de la combustión de 

cigarrillos, tanto para el fumador activo como para los fumadores pasivos). El BaP es uno de 

los más importantes, este cancerígeno es bioactivado en el hígado 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. Representación esquemática del metabolismo del BaP en humanos (Mastandrea, 2005). 

 

El metabolismo del Benzo(a)pireno es uno de los ejemplos más estudiados de los procesos 

de bi oactivación, en l os c uales l os pr oductos de m etabolismo s on m as t óxicos q ue l a 

molécula or iginal. E ste e fecto l ateral d e l a bi otransformación ocurre c uando s e pr oducen 

especies químicas muy reactivas (compuestos electrofílicos) con gran afinidad por moléculas 

nucleofílicas como ácidos nucleícos, proteínas o lípidos. 

Muchas de estas sustancias también t ienen efecto negativo sobre el  s istema inmunológico, 

característica que parece estar asociada a la capacidad carcinogénica. 

Un es quema pr opuesto par a l a c arcinogenicidad por  ex posición am biental c onsidera l as 

siguientes etapas: ex posición, activación m etabólica, formación d e a ductos e ntre H APs y 

ADN, mutaciones en genes críticos y sucesión de mutaciones en otros genes (Mastandrea, 

2005). 
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  1.6 Remediación de la contaminación ambiental por HAPs. 

La r emediación t iene por  obj etivo al terar la c omposición de u na s ustancia pel igrosa o  

contaminante a través de acciones químicas, físicas o biológicas de manera que reduzcan la 

toxicidad, movilidad o  volumen del material contaminado (EPA, 2001). E l uso de cualquier 

tecnología de remediación en particular depende, además de los factores específicos del sitio 

y de l as propiedades fisicoquímicas del contaminante, de su disponibilidad, de l a fiabilidad 

demostrada, de su estado de desarrollo y de su costo. 

Una de las clasificaciones de estas tecnologías es por el tipo de tratamiento, la cual se basa 

en el principio de la tecnología de remediación y se divide en tres tipos (Instituto Nacional de 

Ecología):  

 

• Tratamientos biológicos ( biorremediación). U tilizan l as ac tividades m etabólicas de 

ciertos or ganismos (plantas, hongos, bacterias) par a d egradar ( destrucción), 

transformar o remover los contaminantes a productos metabólicos inocuos. 

• Tratamientos fisicoquímicos. Este tipo de tratamientos, utiliza las propiedades físicas 

y/o químicas de los contaminantes o del medio contaminado para destruir, separar o 

contener la contaminación. 

• Tratamientos térmicos. U tilizan calor para i ncrementar l a volatilización ( separación), 

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

 

1.6.1 Biorremediación. 

Los peligros asociados con los hidrocarburos pueden ser superados por el uso de métodos 

convencionales que implican la eliminación, alteración o aislamiento del contaminante. Tales 

técnicas i mplican l a excavación de  s uelo c ontaminado y  s u i ncineración o c onfinamiento. 

Estas tecnologías son caras, y en muchos casos transfieren el contaminante de una fase a 

otra. Por otro lado, la biorremediación es la herramienta para transformar los compuestos a 

formas menos pel igrosas o no pel igrosas, con m enor necesidad de pr oductos q uímicos, 

energía y  t iempo. A unque l os HAPs pu eden s ufrir ads orción, v olatilización, fotólisis y  

degradación química, l a degradación m icrobiana es  el pr incipal pr oceso de  degradación a  

nivel nat ural. Los  microorganismos s on conocidos por s u a ctividad c atabólica e n l a 

biorremediación, s in e mbargo, l os c ambios en l as c omunidades microbianas s on t odavía 

impredecibles. Los microorganismos pueden obtener como productos finales CO2 y CH4, en 
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anaerobiosis y  C O2 en aerobiosis, a demás d e H 2O y N H3. La m ineralización de  un 

compuesto or gánico es l a degradación t otal del  m ismo, es  d ecir c uando s e g eneran l os 

productos finales des critos ant eriormente. Por el  c ontrario, un c ompuesto es  r ecalcitrante 

cuando no s e t ransforma en  abs oluto. P or ot ro l ado, s e d a cometabolismo c uando e l 

microorganismo modifica la estructura del compuesto pero no obtiene energía del proceso ni 

incorpora ninguna parte de la molécula or iginal. Hay algunos microorganismos que pueden 

obtener e nergía a p artir del  c ompuesto, aunq ue ninguno de  el los pu eda degradarlo 

independientemente, este fenómeno s e den omina m etabolización por  un c onsorcio 

(sintrofia). A  v eces l a pr esencia de un compuesto fácilmente as imilable aumenta l a 

degradación del  compuesto xenobiótico. Otras veces, la presencia de u n segundo sustrato 

impide l a ut ilización del  compuesto. Q ue oc urra una c osa u ot ra depende del  

microorganismo, del compuesto a degradar y de las condiciones ambientales, este fenómeno 

se denomina utilización de un segundo sustrato o co-sustrato. 

Este tipo de tratamiento puede ser muy efectivo en l a eliminación de compuestos orgánicos 

tóxicos y biodegradables en s uelos y aguas residuales. Una de l as medidas biocorrectoras 

más empleadas es l a ut ilización de  m icroorganismos para l a d escontaminación de suelos. 

Estos sistemas de descontaminación se basan en la absorción de las sustancias orgánicas 

por par te d e di chos microorganismos, l os c uales l as ut ilizan c omo fuente de  c arbono 

necesaria para su crecimiento y de energía para sus funciones metabólicas. E l proceso de 

biorremediación puede clasificarse de acuerdo al organismo que efectúe la degradación del 

compuesto xenobiótico en los siguientes tipos: 

 

a. Fitorremediación. C onsiste en  el  us o d e pl antas v erdes par a c ontener, r emover o  

neutralizar compuestos orgánicos, metales pesados o radionucleidos. 

b. Biorremediación animal. E xisten animales q ue ac túan c omo ag 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. Biorremediación microbiana. E xiste l a po sibilidad del  us o de  bac terias c on l a 

propiedad de  acumular o metabolizar c ompuestos or gánicos y  m etales pesados. La 

utilización de microorganismos que forman diferentes compuestos nocivos en otros de 

menor impacto ambiental ha experimentado un g ran desarrollo reciente. Aunque las 

bacterias son las más empleadas en el  proceso de bi orremediación, también se han 
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empleado otros microorganismos como hongos, algas, cianobacterias y actinomicetos 

para la degradación de compuestos tóxicos en el suelo.  

 La biorremediación de los contaminantes y su tasa depende de las condiciones ambientales, 

número y  t ipo d e m icroorganismos, así c omo l a na turaleza y  es tructura química del  

compuesto que se esté degradando. Los HAPs son fuertemente fotosensibles y termolábiles: 

en la presencia de luz y oxígeno son rápidamente degradados (lo que restringe sus tiempos 

de residencia en la atmósfera a un par de días), una vez que alcanzan el medio acuático, se 

vuelven menos susceptibles a l a radiación solar. En el agua, ellos pueden ser incorporados 

dentro de sedimentos, donde pueden permanecer intactos por largos períodos de tiempo. El 

ciclo de l os HAPs en el ambiente acuático es relativamente simple: Los HAPs de alto peso 

molecular son rápidamente absorbidos en la superficie de partículas orgánicas e inorgánicas, 

y se sedimentan. E llos pueden ser removidos dent ro de la columna de ag ua por  ac tividad 

biológica, bioturbación y procesos mecánicos, como corrientes (Marsili, 2001). 

El g rado y  velocidad de bi odegradación depende de m uchos f actores, i ncluyendo pH , 

temperatura, ox ígeno, pobl ación m icrobiana, g rado de ac limatación, ac cesibilidad de  l os 

nutrientes, l a estructura q uímica del  c ompuesto, pr opiedades de t ransporte c elular y  

distribución química en el medio de crecimiento. 

 

Warshawsky et  al . ( 1995), e ncontraron q ue Selenastrum capricornutum, un al ga v erde de  

agua dul ce t iene l a c apacidad d e m etabolizar B aP a c is-dihidrodioles us ando el s istema 

enzimático di oxigenasa c omo s e h a enc ontrado e n pr ocariontes het erótrofos. 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 egradación de fluoranteno, pireno y una m ezcla de f luoranteno y pireno, por 

Chlorella vulgaris, Scenedesmus platydiscus, Scenedesmus quadricauda y Selenastrum 

capricornutum ha demostrado que la eliminación es específica de la especie de alga y tóxico- 

dependiente. La el iminación de los HAPs en el séptimo día de tratamiento fue de 78 % y 48 

%, respectivamente p or S. capricornutum y C. vulgaris. La e ficiencia de eliminación del 

fluoranteno y pireno en la mezcla fue mayor que el respectivo a los compuestos solos, lo que 

sugiere q ue l a pr esencia de un H AP e stimula l a el iminación de  ot ros hidrocarburos 

aromáticos policíclicos (Haritash & Kaushik, 2009).  
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Las enz imas i mplicadas en l a deg radación de l os H APs s on l a ox igenasa, e nzimas 

deshidrogenasas y l ignolíticas. Las  enz imas l ignolíticas de l os hong os s on l a l ignina 

peroxidasa, l acasa y  per oxidasa m anganeso dep endiente. E stas s on ex tracelulares y  

catalizan l a f ormación de r adicales por  oxidación par a des estabilizar enl aces en una  

molécula. Estas enzimas son activas a di ferentes temperaturas. La mayoría de l as enzimas 

tienen una ac tividad óptima a t emperaturas m oderadas ( 20 a 40 ° C); y  di sminuye a  

temperaturas muy altas y muy bajas. Algunas de las enzimas reportan ser activas incluso a 

temperaturas e xtremas. Ú nicamente l a l acasa pr esenta ac tividad a 5  °C. La t emperatura 

óptima es de 45 °C para la lacasa, pero su actividad disminuye un 30 % a 5 °C; mientras un 

31 % de  ac tividad s e t iene a l os 75  °C. P or otro l ado, l a actividad de l a p eroxidasa 

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

 

  1.7 Efecto de la radiación UV sobre los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos. 

La t oxicidad de l os H APs par a l a v ida ac uática es  s uperior c uando l a biota es  ex puesta 

simultáneamente a l a luz ul travioleta (fototoxicidad). D ebido a s u es tructura q uímica, l os 

HAPs absorben la luz en el visible (400-700 nm) y en la región del ultravioleta (280-400 nm) y 

son especialmente sensibles a los e fectos fotoquímicos de la radiación UV (Arfsten, et  al., 

1996), f ormándose es pecies r eactivas que pueden d añar a los c onstituyentes c elulares y  

terminar en un proceso de toxicidad aguda o genotoxicidad. La fototoxicidad inducida de los 

HAPs ha s ido o bservada e n di ferentes es pecies, i ncluyendo p eces, z ooplancton, anf ibios, 

células humanas y  plantas; s in e mbargo, l a r espuesta fototóxica de l os animales d e 

laboratorio es  dictada por  l a d osis de  radiación U V, l a c oncentración de H APs y 

probablemente o tros factores c omo l a ed ad y  l a s usceptibilidad g enética ( Arfsten, e t a l., 

1996). E ste fenómeno es  a fectado por  factores físicos, químicos y bi ológicos; l o que hace 

que la relevancia ecológica de la fototoxicidad de los HAPs sea incierta. 

Los factores, ya sea la exposición de los HAPs o la exposición a los rayos UV, influye en el  

impacto de la fototoxicidad inducida sobre los organismos acuáticos. En la naturaleza, varios 

factores ambientales pueden interactuar para influenciar tanto a l a dos is de HAPs como la 

intensidad de l a r adiación U V. M ateriales hú micos di sueltos t ambién p ueden atenuar l a 

toxicidad aguda fotoinducida en la biota acuática por la reducción de l a bioacumulación de 

antraceno y al reducir la exposición a los rayos UV (Hatch & Burton Jr, 1999). Además de los 

factores ambientales, rasgos específicos de la especie que protegen a los organismos de la 
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luz s olar, t ales c omo la pi gmentación o el  comportamiento de e nterrarse, t ambién pu eden 

proteger a l os or ganismos d e l os e fectos de l a t oxicidad fotoinducida (Hatch &  B urton Jr, 

1999). 

 

  1.8 Efecto de la temperatura sobre los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos. 

Los HAPs son contaminantes recalcitrantes y que cuentan con el potencial para persistir por 

largos per iodos de t iempo a t emperatura ambiente, con una v ida media superior a l os 100 

días según lo reportado por Coover & Sims (1987). 

Sin em bargo, l a t emperatura af ecta d irectamente l a taza de  d egradación d e l os H APs p or 

microorganismos en l os ec osistemas n aturales. V arios i nvestigadores h an r eportado 

fluctuaciones en  la ac tividad heterotrófica y  en l a taza de degradación de los HAPs con la 

mayor ac tividad e n v erano y  l a menor ac tividad en el  i nvierno (Varanasi, 19 89). Ha s ido 

demostrado ( Mohn &  Stewart, 2000)  q ue, a unque l a bi odegradación de l os H APs es m ás 

eficiente en  el  r ango de 2 0 °C- 30 °C; es ta pu ede continuar aún en a mbientes m ás f ríos 

(menor a 5 °C). A bajas temperaturas la velocidad de difusión y la solubilidad y por lo tanto la 

biodisponibilidad de l os H APs di sminuye. S imultáneamente, el  m etabolismo microbiano se 

retarda, incrementando el periodo “lag” o de adaptación, esta es la fase del crecimiento en la 

cual l a di visión c elular s e v e r etardada, p or q ue l as c élulas bus can ad aptarse al  nu evo 

ambiente. 

 

  1.9 Características de Selenastrum capricornutum. 

Selenastrum capricornutum es un al ga verde, unicelular con f orma de m edia luna, c uya 

fotografía se muestra en la figura 1.9.1 (Printz, 1913), no móviles y no pol imórficas (es decir 

mantiene la misma forma durante todo el ciclo celular) y es representativa de l os ambientes 

de agua dulce tanto eutróficos como oligotróficos; t iene un ancho promedio de 2-4 μm, una 

longitud promedio de 10-15 μm, y un volumen promedio de 40-60 μm3. En estudios de curvas 

de c recimiento, l as c élulas han de mostrado s er más p equeñas de 15-20 μm3 durante e l 

crecimiento exponencial y más grande de 60-70 μm3 cuando se alcanza la fase estacionaria 

(Blaise, 200 6). La ag regación de c élulas es poc o c omún en S. capricornutum, l o c ual, 

superando sus otras características, hace que sea un alga muy adecuada para contabilizarse 

a través de contadores de partículas electrónicos (Blaise, 2006). 
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Clasificación taxonómica:  

División: Chlorophyta 

Sub - División: Chlorophycophyta 

Clase: Chlophycea 

Subclase: Chlorophycidea 

Orden: Clorococales 
                                            Figura 1.9.1. Selenastrum capricornutum, bajo el microscopio de 

contraste de fases a 400x. 
 

Las temperaturas mínimas y máximas a las cuales se da el crecimiento de S. capricornutum 

han sido reportadas 10 y 35 °C, respectivamente. La temperatura óptima de crecimiento, se 

ha reportado a 24 °C  (Reynolds et al., 1975). Cuando las células son expuestas a muestras 

que c ontienen c ontaminantes tóxicos, s u r eproducción s e a fecta, al terando l a tasa de  

crecimiento de la población de las algas. 

El alga f ue aislada, en 1959, en el  condado de N oruega por  el  c ientífico noruego O lav M. 

Skulberg. E l al ga ha s ufrido dos  c ambios t axonómicos; s u no mbre s e c ambio pr imero a  

Raphidocelis subcapitata y m ás t arde s e convirtió en Pseudokircheneriella subcapitata. 

Mientras que el último nombre es más frecuente en Europa, el nombre de S. capricornutum 

sigue siendo muy popular en América del Norte (Blaise, 2006). 

Por último, su sensibilidad a una variedad de sustancias peligrosas favorece su uso como un 

indicador fiable de fitotóxicidad, esto aunado a s u ubicuidad y su fácil crecimiento, y l o más 

importante, Selenastrum capricornutum ha reportado t ener l a habilidad d e d egradar H APs 

individuales, c omo el  pireno y  el  B enzo(a)pireno ( Warshawsky, 19 95, D íaz, 2013 ), lo cual 

hace ideal a la microalga para llevar a cabo este estudio.  
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  1.10 Métodos de extracción y análisis de Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos en matrices 

complejas.  

La determinación de l os contaminantes or gánicos persistentes en m uestras am bientales 

comúnmente consta de tres pasos: ¡) extracción, ii) purificación/ fraccionamiento del extracto 

crudo y iii) identificación/ cuantificación (Suchan et al, 2004). 

El a nálisis d e micro-contaminantes or gánicos ( como l os HAPs) y  metabolitos en m uestras 

acuosas ambientales requiere de su identificación y cuantificación en matrices complejas (ej.: 

muestras bi ológicas, muestras a mbientales) y a ni veles m uy baj os, de ul tra t raza. P or l o 

tanto, las técnicas analíticas tienen que ser selectivos para la determinación de estos analitos 

y ser lo suficientemente sensibles para permitir alcanzar bajos niveles de c uantificación. E l 

análisis de contaminantes puede ser una tarea difícil ya que muchos son muy polares, tienen 

bajos pesos moleculares o son sensibles a la temperatura. En general, una baja selectividad 

del método de extracción implica cantidades considerables de impurezas, las cuales deben 

ser eliminadas antes de su análisis. 

Uno d e l os procedimientos m ás c omúnmente usado para el ai slamiento de contaminantes 

orgánicos es la ex tracción Soxhlet. Este procedimiento se l leva a c abo con disolventes no 

polares y /o s emi-polares; es te pr ocedimiento s e basa en l a ex tracción exhaustiva de  

compuestos orgánicos pol ares y  no  pol ares a través de  un  s istema en  continúo. A lgunas 

desventajas q ue t iene el  m étodo de S oxhlet es  q ue r equiere g randes v olúmenes de  

disolventes or gánicos de al ta pur eza y  un t iempo r elativamente l argo par a c ompletar l a 

extracción total de los analitos (Suchan et al, 2004). 

La Extracción Líquido- Líquido (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 la preparación de muestras acuosas. Por sus características, 

es una técnica especialmente apropiada para la extracción de HAPs, ya que son compuestos 

con un marcado c arácter hi drofóbico y  l a ex tracción c on un  di solvente apol ar r esulta 

especialmente eficaz.  

No obs tante, LLE pr esenta c iertos i nconvenientes, y a q ue s e t rata de u na t écnica l enta y  

laboriosa, c on elevado c onsumo d e di solventes, y  c on pr oblemas adi cionales, c omo l a 

formación de e mulsiones y /o l a nec esidad de et apas a dicionales de ev aporación de 

disolvente (Pena, 2010). 
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La E xtracción por  Fluido Supercrítico ( SPE, por  s us s iglas en i nglés) y l a E xtracción por  

Líquidos Presurizados (ELP), son técnicas las cuales permiten una extracción rápida y el uso 

de volúmenes pequeños de disolventes, sin embargo requieren de equipos cuyos costos de 

adquisición, mantenimiento y operación resultan ser más elevados (Suchan et al, 2004). 

 

La Microextracción con Gota Suspendida (SDME por sus s iglas en inglés) fue desarrollada 

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

el consumo de disolvente. La f ase extractante es una m icrogota de un disolvente orgánico, 

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

del período de extracción, la gota se retrae hacia la aguja de la microjeringa, y finalmente se 

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

 
Analitos Métodos de 

extracción 
Matriz Análisis Referencias 

Contaminantes 
Orgánicos 

Persistentes 

 

ELP 

 

Pescado 

 

CG- DCE 

Suchan et. al, 2004. 

 
HAPs 

 

Extracción Soxhlet 

 

Suelo 

 

CG- EM 

Johnsen & Karlson, 

2005 

 
HAPs 

 

Extracción Soxhlet 

 

Algas 

CLAR- 

Fluorescencia 

 

Kirso & Irha, 1998 

 
HAPs 

 

Extracción Soxhlet 

 

Sedimento de agua 

(0.5 m de profundidad) 

 

CG- DFI 

Hatch & Burton Jr., 

1999 

 
HAPs 

 

Extracción Soxhlet 

 

Cultivos de 

fibroblastos de pulmón 

 

CG- EM 

Calesso et. al., 

2012 

 
HAPs 

 

Extracción Soxhlet, 

ELP, Extracción de 

Fluido Supercrítico. 

 

Suelo contaminado de 

un área que era una 

planta de gas 

 

CG- EM 

CG- DIF 

Hawthorne et al., 

2000 

 
HAPs 

 

Extracción de Fluido 

Supercrítico, 

ELL 

 

Aceite lubricante de un 

automóvil de gasolina. 

 

CG-EM 

Wong & Wang., 

2001 
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HAPs 

 

Microextracción con 

gota suspendida. 

 

Muestras de agua: 

grifo, arroyo y de río. 

 

CLAR 

Yao et, al., 2009 

Tabla 1. 10.1 Publicaciones r elacionadas c on l a ex tracción de H APs en di ferentes matrices. HAPs: 

Hidrocarburos A romáticos P olicíclicos; E LP: E xtracción d e Lí quidos P resurizados; E LL: E xtracción Líquido Lí quido; CG: 

Cromatografía de G ases; C LAR: C romatografía d e Lí quidos de A lta R esolución; C G-DCE: C romatografía d e G ases c on 

Detector de  C aptura de E lectrones; C G-EM: C romatografía de G ases c on E spectrometría d e M asas; C G- DIF: 

Cromatografía de Gases con Detección de Ionización de Flama. 

 

A c ontinuación s e d escribe m ás a  de talle dos  de l as t écnicas bas adas en el us o de  

adsorbentes, para la extracción de los HAPs en los medios de cultivos que se efectuó en el 

presente trabajo. 

 

1.10.1 Extracción en Fase Sólida (EFS). 

El pr incipio de l a E xtracción en F ase S ólida es  s imilar al  de l a Extracción Lí quido-Líquido 

(ELL) cuando se involucra un reparto de los solutos entre dos fases diferentes. Sin embargo, 

en lugar de dos fases líquidas inmiscibles, como en la ELL, la EFS implica la distribución de 

un compuesto en tre un l íquido (matriz de l a muestra o disolvente con analitos) y  una fase 

sólida (adsorbente). En la EFS también se involucran otros mecanismos de retención como 

la ads orción y  el  i ntercambio i ónico. Esta t écnica de t ratamiento de l a m uestra per mite l a 

concentración y  l a pu rificación de l os analitos al m ismo t iempo. El pr ocedimiento g eneral 

consiste en c argar un a s olución en la f ase sólida empacada en una c olumna o c artucho, 

lavar l os c omponentes no des eados, y  l uego r ecuperar l os an alitos des eados c on otro 

disolvente en un vial de recolección. 

La retención de los analitos en la Extracción en Fase Sólida se basan en fuerzas de Van der 

Waals (interacciones no polares), enlaces de hidrógeno, fuerzas dipolo-dipolo (interacciones 

polares) y las interacciones catión- anión (interacciones iónicas).  

Con ay uda de l a E FS s e pue den o btener m uestras q ue es tán en s olución, l ibres de 

componentes i nterferentes d e l a m atriz y c oncentradas l o s uficiente p ara l a de tección. La 

Extracción en  F ase Sólida s e l ogra a t ravés de l a i nteracción de  t res c omponentes: el  

adsorbente, el  analito y  el  di solvente. El anal ito de be ser at raído más f uertemente al 

adsorbente que a la matriz. El mejor mecanismo y procedimiento para la EFS, se definen por 

las características físico-químicas del analito en la muestra (Żwir-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 sólido debe ser acondicionado usando un 

disolvente apr opiado, en bas e a l a es tructura q uímica del  anal ito; seguido por  el  m ismo 

disolvente de la muestra. Este paso es crucial, ya que permite la humectación del material de 

embalaje y  s olvatación de  l os g rupos funcionales. A dicionalmente, elimina l as posibles 

impurezas c ontenidas i nicialmente en el ad sorbente o  en el e mbalaje. A demás, es te p aso 

elimina el aire presente en la columna y se llena el volumen vacío 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, aspiración por vacío o por un sistema 

automatizado. 

El tercer paso (opcional) es el lavado del adsorbente sólido con un disolvente apropiado, el 

cual debe tener una fuerza baja de el ución para el iminar componentes de la matriz que se 

han m antenido en  el ads orbente, s in des plazar l os anal itos. La et apa de s ecado t ambién 

puede s er ac onsejable, es pecialmente para l as m atrices acuosas, par a el iminar t razas d e 

agua presente en el adsorbente. 

El paso final, consiste en la elución de los analitos de interés con un disolvente apropiado, sin 

la el iminación d e c omponentes de l a m atriz retenidas (interferentes). E l v olumen de  

disolvente a oc upar s e deb e aj ustar de manera q ue el r ecobro s ea c uantitativo (Camel, 

2003). 

 
Figura 1.10.1.1. Pasos de Extracción en Fase Sólida (modificado de Żwir-Ferenc, 2006). 
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1.10.2. Dispersión en Matriz de Fase Sólida (DMFS). 

En 198 9, un nuevo pr oceso p ara l a di sgregación y  e xtracción de m uestras s ólidas f ue 

introducido. E ste pr oceso l lamado Dispersión de M atriz en F ase S ólida ( DMFS), c ombina 

aspectos de diversas técnicas para la disgregación de la muestra en un adsorbente, mientras 

que también genera un material el cual posee, características cromatográficas únicas, para la 

extracción de c ompuestos a par tir de una muestra da da.  L a D MFS s e apl ica a m uestras 

viscosas, sólidas o semi- sólidas, comúnmente con un soporte sólido, como la sílice, la cual 

se ha  d erivatizado p ara pr oducir un a fase orgánica c onsolidada como l os octadecil s ilano 

(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 ágata, el cual 

contiene una fase enlazada apropiada o cualquier otro material de soporte sólido, tal como la 

sílice octadecil silano (ODS) derivatizada (C18) o de otro tipo de soporte adecuado. El sólido 

de soporte y la muestra se mezclan manualmente usando un pistilo de vidrio o de ágata, un 

paso que se l leva al rededor de 30 s. Los es tándares internos, se  p ueden añadir a ntes de 

este pas o. E l m aterial m ezclado s e t ransfiere y  s e em paca en una c olumna de m aterial 

inerte, g eneralmente un c artucho de  pol ipropileno, s imilar a l os usados par a l a E FS; para 

llevar a cabo la elución secuencial con los disolventes, como se observa en la figura 1.10.2.1.  

La c olumna de  di spersión s e c ompone de l a m ezcla de c omponentes de  l a muestra 

distribuidos en  l a fase e nlazada y  el  s oporte, produciendo una n ueva fase q ue ex hibe 

características únicas para el  fraccionamiento de l a muestra. De esta manera, ya  s ea por 

simple g ravedad, a plicando v acío o c on eq uipos adecuados s e hace pasar, u n di solvente 

apropiado o una secuencia de disolventes pueden ser usados para limpiar la columna o para 

aislar di rectamente el  c ompuesto(s) d e e lección.  Co- columnas c onsistentes de o tra fase 

sólida o  s oportes c romatográficos t ambién pue den s er i ncorporados en l a c olumna para 

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

 

El r eparto ( fase es tacionaria l íquida) o el  eq uilibro de ads orción (fase es tacionaria s ólida), 

similar al existente en una columna cromatográfica, es responsable de l a distribución de los 

analitos, entre la muestra dispersada y el  disolvente de elución. La eficiencia y selectividad 

en D MFS depe nde d e v arios f actores en tre l os c uales des tacan l a s elección del  m aterial 

dispersante, utilización de co-adsorbentes, el tipo de disolvente y la secuencia de elución. 

 

  1.11 Cromatografía de Líquidos. 

La c romatografía es  una t écnica anal ítica de s eparación e n l a q ue una m ezcla de  

compuestos se desplaza en una fase móvil líquida, a través de una fase estacionaria, fijada a 

una columna o a una superficie sólida. Es esencial escoger ambas fases, de tal modo que los 

componentes de  l a muestra se di stribuyan de manera di ferente entre ellas. Las  moléculas 

fuertemente retenidas por la fase estacionaria se moverán lentamente con el flujo de la fase 

móvil, mientras que las que se unen débilmente a la fase estacionaria serán arrastradas con 

rapidez por  l a fase móvil. D ebido a  es ta movilidad di ferencial de  l os c omponentes de  una 

muestra, dentro d e l a f ase estacionaria empacada e n u na c olumna s e v an a s eparar en 

bandas o zonas discretas que podrán ser analizadas cualitativa o cuantitativamente al salir y 

dirigirse a un detector apropiado. 
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La cromatografía de líquidos tiene amplia aplicación porque la mayoría de los compuestos no 

son suficientemente volátiles para que se les pueda analizar por cromatografía de gases. La 

cromatografía de l íquidos de al ta e ficiencia ( HPLC, por  s us s iglas en i nglés) ut iliza una 

presión elevada para forzar al disolvente a que pase por una columna que contiene una fase 

estacionaria de partículas muy finas, consiguiendo as í separaciones de g ran resolución. E l 

equipo de HPLC generalmente consta de un sistema de suministro de disolvente, una válvula 

de i nyección de m uestra, una c olumna de  al ta pr esión, un d etector y  un or denador par a 

controlar el equipo y visualizar los resultados. Actualmente muchos equipos incluyen además 

un horno para controlar la temperatura de la columna.  

Existen varios m étodos c romatográficos q ue s e pued en c lasificar de di stintas formas. Una 

clasificación g eneral que s e basa e n l a p olaridad de  l a fase e stacionaria s e des cribe a 

continuación: 

 

  -Cromatografía fase normal:  

 La fase estacionaria presenta puntos activos de alta polaridad y las interacciones que 

se producen con el soluto son específicas del grupo activo. La fase estacionaria puede ser un 

sólido ads orbente ( sílice o al úmina), o bi en, un s oporte al  q ue s e unen q uímicamente 

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

 

  -Cromatografía de fase reversa (inversa): 

La f ase estacionaria t iene un a na turaleza apol ar ( cadenas hidrocarbonadas, g rupo 

fenilo) y las interacciones que se producen son inespecíficas (efecto solvófobo) (Harris, 2007; 

Alfonso, 2009). 

 

1.11.1Definiciones y parámetros cromatográficos. 

Tiempo de retención: Es el tiempo que transcurre desde la inyección de una muestra en la 

columna hasta que un componente llega al detector y se le da el símbolo 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  distribución: Los  equilibrios de di stribución implicados en c romatografía se 

describen por ecuaciones simples que suponen la distribución de un analito entre las fases 

estacionaria y móvil (Guía de cromatografía, Universidad Central de Venezuela).  

 
Donde CS es l a c oncentración molar del an alito en l a fase estacionaria y  C M es l a 

concentración molar del analito en la fase móvil. 

 

Factor de capacidad: Es un par ámetro (k´) que se utiliza para describir las velocidades de 

migración de los analitos en las columnas y se interpreta considerando que mientras mayor 

sea el valor de este factor menor es la velocidad de migración de los solutos en la columna. 

Para una  especie A , el  f actor de capacidad k´A se d efine c omo (Guía de  c romatografía, 

Universidad Central de Venezuela): 

 
Donde KA es la constante de distribución, VS es el volumen de la fase estacionaria y VM es el 

volumen de la fase móvil. 

También puede ser descrito en términos experimentales los cuales pueden ser tomados de 

un cromatograma (Guía de cromatografía, Universidad Central de Venezuela): 

 
Donde (tR)A es el t iempo de retención del componente A y tM es el t iempo muerto obtenido 

para una especie no retenida. 

 

Factor d e se lectividad: E l factor d e s electividad α 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 separación, 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 

(Guía de cromatografía, Universidad Central de Venezuela): 
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Donde k ´B es el  factor de c apacidad del compuesto B, que es  el  más retenido y  k ´A es el  

factor de capacidad del compuesto A, que es el menos retenido. 

Con esta definición α siempre es mayor que la unidad. 

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

 
Eficiencia de  una  c olumna: C omo s e di jo ant eriormente, s i n o s e t oma en c uenta l os 

factores q ue a fectan el anc ho de un pico para l a s eparación c romatográfica no s e p odría 

lograr una bue na separación aún 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 más 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 más tiempo transcurre mayor es la dispersión que puede tener lugar. Por ello la 

anchura de la zona está relacionada directamente con el tiempo de residencia en la columna, 

e inversamente con la velocidad a la que fluye la fase móvil. 

Se ut ilizan dos términos afines con frecuencia como medida cuantitativa de l a eficiencia de 

una columna cromatográfica: 1) la altura equivalente de plato teórico o H  y 2) el número de 

platos t eóricos N . Lo s dos  es tán r elacionados p or l a ec uación (Guía de c romatografía, 

Universidad Central de Venezuela): 

 
Donde L es la longitud (normalmente en centímetros) del relleno de la columna. La eficiencia 

de l a c olumna c romatográfica aumenta c uando mayor es  el  nú mero de pl atos, y  c uando 

menor es la altura de plato. 

 

Resolución de  un a columna: L a r esolución R S de u na c olumna c onstituye un a m edida 

cuantitativa de s u c apacidad para s eparar dos  a nalitos. A l pasar p or un a c olumna 

cromatográfica, l os solutos t ienden a di fundirse según una c urva gaussiana, de desviación 
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estándar σ. Cuanto más tiempo pasa el soluto en la columna, más ancha se hace la banda 

(Guía de cromatografía, Universidad Central de Venezuela). 

 
Donde WA y WB son los anchos de banda de los solutos A y B respectivamente. 

Estadísticamente s e puede demostrar q ue una  r esolución de 1.5 per mite una s eparación 

esencialmente completa de los dos componentes, mientras que no es así con una resolución 

de 0.75, por supuesto siempre y cuando las bandas sean gaussianas, es decir simétricas en 

ambos lados. Así con una resolución de 1.0; la zona A contiene aproximadamente 4 % de B, 

y la zona B contiene una cantidad similar de A, con una resolución de 1.5 el solapamiento es 

del orden de 0.3 %. 
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CAPÍTULO 2. MÉTODOS Y MATERIALES 

 2.1 MATERIALES. 

2.1.1 Disolventes, reactivos y estándares analíticos.  

• Metanol y acetonitrilo grado cromatográfico ( JT Baker, México) 
• Agua ultrapurificada, obtenida en un sistema de purificación (microfiltración: Simplicity 

UV, Millipore, MA, USA). 
• Isopropanol grado reactivo ( EM Science, NJ, USA) 
• Sílice C18 Supelclean de 45 μm de diámetro de partícula (Supelco, EUA). 
• Estándares de B(a)P, B(a)A, Antraceno, Pireno de pureza >99 % (Chemservice, PA, 

USA). 

2.1.2 Sistema de Extracción. 

• Espátula Cromo-Níquel, para pequeñas y grandes cantidades 
• Micropipetas de 2-20, 20-200 y 100-1000 µL (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 ágata con pistilo de 20 mL 
• Tubos de centrifuga de 15 mL (BD Biosciences, CA, EUA) 
• Viales con tapón 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 m icroalga eucariota Selenastrum capricornutum fue a dquirida de l a c olección de 
cultivos de al gas de la U niversidad de Texas ( TX, U SA) y  c ultivada en matraces 
Erlenmeyer con medio Bristol  (NaNO3 2.94 mM, CaCl2·2H2O 0.17 mM, MgSO4·7H2O 
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) 
• Lámparas de luz fría 14 watts 
• Autoclave All American 75X 
• Autoclave eléctrica, Tuttnauer 2540EL  

Para el crecimiento de los medios de cultivo, se sembró el alga Selenastrum capricornutum, 
de un medio de conservación sólido (compuesto por agar, medio br istol y peptona)  con la 
ayuda de un asa estéril, en 2 00 mL de medio Bristol ( tabla 2.1); previamente esterilizado a 
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121 °C por 30 minutos, para evitar la contaminación con bacterias u hongos presentes en el 
medio. 

Este organismo se cultivó con ciclos de iluminación de 16 horas luz y 8 horas de obscuridad; 
agitación c onstante y  t emperatura ambiente, d urante 1 5 días a proximadamente. D e este 
medio de cultivo se tomaron aproximadamente 3 mL, al cual se le midió la absorbancia a 685 
nm ( longitud de onda de absorción de la c lorofila) con un espectrofotómetro, hasta l legar a 
una abs orbancia d e 1.0 (lo q ue c orresponde a  aproximadamente 1x 106 células por m L-1) 
según una curva de crecimiento previamente estandarizada en el laboratorio.  

Componente Disolución “Stock” Concentración 
Final (mM) 

Proteosa-Peptona 1g/1000 mL agua destilada ----- 
NaNO3/KNO3/Ca(NO3)2 10g/400 mL agua destilada 2.94 

CaCl2*2H2O/CuCl2*2H2O 1g/400 mL agua destilada 0.17 
MgSO4*7H2O 3g/400 mL agua destilada 0.3 

K2HPO4/Na2HPO4 7g/ 400 mL agua destilada 0.43 
KH2PO4/NaH2PO4 7g/400 mL agua destilada 1.29 

NaCl/KCl 1g/400 mL agua destilada 0.43 
Tabla 2.1. Composición de sales con las que se enriquece el medio Bristol, para conseguir un óptimo 
crecimiento del alga. 

Los medios d e c onservación s e pr epararon de i gual manera y   a dicionando 1 % de ag ar, 
para solidificarlos, estos medios se mantuvieron bajo luz blanca fría y a una t emperatura de 
4°C. 

2.1.4 Sistema cromatográfico. 

• Cromatógrafo de líquidos de alta resolución (Waters con bomba binaria  1525) 
• Detector UV  de arreglo de fotodiodos 2998 (Waters) 
• “Software” de control y procesamiento de datos “Empower”  versión 3.0 
•  Columna analítica de acero inoxidable Nucleosil 100, 5 μm 150 x 4.6 mm, empacada 

con sílice fase inversa Nucleosil C18, (Macherey-Nagel, Düren, Alemania)  
• Precolumna de guarda de acero inoxidable Hichrom, de 13 X 4.5 mm, empacada con 

sílice fase inversa Nucleosil C18, (Phenomenex, Torrance, CA, EUA). 
• Inyector manual, con bucle de inyección de 20 µl. 
• Jeringa de 50 µL (Hamilton, EUA) 

 

2.1.5. Otros equipos y materiales. 

• Balanza analítica, modelo AG 245 (Mettler Toledo, Suiza) 
• Baño de ultrasonido Bransonic  1510 (Branson, CT EUA) 
• Centrifuga marca SIGMA, Osterode am Harz, Alemania, modelo 2-5 
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• Matraces Erlenmeyer 50 mL estériles 
• Micropipeta de volumen de 100-1000 μL (Eppendorf, Alemania) 
• Pipeta estéril de 10 mL  
• Propipeta  
• Agitador orbital para matraces de 250 mL, modelo 2346Q (ThermoScientific, EUA). 
• Mechero Bunsen  
• Espectrofotómetro Spectronic Genesys 5 (ThermoScientific, EUA) 

 

2.1.6 Preparación de disoluciones estándar. 

En todas las disoluciones utilizadas de BaP, BaA, ANT y PY; se partió de disoluciones madre 
con concentración de  100 ppm, pr eparada en ac etonitrilo, al macenada p osteriormente en  
frascos ámbar cerrados herméticamente a una temperatura de 4 ° C.  

A par tir de c ada un a de l as disoluciones m adre, s e o btuvieron l as c orrespondientes 
disoluciones de 40 p pm, las cuales se almacenaron bajo las mismas condiciones hasta ser 
utilizadas. 
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2.2.- METODOLOGÍA EXPERIMENTAL. 

Con base en una metodología de extracción previamente validada para el aislamiento 
de BaP del medio de cultivo (Velasco, 2011; Díaz, 2013) se evaluó como afectan parámetros 
como l a l uz y  l a t emperatura en l os m edios de c ultivo, para as í c onocer l as condiciones 
óptimas para la degradación de B(a)P, PY, ANT y B(a)A. 

En la figura 2.2.1. Se describe la metodología general que se siguió para conseguir este 
objetivo. 

Figura 2.2.1. Esquema general de experimentación. 
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        2.2.1 Análisis cromatográfico. 

2.2.1.1 Selección de la longitud de onda para la detección de los HAPs.  

Para l levar a c abo ad ecuadamente el  an álisis c romatográfico fue nec esario seleccionar l a 
longitud de onda donde se observó la mejor respuesta para cada uno de los analitos (ANT, 
PY, Ba A, Ba P); para es to s e obtuvo el  es pectro de a bsorción de cada uno de  los 
hidrocarburos individualmente, con ayuda del detector UV de arreglo de diodos.  

2.2.1.2 Selección de la fase móvil para el análisis de los HAPs. 

Para encontrar las condiciones óptimas de la separación cromatográfica, se inyectaron seis 
veces disoluciones de  cada u no d e los c uatro compuestos: Pireno, A ntraceno, 
Benzo(a)antraceno y Benzo(a)pireno, con concentraciones de entre 0.1 y 2.5 ppm, variando 
la composición de la fase móvil constituida por metanol/ agua. Las variaciones fueron 100 %, 
95 %, 90 %, 85 %, 80 % de MeOH a un f lujo de 1 mL/min, obteniendo los correspondientes 
tiempos de retención en los cromatogramas. 

Con los tiempos de retención (tR), los tiempos muertos (tM) de cada fase y con la ayuda de la 
ecuación 2.2.1, se pudo calcular el f actor de capacidad (k´). Con es tos datos se obtuvo el  
gráfico del log k´ en función del %MeOH. 

……………………………(Ec. 2.2.1) 

Donde tR   es el tiempo de retención del compuesto, y tM es el tiempo muerto.  

Con estos resultados se seleccionó la mejor fase móvil para el análisis cromatográfico.                                       

 2.2.2 Validación del sistema cromatográfico 

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 µg/mL, 2 µg/mL, 5 µg/mL, 8 µg/mL y 10 
µg/mL, partiendo de una s olución madre de 4 0 µg /mL, c on l a i ntegración a  t ravés de l 
software “ Empoware” 3.0 fue p osible o btener el ár ea, y  c on es tá r ealizar curvas de  
calibración de la misma en función de la concentración, se realizó la regresión lineal a cada 
una de l as c urvas,  la lin ealidad se evalúo a t ravés de l coeficiente de  r elación r2 de c ada 
curva. 

La U SEPA ( 2003), pa ra f ines c uantitativos, l a r 2 obtenida de l a regresión l ineal deb e 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 precisión dentro del sistema, para 
conocer el grado de concordancia entre nuestros datos, cuando se generan bajo las mismas 
condiciones ( repetibilidad) y  bajo c ondiciones diferentes como día, anal ista o  equipos 
(reproducibilidad). 

Para determinar l a p recisión del s istema durante t res dí as diferentes s e realizaron 5  
inyecciones de soluciones de estándares individuales de cada uno de l os compuestos, con 
una fase móvil d e 95 % MeOH, y con un flujo constante de 1  mL/min. Posteriormente, se 
obtuvieron las á reas i ntegradas, par a poder c alcular el  c oeficiente de  variación ( CV) entre 
corridas del mismo día, evaluando de este modo la repetibilidad y con el CV entre muestras 
de l os t res días diferentes, s e ev alúo l a r eproducibilidad. E l coeficiente d e v ariación s e 
calculó a través de la ecuación 2.2.2.2.1 (Velasco, 2011). 

  ……………………(Ec. 2.2.2.2.1) 

Donde S, es la desviación estándar y , la media o el promedio. 

Los criterios de aceptación que brinda COFEPRIS (2011) para contaminantes en agua, con 
una concentración 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 Límites de Detección y Cuantificación Instrumentales. 

Para l a determinación del  Lí mite de Detección ( LD) y  el  Lí mite d e C uantificación ( LC), s e 
utilizaron las curvas de c alibración de cada uno de los compuestos, por medio de métodos 
estadísticos, usando la pendiente de la recta (obtenida por un ajuste de mínimos cuadrados) 
y la desviación estándar, se utilizaron la ecuación 2.2.2.3.1 y la ecuación 2.2.2.3.2 (Velasco, 
2011) para poder calcular el LD y LC, correspondientemente. 

…………………………. (Ec. 2.2.2.3.1) 

……………….………… (Ec. 2.2.2.3.2) 

Donde b1 es la pendiente y Sy/x es la desviación estándar de la regresión de “y” en “x”. 
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2.2.3 Métodos de extracción. 

2.2.3.1 Acondicionamiento del adsorbente.  

Para s olvatar l as m oléculas del  a dsorbente de m odo t al q ue s e v ieran f avorecidas las 
interacciones c on l os anal itos, fue n ecesario ac ondicionar l a s ílice C 18 Supelclean, c on 
metanol al  100 %, e n una r elación d e 1 mL de metanol por  c ada g ramo d e a dsorbente y  
dejándola s ecar al  v acío. E ste pr ocedimiento también nos  permitió el iminar i mpurezas 
procedentes del embalaje.  

2.2.3.2 Extracción en Fase Sólida (EFS). 

Para llevar a c abo la extracción en fase sólida (EFS) se usó una  metodología previamente 
optimizada en el laboratorio para hidrocarburos de alto peso molecular como son BaP, BaA, 
BkF, BbF (Velasco, 2011; Díaz, 2013). En base a esta optimización evaluamos el recobro de 
los cuatro compuestos estudiados en el presente trabajo (antraceno, pireno, BaA y BaP). El 
método de ex tracción tiene varias et apas: pr imero s e hac e u n ac ondicionamiento de l a 
columna de extracción 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 
sílice C18 (previamente activada) la cual se encuentra presionada entre dos “frits” de tamaño 
adecuado. Posteriormente se aplican 15 mL de cultivo del alga Selenastrum capricornutum, 
el cual es ta a dicionado c on una c oncentración de 0 .266μg/ m L en el  m edio ( 4 μg d e 
hidrocarburo) antraceno, pi reno, BaA y B aP, a es tos 15 m L previamente se les agregó 
isopropanol para obtener el 20% en la muestra, y se dejó equilibrar durante 5 min. 

Con vacío, s e hi zo p asar l a m uestra, p ara des pués c omenzar con l a apl icación de  l os 
eluentes de lavado: 5 mL de agua, 4 mL de ACN: Agua 10:90, 3 mL de ACN: Agua 55:45 y 
finalmente se eluyó con 4 mL de ACN al 100 %, siendo esté eluato la fracción que se analizó 
por CLAR-UV-DAD. El procedimiento completo de extracción se ilustra en la figura 2.2.3.2.1. 
Para evaluar la eficiencia y  la confiabilidad de l a metodología se u tilizó como parámetro el  
factor d e r ecuperación o recobro, el  c ual para s er c onsiderado ac eptable s e evalúa en 
función d e l a c oncentración u tilizada, así c omo el  propósito del a nálisis. Para c alcular el  
porcentaje de recobro; se comparó con él  área de pico que correspondía a un estándar de 
concentración de 8 μg/mL, un t riplicado de área del pico correspondiente a cada compuesto 
proveniente de inyecciones de extractos de muestras reales. Así se evaluó la precisión con él 
% CV (ecuación 2.2.3.2.1) entre las tres muestras realizadas el mismo día, y posteriormente 
entre muestras realizadas en días diferentes. 

………………….( Ec. 2.2.3.2.1) 

Donde s es la desviación estándar y  la media aritmética. 
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Figura 2.2.3.2.1. Procedimiento de Extracción en Fase Sólida. 

 

2.2.3.3 Dispersión de Matriz en Fase Sólida (DMFS). 

Se op timizó u na m etodología pr eviamente v alidada en el  laboratorio para hi drocarburos de  
alto peso molecular, BaP, BaA, BkF y BbF (Velasco, 2011; Díaz, 2013) para la extracción de 
los cuatro compuestos que se utilizaron en este t rabajo, para e llo se utilizó el recobro como 
parámetro de cuantitatividad y reproducibilidad.  

En un m ortero de ág ata se c olocaron 5 mg de bi omasa pr eviamente s eca, pr oveniente d e 
cultivos de Selenastrum capricornutum, a l os q ue se l e ag regaron 100 mg d e s ílice 
derivatizada con C18. A esta mezcla se le agregaron 100 μL de antraceno, pireno, BaA y BaP 
a 40 μg/mL, correspondientes a 4 μg de hidrocarburo; una vez que el disolvente se evaporó, la 
mezcla se homogenizó con ayuda del pistilo. Posteriormente la fase dispersa se empacó entre 
dos “frits” para un cartucho de polipropileno de 1 mL, a través del cual y con ayuda del vacío 
se hicieron pasar 10 mL de agua, 5 mL de ACN al 20 %, 1.5 mL de ACN al 40 % y, finalmente 
se eluyó la fracción con 0.5 mL de ACN al 100 % en el cual se recuperaron los analitos. Está 
fracción final s e a nalizó por C LAR-UV-DAD. El pr ocedimiento completo de es te m étodo de 
extracción se ilustra en la figura 2.2.3.2.1. 

Posteriormente, se calculó el  porcentaje de recobro al  comparar un t riplicado de m uestras 
reales con un es tándar, para pod er evaluar la pr ecisión c on él  % CV (ecuación 2.2.3.3.1) 
entre las tres muestras realizadas el mismo día, y posteriormente entre muestras realizadas 
en días diferentes. 
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Figura 2.2.3.3.1. Procedimiento de Dispersión en Matriz de Fase Sólida. 

 

2.2.4 Evaluación del  e fecto de l a l uz nat ural s obre l a r emoción de B enzo(a)pireno por 
Selenastrum capricornutum. 

Para evaluar el efecto de la luz natural sobre la capacidad de degradación de la microalga, se 
realizaron ensayos de exposición 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 (Díaz, 2013).  

En c ondiciones asépticas  se t omaron alícuotas de 1 5 m L de  un m edio de c ultivo de  
Selenastrum capricornutum con absorbancia espectrofotométrica de 1.0, a 685 nm (absorción 
de la c lorofila), c olocando esta al ícuota en matraces E rlenmeyer de 5 0 mL. Estos c ultivos 
fueron fortificados con BaP a una concentración en el medio de 0.266 μg/mL. Posteriormente 
los matraces se colocaron a agitación constante y se dejaron expuestos a la luz natural, por el 
tiempo de exposición definido. Se utilizaron tiempos de exposición de 0.75, 3, 6 y 24 horas. 

Terminado el  tiempo de exposición, el  m edio f ue t ransferido a tubos d e c entrífuga p ara 
centrifugarse  a una velocidad de 3900 rpm por 15 minutos, para así obtener el medio líquido 
sin microalgas y un botón celular, mismo que se colocó en portaobjetos de vidrio para permitir 
que se secaran a temperatura ambiente. El sobrenadante se sometió al método de extracción 
en f ase sólida, mientras q ue el  bo tón celular, u na v ez s eco, se s ometió al  m étodo d e 
dispersión d e m atriz en fase s ólida, c omo s e m uestra e n l a figura 2. 2.3.2.1 y  2. 2.3.3.1, 
respectivamente. 

Posteriormente los ex tractos f ueron almacenados a 4  °C has ta su an álisis por CLAR c on 
detector U V de arreglo de diodos, c on el fin de c uantificar el  hi drocarburo ag regado en el  
correspondiente ensayo de exposición. 
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2.2.5 Efecto de la temperatura sobre la remoción de HAPs por Selenastrum capricornutum. 

Para conocer el e fecto de la temperatura en la remoción  d el BaP del medio de cultivo, se 
evaluaron tres temperaturas, 20 °C, 25 °C y 3 0 °C a 0.75, 2, 4 y 6 h oras, de este modo se 
generaron 3 curvas de degradación, a cada una de las temperaturas. 

En c ondiciones as épticas se tomaron al ícuotas 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 concentración en el 
medio de 0 .266 μg/mL del hi drocarburo. P osteriormente l os m atraces s e c olocaron e n un  
agitador con temperatura controlada, agitación constante (50 rpm) y se dejaron expuestos por 
los tiempos establecidos. 

Una vez terminado el  tiempo de ex posición, el volumen total de l os matraces de c ultivo fue 
transferido a tubos de centrifuga; centrifugándose por 15 min a una velocidad de 3900 rpm, 
una vez que se obtuvo el medio l íquido l ibre de al gas, a éste se le realizó la extracción en 
fase s ólida, c omo s e muestra en l a figura 2. 2.3.2.1, y  al  bot ón celular s e l e c olocó e n un  
portaobjetos de v idrio y se le dejo secar a temperatura ambiente, una vez seco, se l levó a 
cabo la dispersión de matriz en fase sólida, como se explica en la figura 2.2.3.3.1. 

Los extractos fueron almacenados a 4  °C hasta su análisis por CLAR con detector UV, con 
arreglo de diodos, con el fin de cuantificar el BaP residual después del tiempo de ensayo de 
exposición. 

Para el  resto de los compuestos (antraceno, pi reno y BaA) se decidió ut ilizar solamente un 
tiempo de 0.75 horas, esto en base a los datos obtenidos para BaP en los cuales se observó 
una marcada diferencia en l os ng de hidrocarburo recuperado a l as diferentes temperaturas, 
siguiendo p ara es tos compuestos l a misma m etodología previamente des crita par a B aP a 
diferentes temperaturas de exposición. 
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CAPÍTULO 3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.1 Análisis cromatográfico. 

3.1.1 Selección de la longitud de onda para la detección de los HAPs. 

En cada uno de l os espectros obtenidos (Anexo I) se seleccionaron las longitudes de o nda 
de máxima absorción. 

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

Compuesto λ nm 
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 Selección de la fase móvil para la separación de los HAPs 

En l a G ráfica 3. 1.2.1. S e p uede o bservar el  c omportamiento en r etención de l os c uatro 
hidrocarburos, c onforme s e v a variando l a composición de f ase m óvil en el  s istema 
cromatográfico, s abiendo q ue a m ayor f actor de c apacidad (k´), es  m enor l a velocidad de  
migración de los compuestos. De esta manera se puede observar que el compuesto menos 
retenido es el antraceno. 

Grafica 3 .1.2.1. V ariación del  l ogaritmo del  factor de c apacidad k’ de l os hi drocarburos ar omáticos 
policíclicos, en función del porcentaje de metanol en la fase móvil. 
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En base a la gráfica 3.1.2.1 y tomando en cuenta los interferentes de la matriz, que pudieran 
presentarse e n el  c romatograma a t iempos de r etención c ercanos al  t iempo muerto, se 
decidió ut ilizar una fase m óvil c on un c ontenido d e 95  % M eOH, manteniendo corridas 
cromatográficas 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 Extracción en Fase Sólida (medio líquido) o por Dispersión de Matriz en Fase Sólida 
(biomasa). 

 

Figura 3.1.2.1. Cromatograma de Antraceno 1.5 μg/mL (A), Pireno 1.5 μg/mL (B), Benzo(a)antraceno 
1.5 μg/mL (C) y Benzo(a)pireno 1 μg/mL (D). Condiciones: Columna analítica Nucleosil C18, con 
tamaño de par tícula de 10 μm, bucle de inyección de 20 μL; MeOH 95 % 1mL/min, detección UV λ= 
250, 239, 286 y 295 respectivamente. 

3.1.3 Linealidad del sistema 

En l a G ráfica 3. 1.3.1, s e pued e obs ervar el  ár ea obt enida de l os pi cos en función d e 
concentraciones en un rango entre 0.5- 10 μg/mL para cado uno de los hidrocarburos, donde 
se puede observar que las cuatro curvas presentan una r 2 superior a 0. 99, cumpliendo d e 
este modo c on l o r ecomendado por l a U SEPA ( 2013) y  por lo cual podemos dec ir que el  
sistema presenta una respuesta lineal en el intervalo de concentraciones estudiadas.  

 

A B 

C D 
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Gráfico 3.1.3.1. Curvas de calibración de ANT, PY, BaA y BaP, en un intervalo de concentración de                                           
0.5 a 10 μg/mL 

3.1.4 Repetibilidad y reproducibilidad del sistema. 

En la Tabla 3.1.4.1. se puede observar la repetibilidad y reproducibilidad en l a inyección de 
una disolución estándar de 1.5 μg/mL para cada compuesto. 

Compuesto Repetibilidad   
(% CV) 

Reproducibilidad 
(CV) 

Antraceno 0.4 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 estándar de 1.5 μg/mL (n=6). 

Como s e puede v er se t iene u na r eproducibilidad ( diferentes dí as) c on un c oeficiente d e 
variación 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 Límites de detección y cuantificación instrumentales. 

En bas e al  c omportamiento i ndividual d e los c uatro c ompuestos, y  de s us di ferencias 
fisicoquímicas, se obt uvieron los límites de det ección y  c uantificación i nstrumental ( Tabla 
3.1.5.1) de los hidrocarburos, para de este modo verificar que las concentraciones en las que 
trabajamos se encontrarán por arriba de estos límites, y así generar datos confiables.  

Compuesto LD (μg/mL) LC (μg/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. Límites de cuantificación y detección instrumental de los hidrocarburos estudiados.  

3.2 Métodos de extracción. 

Se u tilizaron dos m étodos de ex tracción  previamente desarrollados par a HAPs p esados 
(Velasco, 2011; Díaz, 2013) y optimizados para los compuestos estudiados en los medios de 
cultivo l íquidos provenientes de l os bi oensayos de ex posición. E l pr imero bas ado e n l a 
técnica de Extracción en Fase Sólida, el cual permitió aislar a los HAPs presentes del medio 
líquido  y  el  s egundo, bas ado en l a t écnica de D ispersión de M atriz en F ase S ólida p ara 
extraer a los HAPs presentes en la biomasa de las microalgas. 

Para evaluar el correcto funcionamiento de estas dos metodologías, así como su eficiencia y 
confianza, se utilizó como parámetro el recobro, el cual se calculo con ayuda de la ecuación 
2.2.3.2.1.  

3.2.1 Extracción en Fase Sólida (EFS). 

En la tabla 3.2.1.1 se presentan los recobros obtenidos y los coeficientes de variación para 
los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos en estudio. 

Compuesto % Recobro Repetibilidad 
% CV 

Reproducibilidad 
% 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 ariación de Antraceno, P ireno, BaA y  BaP, 
extraídos por el método de EFS.  

En t odos l os casos l os porcentajes de recobro es tán por ar riba del 81  %. El h echo de n 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 é l % CV se encuentra entre valores de 

41 
 



3.3-8.8, cumpliendo con los criterios de aceptación de COFEPRIS (2011) para contaminantes 
en agua, al tener un CV menor al 23%. 

3.2.2 Dispersión de Matriz en Fase Sólida (DMFS). 

En l a Tabla 3. 2.2.1, se m uestran l os p orcentajes de r ecobro, y  c oeficientes d e v ariación 
obtenidos en matrices reales adicionadas. 

Compuesto % Recobro Repetibilidad 
% CV 

Reproducibilidad 
% CV 

Antraceno 85 3.7 3.4 
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 ariación de Antraceno, Pireno, BaA y BaP, 
extraídos por el método de DMFS en muestras reales. 

Para es te método se cuenta con porcentajes de recobro mayores al 85 %, cumpliendo las 
recomendaciones d e la U SEPA ( USEPA, 2003) y  pr esenta CV m enor al 3. 7 % para l a 
repetibilidad, un CV menor al 4.8 % para la reproducibilidad, siendo estos valores aceptables 
según los criterios de aceptación de la COFEPRIS (COFEPRIS, 2011); se considera que el 
método es preciso. 

 3.3 Evaluación de efecto de l a luz nat ural sobre l a r emoción de Benzo(a)pireno por 
Selenastrum capricornutum. 

Debido al sistema del orbital π, 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 ápida m odificación es tructural, g eneralmente v ía oxidación (Alves, 2005 ); 
generando m oléculas de al ta t oxicidad ( singulete ex citado y  m oléculas en es tado t riplete) 
para el alga. Por este motivo para evaluar la degradación de los HAPs se ha recomendado 
utilizar una f uente de l uz amarilla (Wharshawsky, 1995), la cual también ha demostrado no 
ser t óxica par a Selenastrum capricornutum en trabajos pr evios en el  l aboratorio (Velasco, 
2011; Olmos, 2013; Díaz, 2013). Sin embargo, en el presente trabajo se pudo demostrar que 
el ex poner a l as microalgas a l a l uz bl anca na tural n o r esulto a fectarles negativamente 
durante los tiempos de exposición manejados. Como podemos observar en la Figura 3.3.1. la 
degradación bajo una f uente de l uz amarilla y  bajo l a exposición a la  luz bl anca nat ural o  
solar no  pr esentan u na diferencia es tadística significativa (ANOVA Simple, n=6; α= 0.05; 
obtenidos c on el  programa S tatgraphics C enturion X V, v ersión 15.2.06), ex ceptuando e l 
punto de 24 horas, esta diferencia se puede deber a la variación por la baja concentración de 
los hidrocarburos con este tiempo de exposición.  

Las microalgas siguieron creciendo normalmente, sin presentar muerte celular y la remoción 
siguió su curso de m anera muy similar a c omo lo e fectuaron en presencia de luz amarilla. 
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Una pos ible explicación se encuentra en las condiciones de exposición, l a exposición más 
larga al BaP fue de 24 horas, de las cuales 16 horas fueron de luz y 8 de obscuridad, según 
la l ey de B unsen-Roscoe e l e fecto fototóxico, depend e di rectamente d e l a c antidad de  
hidrocarburo y  l a i ntensidad d e radiación a bsorbida ( Ankley,1995) siempre y  c uando haya 
ausencia d e d efensa bi ológica; e n n uestro c aso, l a exposición al hi drocarburo no f ue 
constante, y durante estas 8 horas de obscuridad se pudo presentar la reparación de algunos 
de los daños  generados por la suma de la radiación UV y el BaP. Si se trabajarán tiempos 
más largos de exposición es probable que se pudiera observar el efecto fototóxico, pues los 
daños que no se pueden reparar se acumularían; sin embargo a estas 24 horas las algas 
metabolizaron ac tivamente y  s e deg radó 93 % de B aP, h aciendo i nnecesario a umentar el  
tiempo de ex posición en l as c ondiciones m anejadas (0.266 μg/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 l a l uz. E n l a i nvestigación hecha p or G ala, 19 93, s e menciona el ef ecto 
protector q ue c onfieren l a al ta c oncentración de pi gmentos c arotenoides presentes e n 
Selenastrum capricornutum, actuando sobre el  s ingulete excitado y  pr otegiendo a l a 
microalga de la toxicidad foto-inducida por antraceno; es probable que del mismo modo estos 
pigmentos ac túen como una defensa natural f rente a l a exposición de ot ros hidrocarburos, 
entre ellos el Benzo(a)pireno.   

Por ot ro lado l a i ntensidad d e l a l uz, pued e v ariar no s olo estacionalmente, s ino t ambién 
espacialmente ( Ankley, 1995) , s iendo muy pr obable q ue l a c antidad d e r adiación U V 
presente en la fecha en la que realizó y la zona, no permitiera alcanzar el efecto genotóxico, 
según lo reportado por otros autores, para alcanzar este efecto es necesario estar expuesto 
a las cantidades adecuadas de radiación UV y de hidrocarburo (Arfsten, et.al, 1996).  

 

Figura 3.3.1. Comparación de la recuperación 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 remoción de HAPs por Selenastrum capricornutum 

3.4.1 Benzo(a)pireno. 

Para conocer el efecto de l a temperatura en la remoción  de l os HAPs del medio de cultivo, se 
utilizaron 3 t emperaturas q ue s e e ncuentran dentro del r ango de c recimiento d e Selenastrum 
capricornutum: 20 °C, 25 °C y 3 0 °C (Reynolds et . al, 1975) y en las cuales los hidrocarburos 
aromáticos policíclicos han d emostrado ser recalcitrantes (Coover & Sims, 1987). En el Gráfico 
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 exposición en los cultivos a 
las temperaturas mencionadas. 

 

Gráfico 3.4.1.1. Comparación 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 ex iste una 
diferencia significativa entre las tres temperaturas (ANOVA Simple, prueba de rangos múltiples, 
n=9; α= 0.05; obtenidos con el programa Statgraphics Centurion XV, versión 15.2.06), tratándose 
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 hi drocarburo, r epresentando menos d e l a t ercera parte (22.5%) de l o expuesto 
inicialmente (4000 ng). Cabe hacer notar que conforme menor es  la cantidad de hidrocarburo 
recuperada, mayor es la tasa de remoción. 
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Figura 3.4.1.1. Comparación de BaP presente a diferentes  horas  en el medio líquido (A) y presente en la 
biomasa (B) a temperaturas de 20 °C, 25 °C y 30 °C. 

En la tabla 3.4.1.1 se presentan las cantidades recuperadas a diferentes temperaturas con un 
tiempo de exposición de 0.75 horas, y se puede notar que a 20 °C se tiene un 37 % de remoción 
en los pr imeros 45 m inutos (0.75 hor as); c uando a umentamos l a t emperatura a 25  °C 
obtenemos una remoción del 47 % aumentando un 10 % la degradación del alga; al aumentar de 
20 °C a 25  °C. La d egradación se a umenta en un 1 2 %  c on l a t emperatura d e 30 ° C. E ste 
comportamiento en la remoción parece darse de manera lineal como se observará más adelante 
en la Gráfica 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 exposición de 0.75 horas. 

 Al efectuar la comparación de la remoción a diferentes temperaturas por separado en el medio 
líquido y  en  l a biomasa representados e n la figura 3 .4.1.1 par a el  B (a)P se o bserva q ue l a 
remoción va aumentando aproximadamente un 10 % conforme se aumentan 5 °C (tabla 3.4.1.1). 
Al aumentar la temperatura, aumentamos la remoción por Selenastrum capricornutum efecto que 
se v e i lustrado con es tos d atos, s abiendo que los hi drocarburos ar omáticos policíclicos 
presentan alta estabilidad en es te rango de  temperaturas (Coover &  S ims, 1987; Weininger &  
Stermitz, 1988). 
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3.4.2 Antraceno. 

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

 

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

En l a G ráfica 3 .4.2.1 podemos o bservar que  al i gual q ue en el B aP  se v e un a m arcada 
diferencia entre el antraceno presente en el  medio a las t res diferentes temperaturas (ANOVA 
Simple, pr ueba de r angos m últiples, n=9; α= 0.05; obtenidos con el programa Statgraphics 
Centurion X V, v ersión 15. 2.06), se r ecupera 2633 ng  de A ntraceno a 20  °C, 220 2 ng  de  
Antraceno a 25 °C y 1857 ng de Antraceno a 30 °C, esto se debe al aumento en el metabolismo 
del hi drocarburo, as í c omo al  a umento e n la bi odisponibilidad d el m ismo. Por otra p arte, la 
concentración del hidrocarburo presente en la biomasa también disminuye con el tiempo en las 
tres t emperaturas p ero m uy l entamente, por l o t anto s e podría s uponer q ue s e concentra la 
misma cantidad del  hidrocarburo en la célula y  lentamente se va desapareciendo; esto podría 
indicar que la acumulación 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 proporción del hidrocarburo retenido.  

A B 
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Gráfica 3.4.2.1. Antraceno total recuperado (Extracción en Fase Sólida y Dispersión de Matriz en Fase Sólida). 

 

Antraceno 
Temperatura ng recuperados 

totales 
% ANT 

recuperado 
% removido 

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 exposición de 0.75 horas. 

Para el Antraceno se vio un c laro aumento en la cantidad recuperada con la disminución 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 m edio, mientras q ue al  a umentar l a 
temperatura a 25  °C la c antidad q ue s e r emovió au menta en c asi un 1 0 % (44 %), s iendo 
superior esta remoción (aproximadamente del 20 %) al aumentar la temperatura a 30 °C (54 %). 
Dando evidencia, de que si bien, el hidrocarburo se está reteniendo en la célula, el calor parece 
ser un medio eficaz para acelerar la biorremoción (Mohn & Stewart, 2000). 

3.4.3 Pireno. 

El P ireno presenta u na t 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 más notoria está disminución en el hidrocarburo presente en el  medio líquido (Figura 
3.4.3.2); esto pu ede deberse a  l as pr opiedades d e l os hidrocarburos de unirse a l a materia 
orgánica, siendo en este caso la pared celular o las membranas de las microalgas, uniéndose a 
él, has ta llegar a un punto de saturación; 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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quedó retenido en l as células, efecto que no podemos observar, debido a l os t iempos con los 
que se trabajó. 

Figura 3.4.3.1. Comparación de P ireno presente en el  medio (A) y presente en l a biomasa (B), a 20 °C, 
25 °C y 30 °C. 

Del m ismo m odo q ue con e l B aP y  el  A ntraceno, s e v e una t endencia de r ecuperar menos 
hidrocarburo c onforme au menta l 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 exposición de 0.75 horas, mientras que 
al mismo t iempo a temperatura de 25 °C (similar a l a temperatura ambiente) se recupera 2658 
ng del hidrocarburo  y a 20 °C se recuperan 3296 ng de pireno (Gráfica 3.4.3.1). 

 

Gráfica 3.4.3.1. Pireno total recuperado (Extracción en Fase Sólida y Dispersión de Matriz en Fase Sólida). 
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Pireno 
Temperatura ng 

recuperados 
% PY 

recuperado 
% removido 

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 exposición de 0.75 horas. 

En el  P ireno s e v e una tendencia s imilar a l as ant es pr esentadas, por  l os ot ros c ompuestos 
como se puede observar en la tabla 3.4.3.1, notándose una disminución 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 degradación aumenta al 51 %.  

 

Figura 3. 4.3.2. C romatogramas de P ireno ex traído del  m edio l íquido  a 0. 75 hor as, en t emperaturas 
diferentes. Condiciones: Columna analítica Nucleosil C18, con tamaño de partícula de 10 μm, bucle de 
inyección de 20 μL; fase móvil MeOH 95 % 1mL/min, detección UV λ=239 nm. 

3.4.4 Benzo(a)antraceno. 

Como obs ervamos en l a F igura 3.4.4.1, si bi en en  l as tres temperaturas s e v e una 
disminución g radual de l a c antidad medida de hi drocarburo de 20 a 30 °C, en el m edio 
líquido, a una t emperatura de 30 °C, s e p uede no tar q ue aquí se da una baj a notoria de  
hidrocarburo recuperado en la biomasa a diferencia de lo que ocurrió con los demás HAPs 
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(Figura 3.4.4.1-B), esto es a causa de la naturaleza del compuesto, siendo este más apolar 
que l os c ompuestos previamente a nalizados ( pireno y  ant raceno) y  c ompartiendo más 
características con el BaP.   

Figura 3.4.4.1. Comparación de BaA presente en el medio (A) y presente en la biomasa (B), a 20 °C, 
25 °C y 30 °C. 

Sin embargo la proporción total de hidrocarburo recuperado; cómo podemos observar en l a 
Gráfica 3. 4.4.1, s igue pr esentando una t endencia muy s imilar a l a de l 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). 

 

Gráfica 3.4.4.1. BaA total recuperado (Extracción en Fase Sólida y Dispersión de Matriz en Fase 
Sólida). 
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Al hacer una comparación con el  comportamiento de los demás compuestos podemos ver, 
que el BaA, no solo presenta una tendencia similar a la de Antraceno, Pireno y BaP, es decir 
que al  aum entar l a t emperatura 5  °C v emos q ue l a deg radación 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 más del 
50 % d el hi drocarburo i nicial, es  d ecir en  45 minutos es tán degradando l a mitad del 
hidrocarburo.  

BaA 
Temperatura ng recuperados %  BaA 

recuperado 
% removido 

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 exposición de 0.75 horas. 

Del mismo modo al ver los datos de los cuatro hidrocarburos podemos ver en la Gráfica 3.4.1 
que aunque se reporta que el crecimiento de las microalgas no es óptimo a una temperatura 
de 20  °C, Selenastrum capricornutum, h a d emostrado t ener c apacidad d e degradar 
Antraceno, Pireno, BaP y  BaA, bajo es tas condiciones de temperatura, s iendo con Pireno, 
con quien se muestra una degradación más pobre (17 %), y del mismo modo, se ve que en 
30 °C s e m ejora e n apr oximadamente un 20 % l a deg radación, en c omparación c on l a 
temperatura de 20 °C. También se observa que a una t emperatura de 30  °C, Selenastrum 
capricornutum, t iene la c apacidad d e r emover más d el 50  % de an traceno, pi reno, 
Benzo(a)antraceno y Benzo(a)pireno, en los primeros 45 m inutos de exposición a cada uno 
de los compuestos. 

 

Gráfica 3.4.1. Remoción total a las 0.75 horas (Biomasa y medio) de los cuatro HAPs usados, a 20 °C, 
25 °C y 30 °C. 

0
10
20
30
40
50
60
70

20 25 30

%
 d

e 
re

m
oc

ió
n

Temperatura (°C)

Remoción de los compuestos

PY

ANT

BaA

BaP

51 
 



En anteriores t rabajos se ha dem ostrado que un r ango eficiente para la degradación 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 degradar a 20  °C, 2 5 °C y  3 0 °C. El 
aumento en la temperatura demuestra tener un e fecto positivo sobre la degradación de los 
hidrocarburos pues c omo s e v e en  l a Gráfica 3.4.1 h ay una  diferencia es tadísticamente 
significativa para los cuatro compuestos (ANOVA Simple, prueba de rangos múltiples, n=9; α= 
0.05; o btenidos c on el pr ograma S tatgraphics C enturion X V, v ersión 1 5.2.06), y  hay una  
disminución de las concentraciones de  estos compuestos al i r aumentando la t emperatura, 
este efecto se debe a una serie de factores, entre ellos la solubilidad de los hidrocarburos la 
cual se ve aumentada a temperaturas más altas; al aumentar la solubilidad, se incrementa la 
biodisponibilidad d e l os hi drocarburos ,  po r q ue l os HAPs di sueltos s on m ás fácilmente 
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 fácilmente bajo condiciones naturales (Eriksson, 2001), 
al au mentar l a t emperatura, es tamos facilitando l a actividad metabólica d e Selenastrum 
capricornutum, la velocidad de difusión y la transferencia de masa (Eriksson, 2001; Simarro 
et. al, 2012). 

Otro factor importante en la biodegradación de los HAPs son las enzimas implicadas en este 
proceso, s i bien las enzimas son propias de cada microorganismo, se sabe que a lgunas de 
las enzimas implicadas en la degradación de los HAPs son la oxigenasa, la deshidrogenasa y 
la enzimas l ignolíticas (Haritash, 200 9), y  estas enz imas s on ac tivas a di ferentes 
temperaturas, la mayoría de l as mismas tienen un óptimo 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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Gráfica 3.4.2. Porcentaje de remoción de Antraceno, Pireno, BaA y BaP, en función de la temperatura 
(20 °C, 25 °C y 30 °C). 

En l a g ráfica 3 .4.2 s e pued e obs ervar l a t endencia perfectamente lineal del  p orcentaje de  
remoción en  función de l a t emperatura para t odos l os H APs estudiados en el  i ntervalo d e 
temperaturas en el  q ue se trabajó de 2 0- 30 ° C; volviéndose i nteresante c onocer el  
comportamiento de esta remoción a temperaturas por encima de los rangos trabajados y por 
debajo de los mismos. 

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

Se pudo demostrar reproducibilidad y linealidad en los dos métodos de extracción acoplados 
a la cromatografía de líquidos y detección UV utilizados en es te trabajo: Extracción en F ase 
Sólida, para l os c ompuestos en  el  medio y D ispersión d e M atriz en  Fase S ólida, par a l os 
compuestos retenidos en la biomasa. 

La cromatografía de líquidos de alta resolución, fue eficiente para la detección y cuantificación 
de Antraceno, Pireno, Benzo(a)antraceno y Benzo(a)pireno, mostrando límites de det ección, 
cuantificación y linealidad del sistema aceptables. 

Con l a ayuda de l as metodologías ant eriores, fue posible dar un seguimiento detallado del  
comportamiento de Selenastrum capricornutum, en pr esencia d e l os hi drocarburos, b ajo 
exposición a luz blanca y bajo diferentes temperaturas. 

No se observó diferencia estadísticamente s ignificativa en el porcentaje removido al u tilizar 
una l uz nat ural y la  l uz a marilla, posiblemente par a q ue s e obs ervara el efecto f ototóxico 
debió exponerse a l as algas a t iempos mayores y sin las 8 horas de obscuridad del ciclo de 
exposición. 

A l as 24 hor as de ex posición c on l uz nat ural s e deg radó el 93  % de B enzo(a)pireno, sin 
mostrarse el e fecto fototóxico y  al  m ismo tiempo p ermitiendo l a r emoción del hi drocarburo 
casi por completo. 

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

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

Se de mostró l a c apacidad de l a microalga, Selenastrum capricornutum para r emover los 
cuatro hidrocarburos a temperaturas superiores a l a temperatura ambiente estándar (25 °C), 
mejorando la r emoción en un 10  %, re moviendo más de  l a mitad del  hidrocarburo e n l os 
primeros 45 minutos de exposición (51-59 % degradado). 
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ANEXO I 

Espectros de absorción UV de los cuatro hidrocarburos aromáticos policíclicos 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. 

Disolución inyectada 1.5 μg/mL. Fase móvil isocrática: MeOH 95%, flujo: 1mL/ min. 
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Pireno.  

Disolución inyectada 1.5 μg/mL. Fase móvil isocrática: MeOH 95%, flujo: 1mL/ min. 
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Benzo[a]antraceno. 

Disolución inyectada 1.5 μg/mL. Fase móvil isocrática: MeOH 95%, flujo: 1mL/ min. 
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Benzo[a]pireno. 

Disolución inyectada 1.5 μg/mL. Fase móvil isocrática: MeOH 95%, flujo: 1mL/ min. 
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