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Introduccién

INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) son un grupo de compuestos organicos con
dos o0 mas anillos de benceno fusionados. Ellos se forman durante la descomposicién térmica
de moléculas organicas y su posterior recombinacién (Haritash y Kaushik, 2009). Los HAPs
se encuentran ampliamente distribuidos en todo el entorno natural y se encuentran en suelo,
sedimentos, agua, aire, plantas y animales, como resultado de procesos naturales y
antropogénicos (Rubio-Clemente et al., 2014). La Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos (USEPA por sus siglas en inglés) ha incluido 16 HAPs en su lista de
contaminantes prioritarios entre los cuales se encuentra el benzo(a)pireno (Skupinska et al.,
2004; Rubio-Clemente et al., 2014).

El benzo(a)pireno (BaP) es uno de los HAPs carcinbgenos mas potentes, y como tal, es el
compuesto mas estudiado de este grupo. Multiples estudios en animales de diversas especies
han demostrado la carcinogenicidad de BaP después de su administracién por diferentes

vias, por lo que su presencia en el ambiente es de gran preocupacion (Juhasz y Naidu, 2000).

Cuando los HAPs se encuentran en el medio ambiente pueden pasar por alguno de estos
procesos: volatilizacion, foto-oxidacion, oxidacion quimica, adsorcion sobre las particulas del
suelo y la degradacion microbiana, siendo esta ultima la principal forma en que los HAPs son
removidos del medio ambiente (Haritash y Kaushik, 2009). Los microorganismos
generalmente remueven contaminantes mediante la adsorcion de éstos a la superficie celular
o degradandolos con ayuda de enzimas (Chan et al.,, 2006). La degradaciéon de BaP por
microorganismos puede enfrentar algunas complicaciones tales como estar poco disponible
para los microorganismos debido a su baja solubilidad en agua, o que puede ser tdxico para
algunos microorganismos. Pocos estudios han informado de la degradacion de
benzo(a)pireno por microalgas; de éstos, Lindquist y Warshawsky, 1985 y Warshawsky, 1988,
demostraron la oxidacion de benzo(a)pireno por las microalgas Selenastrum capricornutum,
Scenedesmus acutus y Ankistrodes musbraunii. Ke et al., 2010, utilizaron Selenastrum
capricornutum para remover BaP del agua en presencia de metales pesados.

También, diferentes microorganismos inmovilizados han sido utilizados en la remocién de

contaminantes organicos (Aksu, 2005) y metales pesados (Al Rub et al., 2004; Da Costa y
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Introduccién

Leite, 1991). Existen diversas técnicas de inmovilizacion que permiten mantener al
microorganismo vivo; para la inmovilizacion de microalgas lo primero que se debe tomar en
cuenta es su necesidad de luz. La inmovilizacién en polimeros es la técnica mas utilizada para
inmovilizar microalgas y el alginato de sodio es el polimero mas ampliamente utilizado para
este fin, el cual puede formar estructuras esféricas al ser goteado en cloruro de calcio
(Moreno-Garrido, 2008).

La idea de atrapar microalgas en geles esféricos es para facilitar su extraccion después del
tratamiento de aguas residuales, ya que en el tratamiento de aguas contaminadas, la mayoria
de los estudios se han realizado con microalgas en suspensiéon y se han encontrado
dificultades de recoleccion o eliminacion de la gran poblacion de microalgas desarrollada en el
agua después del tratamiento; esto implica un alto costo y tiempo de filtracidén y centrifugacion,
que no son técnicas aplicables cuando se tienen grandes volumenes. (De Bashan y Bashan,
2010).

Como ya se menciond, se sabe que la microalga Selenastrum capricornutum es capaz de
remover BaP del medio. Sin embargo, no se tiene informacidén acerca de su capacidad para
remover HAPs del medio cuando se encuentra inmovilizada. Por lo tanto, en este trabajo se
evalud la remocion de BaP del medio de cultivo por la microalga Selenastrum capricornutum
inmovilizada en alginato de calcio a diferentes tiempos de exposicién, estableciendo una
comparacion con la remocion de este HAP que lleva a cabo esta alga en el medio libre con
datos reportados por Beltran, 2014, en condiciones de luz, temperatura y agitacion
controladas. Para efectuar la determinacién del BaP en ensayos de exposicion, la extraccion
de BaP de los componentes del cultivo, el medio liquido y biomasa, se llevo a cabo por la
técnica de Extraccion en Fase Sélida (EFS) y Dispersiéon de Matriz en Fase Solida (DMFS)
respectivamente. El analisis de los extractos se llevé a cabo por cromatografia de liquidos de

alta resolucién acoplado a un detector UV.

Los trabajos realizados previamente en el grupo de investigacion (Velasco 2011 y Diaz, 2013),
en los cuales se analiz6 el BaP en medio de cultivo y de biomasa para observar su remocion
por la microalga Selenastrum capricornutum en su forma libre, sirvieron de base para el
desarrollo de los métodos de extraccion y analisis del BaP de las muestras provenientes de

las microalgas inmovilizadas en este estudio.
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Objetivos

OBJETIVOS

General

Evaluar la capacidad de la microalga Selenastrum capricornutum inmovilizada en
alginato para remover Benzo(a)pireno de medio acuoso, utilizando metodologias de
extraccion basadas en el uso de adsorbentes y analisis por Cromatografia de Liquidos

de Alta Resolucion

Particulares

Establecer condiciones de inmovilizacién de la microalga S. capricornutum, adecuadas
para asegurar la viabilidad celular: concentracion de cloruro de calcio y de alginato de
sodio.

Desarrollar y validar metodologias basadas en la EFS y DMFS para la extraccion del
BaP remanente en los componentes de los cultivos con algas inmovilizadas (medio
liquido y la biomasa) y cromatografia de liquidos de alta resolucién acoplada a un
detector UV.

Realizar ensayos de exposicion de S. capricornutum inmovilizada en cuentas de
alginato de calcio frente a BaP bajo condiciones de luz, temperatura y agitacién
controladas.

Comparar la capacidad de remocién de la microalga en su forma libre e inmovilizada

12
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CAPITULO 1.

ANTECEDENTES

1.1. Caracteristicas generales de los hidrocarburos arométicos policiclicos (HAPS).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos, también conocidos como hidrocarburos aromaticos
polinucleares, o mas simplemente como poliaromaticos, son un grupo de mas de cien
compuestos organicos conocidos por su toxicidad y persistencia medioambiental (Rubio-
Clemente et al., 2014).

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) contienen dos o mas anillos de benceno
fusionados. Ellos se forman durante la descomposicion térmica de moléculas organicas y su
posterior recombinacién (Haritash y Kaushuik, 2009). Los HAPs se pueden dividir en dos
categorias: compuestos de bajo peso molecular que consisten en menos de cuatro anillos y
compuestos de alto peso molecular de cuatro o mas anillos. Los HAPs puros son
generalmente, sélidos cristalinos de color a temperatura ambiente. Las propiedades fisicas de
los HAPs varian de acuerdo con su peso molecular y estructura. Por ejemplo la presion de
vapor disminuye al aumentar el peso molecular. Los HAPs son altamente lipofilicos y por lo
tanto solubles en disolventes organicos, ademas la solubilidad acuosa disminuye al aumentar
el numero de anillos. Los HAPs poseen un espectro caracteristico de absorbancia UV, cada
isomero exhibe un espectro unico de absorbancia, esto es especialmente util en su
identificacion. (Kim et al., 2013).

Los HAPs son contaminantes organicos persistentes debido a su estabilidad quimica y
resistencia a la biodegradacion. Por estas razones, estan estrictamente regulados por ley en
la mayoria de los paises industrializados. Sin embargo, muchos de ellos no estan regulados

en los paises en desarrollo (Rubio-Clemente et al., 2014).

La lista de prioridad de HAPs varia segun el pais aunque dieciséis de los HAPs han sido
incluidos en la lista de contaminantes prioritarios por la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos (USEPA por sus siglas en inglés), debido a sus posibles efectos

carcinogeénicos, mutageénicos y teratogénicos en los organismos, incluidos los seres humanos.

13



Antecedentes

Estos 16 HAPs son los siguientes: antraceno, naftaleno, benzo(a) antraceno, benzo(a) pireno,
criseno, benzo(b) fluoranteno, benzo(k)fluoranteno, dibenzo (a,h) antraceno, fluoranteno,
pireno, fluoreno, fenantreno, indeno(123-c,d)pireno, benzo(g,h,i)pirileno, acenaftileno,
acenafteno (Skupinska et al., 2004; Rubio Clemente et al., 2014). En esta lista se incluye al
BaP que es el compuesto estudiado en este trabajo, sus caracteristicas se mencionan en la

siguiente seccion.

La figura 1.1 muestra las estructuras de algunos HAPs incluidos en la lista de contaminantes

prioritarios por la USEPA.

o0 OO0 SO

Naftaleno Antraceno Fenantreno

O 5 OO
o OO

®)
ri)'f ""\<
\ /
Q

Fluoranteno Benzo(a)antraceno Pireno
/f--:..\«
P ..'\.../'IJ
//‘}w‘[// ST ST
JI‘\ /]“‘\ / L\_ !
- ‘\ 595 Nutogait e e
_.-/I
S
Benzo(a)pireno Benzo(b)fluoranteno Dibenzo(a,h)antraceno

Figura 1.1 Estructura de los HAPs.
1.1.1. Caracteristicas de benzo(a)pireno

El benzo(a) pireno (BaP) es un HAP de cinco anillos fusionados y dispuestos en una forma
agrupada. El BaP tiene una baja solubilidad acuosa (0.0038 mg ") y presién de vapor (5x107
torr), y un alto coeficiente de reparto octanol:agua P (log P=6.04), lo que sugiere su

preferencia por fases no acuosas (Juhasz y Naidu, 2000).
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El BaP es uno de los HAPs carcinbgenos mas potentes, y como tal, es el compuesto mas
estudiado de esta clase de compuestos. Mdultiples estudios en animales de variadas especies
han demostrado la carcinogenicidad de BaP después de su administracién por diferentes vias
(IARC, 2012). Ademas, se ha demostrado que BaP causa efectos genotoxicos en una amplia
gama de ensayos con células procariotas y de mamiferos (Mersch-Sundermann et al., 1992),
por lo tanto su presencia en el medio ambiente es de gran preocupacién. El nivel de BaP en el
medio ambiente es la base para el desarrollo de la normativa de evaluacion y de limpieza

ambiental en todo el mundo.

1.2. Toxicidad

En los ultimos anos, la presencia y concentracion de HAPs en el medio ambiente se ha
reportado en varias partes del mundo. La principal conclusién de estos informes es que la
acumulaciéon y persistencia de los HAPs en el medio ambiente pueden producir efectos

nocivos, en los ecosistemas acuaticos y terrestres (Rubio-Clemente et al., 2014).

Debido a que los HAPs son altamente liposolubles, se absorben facilmente en el tracto
gastrointestinal de mamiferos; se distribuyen rapidamente en una amplia variedad de tejidos

con una marcada tendencia a la localizacién en la grasa corporal (Sudip et al., 2002).

No todos los HAPs presentan la misma toxicidad, numerosos estudios han indicado que
compuestos de uno dos y tres anillos presentan toxicidad aguda, mientras que los HAPs de

mayor peso molecular se consideran genotoéxicos (Juhasz y Naidu, 2000).

El naftaleno, es un microcontaminante comun en el agua potable este HAP se une
covalentemente a moléculas en los tejidos del higado, riidn y pulmon, aumentando asi su
toxicidad. El fenantreno es conocido por ser un fotosensibilizador de la piel humana, un
alergeno suave y mutagénico a los sistemas bacterianos bajo condiciones especificas. Hay
poca informacion disponible para otros HAPs como acenafteno, fluoranteno y fluoreno con
respecto a su toxicidad en los mamiferos. Sin embargo, la toxicidad de benzo(a)pireno, benzo
(a)antraceno, benzo (b)fluoranteno, benzo (k) fluoranteno, dibenzo (a, h) antraceno y el indeno
(1,2,3-c, d) pireno han sido estudiadas y hay evidencia experimental suficiente para demostrar

que son cancerigenos (Sudip et al., 2002).
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El benzo(a)pireno es un carcindgeno que induce tumores en muchas especies animales.
Algunos de los ejemplos relevantes son: tumores de pulmén, higado y piel en ratones y ratas,
tumores en las glandulas mamarias en las ratas. En los seres humanos, la exposicion
ocupacional a benzo(a)pireno se ha asociado con cancer en pulmon, vejiga, piel, eséfago,

sistema linfatico, labio, cavidad oral y faringe (IARC 2012).

La exposicion humana a los HAPs se produce por inhalacion, ingestion y absorcion topica, y
posteriormente los metabolitos formados pueden convertirse en productos hidrofilos vy
excretarse, o pueden ser bioactivados y unirse a macromoléculas celulares (Pratt et al.,
2011).

Los HAPs presentes en el ambiente no son activos y son capaces de causar carcinogénesis
solamente después de ser metabolizados y transformarse en compuestos carcinogénicos. El
mecanismo de esta activacién es conocido y se ha encontrado que es similar para todos los
HAPs. La primera fase de la transformacion metabdlica implica reacciones de oxidacion
catalizadas por enzimas de la familia del citocromo P450 y la hidroxilacion catalizada por la
enzima epoxido hidrolasa. En la segunda fase ocurre una reaccion de conjugacién con el
glutation cuyo unico objetivo es facilitar la excrecion (Skupinska et al., 2009). Mientras que en
los mamiferos la oxidacion de HAPs se asocia a la actividad de las enzimas mono-oxigenasas
de la familia del citocromo P450, en los microorganismos como bacterias y algas se relaciona

con la actividad de dioxigenasas (Cerniglia, 1993; Juhaz y Naidu, 2000).

Los metabolitos reactivos (por ejemplo, epdxidos y dihidrodioles) de HAPs representan un
riesgo para la salud debido a su potencial para unirse a las proteinas celulares y el ADN
produciendo efectos téxicos (Kim et al., 2013). La formacién de aductos de ADN-HAP, es
considerado un paso necesario en la carcinogénesis, ha sido ampliamente estudiado en

modelos experimentales y se ha documentado en los tejidos humanos (Pratt et al., 2011).

1.3. Fuentes de HAPs

Los HAPs se forman durante la descomposicion térmica de moléculas organicas y su posterior
recombinacion. La combustion incompleta a alta temperatura (500 a 800 -C) o calentamiento
de material organico a baja temperatura (100 a 300 -C) durante periodos largos dan como
resultado la produccion de HAPs (Haritash y Kaushik, 2009).
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Los HAPs se encuentran ampliamente distribuidos en todo el entorno natural y se encuentran
en suelo, sedimentos, agua, aire, plantas y animales, como resultado de procesos naturales y
antropogénicos. En la naturaleza se generan por los incendios forestales y las erupciones
volcanicas. Sin embargo, los HAPs son mas comunmente generados por las actividades
antropogénicas, principalmente como resultado de los procesos de combustidn,
especialmente la combustion incompleta de materiales organicos en la industria y en otro tipo
de actividades humanas por ejemplo, la descarga industrial, el transporte, la cocina, el
consumo de tabaco, la combustion de carbdn, gasolina, gas y madera y la incineracién de

residuos (Rubio-Clemente et al., 2014).

La liberacion de los HAPs en el medio ambiente es muy extendida ya que estos compuestos
son productos ubicuos de la combustion incompleta. Se han detectado HAPs en una amplia
variedad de muestras ambientales, incluyendo el aire, suelo, sedimentos, agua, aceites,
alquitranes y productos alimenticios. Los HAPs son una clase de agentes contaminantes
toxicos que se han acumulado en el medio ambiente debido a una variedad de actividades

antropogénicas (Juhasz y Naidu, 2000).

Las principales fuentes antropogénicas de HAPs son plantas industriales y calefaccion (51%);
la incineracion de materia organica y combustion al aire libre aportan 28% de las emisiones a
la atmosfera, las industrias (aluminio, fundidoras de acero e ingenieria de gas) 20% vy el

transporte terrestre 0.9% de las emisiones (Skupinska et al., 2004).

El comportamiento de los HAP en la atmdsfera depende de sus propiedades fisico-quimicas,
interacciones con otros contaminantes, transformaciones fotoquimicas y el transporte
mediante el viento y lluvia hasta llegar al suelo y agua (deposicion seca y humeda). Existen
HAPs en el aire en fase de vapor o se adsorben en las particulas en el aire dependiendo de
las condiciones atmosféricas (temperatura ambiente, humedad relativa, etc.), y las
propiedades de los HAPs. En general, los HAPs de bajo peso (es decir, con dos y tres anillos)
son mas volatiles (con bajas temperaturas de condensacion) y existen principalmente en la
fase gaseosa. Aunque los HAPs mas ligeros se consideran ser menos toxicos, son capaces
de reaccionar con otros contaminantes (tales como el ozono, 6xidos de nitrégeno y didxido de
azufre) para formar dionas, nitro- y dinitro-HAP, de los cuales la toxicidad puede ser mas

significativa. Los HAPs con cuatro o mas anillos muestran vaporizacion insignificante en todas
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las condiciones ambientales. La mayoria de los HAPs de alto peso molecular, por tanto, se
encuentran principalmente en la fase de particulas en la atmésfera debido a su baja presion
de vapor (Kim et al., 2013). Su destino en el entorno incluye volatilizacion, foto-oxidacion, la
oxidacion quimica, adsorcion sobre las particulas del suelo y la degradacion microbiana
(Haritash y Kaushik, 2009).

La concentracién de BaP en muestras ambientales se utiliza como un indicador de los niveles
de contaminacion por HAPs (Kazerouni et al., 2001), por lo tanto la presencia de BaP ha sido
determinada en muestras ambientales y bioldgicas tales como aire (Greenberg y Darack,
1985), agua de lluvia y de rios (Pena, 2009; Brum, 2008), en muestras de comida como carne,
pollo y vegetales (Lijinsky, 1991; Kazerouni et al., 2001) y en organismos marinos como

pescados, moluscos, algas, etc. (Juhasz y Naidu, 2000).

1.4. Remocion de HAPs

La remocion de HAPs del ambiente se puede realizar a través de procesos fisicos, bioldgicos
y quimicos. En el caso de la eliminacién de HAPs de sistemas acuosos, procesos fisicos, tales
como volatilizacién y adsorcion, tienen un papel importante, reduciendo en gran medida la
cantidad de HAPs en el agua. Sin embargo, los procesos fisicos no resuelven el problema de
la contaminacion de HAPs debido a su incapacidad para degradar estos contaminantes
(Rubio-Clemente et al., 2014).

La persistencia de los HAPs en el medio ambiente depende de las caracteristicas fisicas y
quimicas de los HAPs. Los HAPs se degradan por foto-oxidacion y oxidacién quimica, pero la
transformacion biolégica es probablemente la ruta predominante de la pérdida de HAPs. La
recalcitrancia de los HAPs a la degradacion microbiana aumenta directamente con el peso
molecular y el coeficiente de reparto octanol:agua (log Kow). El BaP por ejemplo es uno de los
mas recalcitrantes al ser de alto peso molecular. En el ambiente una serie de factores fisicos,
quimicos, biolégicos 0 ambientales pueden influir en la velocidad y el grado de biodegradacion
de BaP, ya que es el principal modo de remocion natural. Sin embargo, la biodegradaciéon de
BaP puede no ocurrir debido a la falta de nutrientes esenciales (tales como nitrégeno, fésforo,
potasio) o sustratos de crecimiento, las temperaturas 6ptimas, la disponibilidad de oxigeno o

el pH. También el BaP puede no ser accesible a los organismos debido a su baja solubilidad
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en agua o puede estar en una concentracidén en la que es toxico para las bacterias, hongos o
algas (Juhaszy Naidu, 2000).

El término "biorremediacion”, describe el proceso de degradacion de contaminantes en el
medio ambiente por métodos bioldgicos utilizando el potencial metabdlico de los
microorganismos para degradar una amplia variedad de compuestos organicos (Pena et al.,
2010). El uso de biorremediacion para degradar sustancias quimicas peligrosas es una
alternativa practica a las tecnologias de tratamiento tradicionales de remediacion. La eficacia
de la biorremediacion en la desintoxicacion de productos quimicos organicos potencialmente
peligrosos que contaminan el suelo esta directamente relacionada con la estructura quimica

de los contaminantes (Cerniglia, 1993).

La degradacion de un contaminante y su velocidad dependen de las condiciones del medio
ambiente, el numero y tipo de los microorganismos, la naturaleza y estructura quimica del
compuesto que se esta degradando. El alcance y la velocidad de biodegradacion dependen
de muchos factores, incluyendo pH, temperatura, oxigeno, la poblacién microbiana, el grado
de aclimatacion, la accesibilidad de los nutrientes, la estructura quimica del compuesto. Los
microorganismos capaces de degradar HAPs son algas, bacterias y hongos. Se trata de la
descomposicion de compuestos organicos mediante biotransformacion en metabolitos menos
complejos. Se han observado numerosos géneros de microorganismos para oxidar HAPs. Si
bien existe una gran diversidad de organismos capaces de degradar los HAPs de bajo peso
molecular, tales como naftaleno, acenafteno y fenantreno, se han observado relativamente
pocos géneros para degradar los HAPs de alto peso molecular, tales como el BaP (Harirash y
Kaushik, 2009).

Las bacterias participan activamente en la degradaciéon de contaminantes organicos. Un
numero de especies bacterianas son conocidas por degradar HAPs (Harirash y Kaushik,
2009). Por ejemplo Alcaligenes denitrificans, y bacterias del género Pseudomonas como
Pseudomonas putida, P. fluorescens, P. paucimobilis son capaces de degradar naftaleno
(Sudip etal., 2002). Lei et al., 2007 evalud la capacidad de las microalgas Chlorella vulgaris,
Scenedesmus platydiscus, Scenedesmus quadricauda y Selenastrum capricornutum, para
degradar fluoranteno y pireno, encontrando que C. vulgaris fue la menos eficiente para

remover estos compuestos y S. capricornutum fue la que presentd mayor capacidad para
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remover estos HAPs. Olmos et al., 2012 detectd la presencia de los metabolitos de BaP en

medio de cultivo y en la biomasa después de que S. capricornutum fue expuesta a BaP.

En cuanto al uso de microorganismos inmovilizados, estos han sido utilizados en la remocién
de contaminantes organicos como colorantes, pesticidas (Aksu, 2005) y metales pesados (Al
Rub et al.,, 2004; Da Costa y Leite, 1991). El aumento en la biomasa, la resistencia a
condiciones ambientales, el aumento en la actividad metabdlica y la posibilidad de reusar la
biomasa son algunas de las ventajas que proporcionan los sistemas de tratamiento con
microorganismos inmovilizados (Aksu, 2005; Cohen, 2001). En el tratamiento de aguas
contaminadas con microalgas la mayoria de estudios se han realizado con microalgas en
suspension, las dificultades de recoleccién o la eliminacion de la gran poblacién de microalgas
desarrollada en el agua después del tratamiento, representa un gran obstaculo en el
tratamiento de agua contaminada. Esto implica un alto costo y tiempo de filtracion vy
centrifugacion, que no son técnicas aplicables cuando se tienen grandes volumenes. La forma
mas comun de inmovilizar microalgas es atrapandolas en esferas o cuentas de alginato. La
idea de atrapar microalgas en geles esféricos es para facilitar su extraccion después del
tratamiento de aguas residuales (De Bashan y Bashan, 2010). Acerca de la inmovilizacion de

microorganismos se proporcionan mas detalles en la siguiente seccion.

1.5. Inmovilizacién de microorganismos

Muchas especies microbianas han sido inmovilizadas en diversas matrices para diferentes
aplicaciones. Algunas especies de hongos se han inmovilizado para el control biologico y la
biodegradacién. Las microalgas han sido inmovilizadas para la eliminacion de metales toxicos
de aguas residuales (Fry, 1992). Se han reportado trabajos sobre la absorcion de metales y

compuestos toxicos por bacterias inmovilizadas (Cassidy et al., 1996).

La inmovilizacién de células se defini6 como "el confinamiento fisico o localizacion de las
células intactas en una region especifica con la preservacion de alguna actividad catalitica
deseada". La inmovilizacion a menudo imita lo que se produce naturalmente cuando las
células crecen en superficies o en las estructuras naturales. Muchos microorganismos poseen

la capacidad de adherirse a superficies en la naturaleza (Kourkoutas et al., 2004).
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Una célula inmovilizada se define como una célula viva que, por medios naturales o
artificiales, esta impedida para moverse independientemente de su ubicacion original a todas

las partes de una fase acuosa de un sistema (De Bashan y Bashan, 2010).

1.5.1. Inmovilizacion de microalgas
La mayoria de las técnicas de inmovilizacion disefiadas para los microorganismos en general
se pueden aplicar a las microalgas, con la limitacion de la transmisién de la luz. Las técnicas
de inmovilizacion de microalgas pueden ser divididas en técnicas pasivas y activas (Moreno-
Garrido et al., 2008).

Los requisitos que debe cumplir la superficie de inmovilizacion son los siguientes (Mallick,
2002):

e La superficie no debe ser toxica

e Debe permitir el paso de luz

e Debe ser estable al tener contacto con el medio de crecimiento
e Buena retencion de la biomasa

e Debe ser resistente a la interrupcion por el crecimiento celular

1.5.2. Inmovilizacién pasiva

Muchos microorganismos (incluidos algunos grupos de microalgas) tienen una tendencia
natural a adherirse a las superficies y crecer en ellas. Los materiales adsorbentes (portadores)
para la inmovilizacion pasiva pueden ser naturales o sintéticos. Los portadores naturales,
implican el uso de esponjas de loofa, la cual se obtiene a partir de frutos secos después de
quitar el tejido del pericarpio. Este portador no es toxico y reactivo, es barato, mecanicamente
fuerte y estable en cultivos a largo plazo. Un problema en las investigaciones que involucran
la loofa como portador de biomasa es la repetibilidad. La estructura del esqueleto de frutas
varia de una planta a otra en funcion de las condiciones de cultivo: cada esponja loofa tiene
diferente estructura. Otras superficies naturales como vidrio, madera y plastico también han

sido utilizadas para inmovilizar microalgas (Moreno-Garrido et al., 2008).

Los materiales sintéticos son ampliamente utilizados en la inmovilizacién pasiva. Urrutia et al.,

1995 inmoviliz6 Scenedesmus oblicus en polivinilo y poliuretano para remover nitrato del
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agua. Yamaguchi et al., 1999 utilizé espuma de poliuretano para inmovilizar a Prototheca

Zopfii.

La inmovilizacion de la célula sobre un soporte solido se lleva a cabo por adsorcion fisica
debida a fuerzas electrostaticas o mediante la unién covalente entre la membrana celular y el
portador. El espesor de la pelicula formada es generalmente de 1 mm o mas. Los sistemas
que utilizan células inmovilizadas sobre una superficie son populares debido a la relativa

facilidad de llevar a cabo este tipo de inmovilizacion (Kourkoutas et al., 2004).

1.5.3. Inmovilizacion activa

1.5.3.1. Agentes floculantes

Una de las limitaciones practicas mas importantes en los sistemas de tratamiento con algas es
la recoleccion o la separacién de la biomasa del agua tratada. Una eliminacién eficiente de la
biomasa es esencial para el reciclaje de las aguas residuales (Mallick, 2002). Los agentes
floculantes se utilizan principalmente con el fin de evitar técnicas laboriosas y costosas como
la centrifugacién, cuando se necesita separar la biomasa del medio liquido (Moreno-Garrido et
al., 2008).

La floculacién celular se ha definido por muchos autores como una agregacion de células para
formar una unidad mas grande o la propiedad de las células en suspensiones de adherirse en

grupos y sedimentos rapidamente (Kourkoutas et al., 2004).

Entre los floculantes utilizados comunmente, el quitosano ha sido el mas empleado. Este
polisacarido presenta grupos aminos cargados positivamente, esto proporciona propiedades
muy interesantes para la adsorcion de particulas cargadas negativamente. El inconveniente
de la inmovilizacion con quitosano es su baja estabilidad (Moreno-Garrido et al., 2008). Buelna
et al., 1990 realiz6 la evaluaciéon de agentes floculantes para recolectar a la microalga
Chlorella sp. utilizando polimeros sintéticos de poliacrilamida y el quitosano un polimero
natural, encontrando que los polimeros sintéticos pueden ser toxicos, ademas indica que en
un proceso de floculacion se deben tomar en cuenta varios parametros como el pH,

concentracion inicial de la biomasa, temperatura y naturaleza y concentracion del floculante.
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1.5.3.2. Unién quimica
La unién quimica presenta algunas desventajas, debido a que la interaccion quimica (debido
principalmente a la unidon covalente y reticulacion, que implica el uso de glutaraldehido y
resinas fotorreticulables) con los microorganismos puede causar dafios en la superficie celular
y reducir drasticamente la viabilidad de las células. Sin embargo, en algunos experimentos
que no requieren metabolismo activo de las células, y en los que se utilizan organismos no
vivos, se utiliza la técnica de inmovilizacion por unidén quimica. Seki y Suzuki, 2002,
inmovilizaron a la microalga Heterosigma akashiwo inactiva, para remover Cd y Pb de medios
acuosos. Para retirar a las microalgas del medio las flocularon con caseina y estos floculos

posteriormente fueron incorporados a la matriz de glutaraldehido.

1.5.3.3. Inmovilizacion en polimeros

La mayoria de las técnicas de inmovilizacién disefiadas para microorganismos se pueden
modificar facilmente y usarse para inmovilizar algas aunque, debe tomarse en cuenta que son
microorganismos fotosintéticos que requieren luz. El método mas utilizado es la inmovilizacién
en polimeros también conocido como el atrapamiento y encapsulacion (De Bashan y Bashan,
2010). Este método es la técnica mas ampliamente utilizada para la inmovilizaciéon de algas.
La inmovilizacion en polimeros es un método que consiste en atrapar microorganismos dentro
de una matriz de tres dimensiones. Los poros en la matriz son mas pequefios que las células
microbianas, manteniéndolas atrapadas dentro del material, los poros permiten la penetracion
de los sustratos a través de la matriz de polimero hacia los microorganismos atrapados
(Cohen, 2001). Las resinas de epdxido, polivinil y poliuretano son algunos de los polimeros
sintéticos que han sido utilizados para inmovilizar microalgas, encontrandose alta toxicidad
para las células debido a los restos de pre polimeros. La inmovilizacion en matrices de
polisacaridos naturales es la técnica mas utilizada para la inmovilizacion de microorganismos
en general (y microalgas en particular). Entre ellos, la carragenina y el alginato son los mas
empleados (Moreno-Garrido et a., 2008).

Una comparacion entre algunos polimeros naturales y sintéticos utilizados para el
atrapamiento de microorganismos, con el objetivo de seleccionar un material de soporte que
tuviera las caracteristicas deseadas para su aplicacion en las aguas residuales domeésticas,
ha sido hecha por Leenen et al., 1996, tabla 1.1. (Cohen, 2001).
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Tabla 1.1. Comparacion entre polimeros naturales (carrageno y alginato) y polimeros

sintéticos polivinil alcohol (PVA), polietilen glicol (PEG) y policarbomil sulfato (PCS) usados en

la inmovilizacion microbiana, aplicado en el tratamiento de aguas residuales domeésticas.

Caracteristicas Polimeros naturales Polimeros sintéticos
Carragenina | Ca-alginato PVA PCS PEG
Solubilidad Alto Alto Bajo/nulo Bajo/nulo Bajo/nulo
Biodegradabilidad Posible Posible Bajo Bajo Bajo
Estabilidad Bajo Bajo Alto Alto Medio
Difusividad Muy bueno | Muy bueno Bueno Moderado No
determinado
Crecimiento Bueno Bueno Moderado Moderado Bueno
Proceso de Simple Simple Laborioso Laborioso Laborioso
inmovilizacion.

Los polimeros naturales, tales como alginato y carragenina, se aislan principalmente de algas
microscopicas. El gel se produce generalmente por enfriamiento y / o el contacto con una
solucion que contiene diferentes iones (Cohen, 2001). La carragenina es un término colectivo
para los polisacaridos obtenidos de algas Rhodophyceae (algas rojas), sobre todo de las
familias de Gigartinacieae y Solieriaceae. Se precipita en forma de gel en la presencia de
iones metalicos. La estabilidad de perlas k-carragenina es menor que las de alginato de calcio
bajo las mismas condiciones experimentales. El alginato es producido por algas marrones,
principalmente Macrocystis pyrifera aunque también por Laminaria digitata, L. hyperborea y
Eklonia cava (Cassidy et al., 1996). El gel de polisacarido mas ampliamente utilizado para
atrapar las células vivas es el alginato. Una ventaja importante de atrapamiento en gel de
alginato es que las células inmovilizadas no sufren cambios en condiciones fisico-quimicas
extremas durante el proceso de inmovilizacion. La permeabilidad, nula toxicidad y la
transparencia de matriz formada implican un ambiente muy apacible para células
inmovilizadas (Smidsrad y Skjak, 1990; Moreno-Garrido et al., 2008).

1.6. Inmovilizacién en alginato de calcio

El gel de polisacarido mas ampliamente utilizado para atrapar las células vivas es alginato.
Los alginatos constituyen una familia de copolimeros binarios no ramificados de acido (B-D-
manurénico (M) y acido a-L-gulurénico (G) con enlaces 1,4 en diferentes proporciones y

secuencias, en funcion del organismo del que son aislados. Los alginatos comerciales se
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extraen de las algas pardas, principalmente de diferentes especies del género Laminaria (L.
hyperborea, L. digitata, L. japonica), la especie Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum,
Lesonia negrescens o especies del género Sargassum, aunque todas las algas pardas
contienen alginato en diferentes proporciones alcanzando hasta 40% de peso seco (Moreno-
Garrido et al., 2008).

La formacion del gel esta relacionada con interacciones especificas y fuertes, entre unidades
G y cationes divalentes, tales como Ca?* o Sr**. La importancia de las unidades G en este
proceso se pone de relieve por el hecho de que la dureza del gel esta directamente
relacionada con el contenido total de unidades G (Sikorski et al., 2007). La afinidad de los
alginatos por iones divalentes disminuye en el siguiente orden: Pb*> Cu?*> Cd*> Ba*>
Sr¥*> Ca®**>Co?*, Ni**, Zn**> Mn?*, sin embargo Ca®', es el cation mas comunmente usado

para inducir la formacion de gel de alginato (Siddhesh, 2012).

En la figura 1.2. se muestra el modelo de la “caja de huevo’ que es el mas conocido y
aceptado, fue propuesto por Grant et al., 1973, éste describe la unién entre unidades G y

cationes divalentes como el Ca®* (Sikorski et al., 2007).

Figura 1.2. Modelo de la “caja de huevo” que representa la coordinacién de calcio con

cadenas de gulurunato donde los circulos negros son los atomos de oxigeno participantes.

Una ventaja importante de atrapamiento de gel de alginato es que las células inmovilizadas no

sufren cambios fisicoquimicos extremos durante el proceso de inmovilizacion. La
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permeabilidad, la nula toxicidad y la transparencia de la matriz formada implican un entorno
muy apacible para células inmovilizadas (Smidsrgd y Skjak, 1990; Moreno-Garrido et al.,
2008).

La gelificacion de sales monovalentes de este polisacarido (normalmente alginato de sodio)
disuelto en agua se produce cuando se gotea una mezcla de células y sales monovalentes de
alginato y se mezclan con una solucién que contiene iones formadores de gel. La formacion
del gel es un proceso muy rapido. El catidn mas comun utilizado para formar geles de alginato
es el Ca?". Las cuentas de alginato de calcio pueden ser redisueltas al ponerlas en contacto
con disoluciones de citrato o fosfato, debido a que los cationes de calcio pueden ser
secuestrados por aniones solubles o pueden ser sustituidos en la matriz por cationes

monovalentes con el fin de desestabilizar la estructura. (Moreno-Garrido et al., 2008).

Las perlas esféricas es la forma mas comun para su aplicacion, se hacen dejando caer poco a
poco la mezcla de alginato y microorganismos a través de un pequefo orificio, usando una

jeringa o equipo especifico disefiado para tal fin (bomba peristaltica).

Generalmente, la resistencia mecanica del polimero final aumenta con el aumento de la
concentracion de los mondmeros (alginato de sodio) y el agente de reticulacion utilizado
(Ca?*). Con el aumento de la dureza, el tamafio de poro de la perla de alginato de calcio

disminuye (De Bashan y Bashan, 2010).

Moreno-Garrido et al., 2005, realizé estudios sobre el crecimiento de las células inmovilizadas
y la estabilidad de cuentas de alginato de calcio en un experimento de 17 dias con 11
especies de microalgas marinas, encontrando que la estabilidad de las cuentas puede
también depender de la especie inmovilizada. No existen condiciones ideales de
inmovilizacion en alginato de calcio que cumplan con los requerimientos de cada
microorganismo. Sin embargo, las propiedades esenciales de todas las cuentas de alginato
deben ser de alta estabilidad mecanica y quimica, propiedades de hinchamiento controlables,
de bajo contenido de contaminantes téxicos, pirébgenos e inmunogénicos (Smidsrad y Skjak,
1990).

26



Antecedentes

En la tabla 1.2. se presentan trabajos realizados con microalgas inmovilizadas en alginato de
calcio para remover contaminantes, estableciéndose diferentes condiciones de inmovilizacién,

dependiendo de la especie.

En la mayoria de los casos, la inmovilizacion es benéfica para los microorganismos atrapados
porque aparte de los efectos positivos directos, tales como evitar depredacion por el
zooplancton agresivo y reduccion de la competencia por los nutrientes con otras especies
microbianas, varias mejoras en el metabolismo, la funcién y el comportamiento de las

microalgas fueron registradas (De Bashan y Bashan, 2010).

La inmovilizacidon en perlas de alginato de la microalga, Botryococcus braunii y Botryococcus
protuberans, produjo un aumento significativo en la clorofila, carotenoides y lipidos durante la
fase de estacionaria, en comparacion con las células de vida libre. La fotosintesis en ambas
especies se mejord, con respecto a las células libres, la senescencia se retrasé
considerablemente (Singh, 2003). Sin embargo, la inmovilizacibn o encapsulacion de
microorganismos en polimeros también ejerce una tension significativa sobre los
microorganismos debido a las fuerzas quimicas y las interacciones entre la matriz de
inmovilizaciéon y la pared celular. El confinamiento en un espacio limitado afecta igualmente el
metabolismo de los microorganismos. El efecto mas notable, detectado hace décadas en
bacterias inmovilizadas, es la reduccion de la poblacién inmovilizada, en comparacién con la

poblacién antes de la polimerizacién (De Bashan y Bashan, 2010).
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Tabla 1.2. Remocién de contaminantes con microalgas inmovilizadas.

Especie Condiciones de Contaminante Remocién Autor
inmovilizacién
Chlorella vulgaris Alginato de sodio 2%, Niquel 60% Al Rub et
CaCl; 2.5%. al., 2004
Chlorella homosphaera Cultivo mezclado con Zinc >90% Da Costa
30mL de alginato de y Leite,
sodio 16g/L, CaCl, Cadmio >90% 1991
8.6g/L.
Chlorella salina Mezcla de 25ml de Cobalto 62% Garnham
alginato de sodio con 25 etal.,
mL de cultivo 1x10° Zinc 54% 1992
células/mL, CaCl, 0.2M. Manganeso 40%
Chlorella sorokiniana Cultivo con 10%células/mL Amonio 21.84% Liu et al.,
GXNNO1 mezclado con alginato de 2012
sodio 4%, CaCl, 2%. Fosfato 14.35%
Chlorella vulgaris Cultivo con densidad Tributilo de 60% Luan et
célular 3.7x10% mezclado | estafio (TBT) al., 2006
con alginato de sodio 4%
para llegar a una
concentracion final de
3%, CaCl, 2.5%.
Chlorella vulgaris Cultivo con Cobre >95% Tam et
1.25x10%élulas/mL al., 1998
mezclado con volumen
igual de alginato de sodio
4%, CaCl, 2.5%.
Dunaliella salina 100mL de cultivo Nitrato 62% Thakur y
absorbancia 1 (660nm) Amonio 42 2% Kumar
mezclado con alginato de 1999
sodio 4%, CaCl, 0.2M. Fosfato 64.7%

1.7. Caracteristicas de Selenastrum capricornutum

El género y la especie de Selenastrum capricornutum fueron modificados formalmente a

Pseudokirchneriella subcapitata (Hindak, 1990); sin embargo, para mantener consistencia con

la literatura que la refiere, se empleara su nombre original S. capricornutum en el presente

trabajo. S. capricornutum es una alga verde (clorofita) unicelular con forma de media luna

(figura 1.3.) y un volumen aproximado de entre 40 y 60 pym?® que puede encontrarse en

sistemas acuaticos epicontinentales eutréficos u oligotroficos.
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Cuando las células son expuestas a contaminantes toxicos su reproduccion se afecta,
alterando la tasa de crecimiento de la poblacion de las algas (Castillo, 2004).

Pocos estudios han informado de la degradacion de BaP por algas. De estos, Lindquist y
Warshawsky (1985) y Warshawsky (1988), como ya se mencion6 anteriormente demostraron
la degradacion de BaP por la microalga Selenastrum capricornutum con la formacién de cis-

dihidrodioles mediante la enzima dioxigenasa.

http://www.mokkka.hu/drupal/en/node/4193

1.8. Analisis de HAPs en muestras complejas

La determinacion de HAPs en agua se realiza generalmente mediante técnicas
cromatograficas después de la extraccion de HAPs de las muestras. La cromatografia de
gases de alta resoluciéon con deteccidén de espectrometria de masas (CG-MS) o la deteccion
de ionizacién de llama y la cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR) con deteccién de
fluorescencia se han utilizado para la determinacion de HAPs después de su extracciéon a

partir de agua y otros medios (Brum, et al., 2008).

A pesar de la importancia de tales técnicas instrumentales, todo el proceso analitico puede ser
inutil si se emplea un procedimiento de preparacion de la muestra inadecuado antes de que la
muestra alcance el detector. Esto es especialmente importante en el analisis de muestras

ambientales donde la complejidad de muchas matrices, por ejemplo, biota, y las bajas
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concentraciones en las que se encuentran los analitos hacen necesario el tratamiento previo

de las muestra.

Entonces el concepto basico de una preparacion de la muestra es la de convertir una matriz
compleja en una muestra con caracteristicas adecuadas para el andlisis instrumental final. Las
técnicas de preparacion de muestras tienen los siguientes objetivos: extraer los analitos de la
matriz, llevarlos a un nivel de concentracién adecuado, eliminar posibles interferencias (paso
de limpieza) y, cuando es necesario, convertir los analitos en un mas forma adecuada para la

deteccion o separacion (Fidalgo et al., 2007).

La preparacién de la muestra y especialmente la extraccidén es un paso critico en el analisis de
HAPs debido a que estos compuestos hidréfobos son fuertemente adsorbidos a los materiales
solidos. Tradicionalmente, la extraccion de Soxhlet se ha utilizado para la extraccion de los
HAPs en lodos de aguas residuales, pero este procedimiento requiere tiempos de extraccion

muy largos y grandes cantidades de disolventes organicos (Pena et al., 2010).

Brum et al., 2008, extrajo HAPs de agua contaminada utilizando la técnica de extraccion
liquido-liquido. La extraccion liquido-liquido (LLE) se utiliza solamente en el tratamiento de
muestras liquidas, sus principales inconvenientes son el uso de grandes cantidades de
disolventes, la formacion de emulsiones y pasos adicionales de concentracion de las muestras

debidas a los bajos recobros (Ahmed, 2003).

Existen técnicas alternativas que utilizan adsorbentes para la extraccion, tales como la
extraccion en fase soélida (EFS) la cual ha sido utilizada para extraer HAPs de muestras
ambientales liquidas debido a que permite limpiar la muestra, y concentrar a los analitos
(Marcé y Borrull, 2000) y la dispersion de matriz en fase solida (DMFS) que se utiliza para
extraer a los analitos de muestras sélidas, semisolidas y viscosas evitando las complicaciones
de las técnicas clasicas para tratar muestras de este tipo (Barker, 2000). En el cuadro 1.3. se
presentan algunos trabajos en los que se utilizaron estas dos técnicas para extraer HAPs de
muestras ambientales y bioldgicas. En la siguiente seccidn se describen los principios y
procedimientos de las técnicas de EFS y DMFS, las cuales fueron utilizadas en este trabajo

para la extraccion de BaP del medio de cultivo y de la biomasa respectivamente.
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Tabla 1.3. Aplicacion de las técnicas de EFS y DMFS para extraer HAPs de muestras

bioldgicas y ambientales.

Analito | Método de Cantidad de Extraccion Analisis Referencia
extraccion muestras
16 HAPs EFS Agua de mar, Diclorometano/ acido CG-MS Song et al., 2012
30mL aceético 2mL
16 HAPs EFS Agua de rios, Hexano 15mL CG-MS Ma et al., 2010
lagos y mar,
500mL
16 HAPs EFS Descargas n-hexano/2- CLAR-UV- Busetti et al.,
industriales y propanol/acetona 12mL | DAD y DFL 2006
aguas tratadas,
900mL
14 HAPs EFS Aceites Hexano CLAR-DFL Barranco et al.,
comestibles, 0.5g 2003
4 HAPs DMFS Microalgas de Acetonitrilo/agua 1mL | CLAR-DFL Olmos et al.,
Selenastrum 2012
capricomutum,
5mg
17 HAPs DMFS Lodos de aguas | Diclorometano/metanol | CLAR-DFL | Pena et al., 2008
residuales, 0.2g 6mL
16 HAPs DMFS Suelo, 0.5g Hexano/acetona 6mL CLAR-DFL | Pena et al., 2007
27 HAPs DMFS Sedimentos Diclorometano 6mL CG-MS Sanchez Brunete
marinos, 29 et al., 2007

1.8.1. Extraccion en fase solida (EFS)

La extraccion en fase sdlida implica la distribucion de un compuesto entre una fase liquida
(muestra o disolvente con analitos) y una fase sdlida (adsorbente). Esta técnica de tratamiento
de la muestra permite la concentracién y purificacion de analitos retenidos en un adsorbente
solido. Los mecanismos de retencion mas comunes en EFS se basan en fuerzas de Van der
Waals (interacciones no polares), enlaces de hidrégeno, fuerzas dipolo-dipolo (interacciones

polares) y las interacciones cation-anién (interacciones idnicas).

La extraccion en fase sdlida de un compuesto se logra mediante la interaccion de tres
componentes: el adsorbente, el analito y el disolvente. El analito debe ser atraido mas
fuertemente al adsorbente que a la matriz. El mejor mecanismo y los procedimientos de
extraccion en fase solida se definen por las caracteristicas del analito en la muestra (Zwir-
Ferenc y Biziuk, 2006).

31



Antecedentes

Los adsorbentes soélidos pueden ser de caracter hidréfobo o polar. Es comun llamar
adsorbentes de fase inversa a los que son apolares, y se utilizan con frecuencia con muestras
acuosas. Por otro lado, los adsorbentes de fase normal se refieren a los que son mas polares
y se utilizan por lo general cuando la muestra es un disolvente organico que contiene los

compuestos de interés.

El procedimiento general de EFS consiste en cargar la muestra con los analitos en la fase
sélida, lavar componentes no deseados y por ultimo recuperar los analitos de interés, este

procedimiento se ilustra en la figura 1.4.

Iia}aado,’ ) Carga de |a Lavados Elucién
acondicionamiento muestra
Ao .Gﬁ. £
oA
a.oon.o -
LC_2.) ) (< > ) (<o)
[ I ©
- = - - i o o
= =) e @ .y o ©
® g . = = A o o
Impurezas presentes \ /
en el adsorbente Interferentes en la muestra Analito

Figura 1.4. Procedimiento EFS (Camel, 2003).

En primer lugar, el adsorbente solido debe acondicionarse utilizando un disolvente apropiado,
seguido por el mismo disolvente en el que se encuentra la muestra. Este paso es crucial, ya
que permite la humectacion del material de empaque y la solvatacion de los grupos
funcionales. Ademas, elimina las posibles impurezas contenidas inicialmente en el adsorbente
o el embalaje. Ademas, esta etapa elimina el aire presente en la columna y se llena el

volumen de huecos con disolvente.

El segundo paso consiste en hacer pasar la muestra a través del adsorbente sodlido.

Dependiendo del sistema usado, los volumenes pueden variar desde 1mL a 1L. La muestra
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puede ser aplicada a la columna por gravedad, bombeo, mediante vacio o por un sistema

automatizado. Durante este paso, los analitos se concentran en el adsorbente.

El tercer paso es el lavado del adsorbente con el disolvente adecuado, este debe tener fuerza
de elucion baja para eliminar componentes de la matriz que se han retenido en el adsorbente,

sin desplazar a los analitos de interés.

El paso final consiste en la elucion de los analitos de interés utilizando un disolvente
apropiado. El volumen de disolvente debe ajustarse de modo que la recuperacion de los

analitos sea cuantitativa (Camel, 2003).

1.8.2. Dispersion de matriz en fase sélida (DMFS)
La técnica de dispersion de matriz en fase sodlida introducida por Barker en 1989 ha
encontrado aplicacién particular en el tratamiento de muestras sodlidas, semi-sdlidas y / o
viscosas. La DMFS es una técnica que se basa principalmente en la disgregacion de la
muestra y dispersion de sus componentes sobre y dentro de un soporte sdlido. El

procedimiento para realizar la técnica de DMFS se presenta en la figura 1.5.

)

\ - %
Nty . Transferir
Homogenizar
/ con pistilo
Soporte solido Muestra
homogénea
| N i .
Frit y co-columna

Disolvente — *

Comprimir con un embolo

Muestra
para =_

analisis

Figura 1.5. Procedimiento DMFS (Barker, 2007).

Como primer paso la muestra debe ser mezclada con un adsorbente en un mortero de agata,
este primer paso tiene como objetivos romper la estructura de la matriz y lograr su distribucion

homogénea en todas las particulas del adsorbente, esta mezcla se empaca en una columna
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vacia, de la cual los analitos de interés se eluyen con un disolvente organico adecuado
mientras que los compuestos de matriz que interfieren son retenidos selectivamente en la
columna. Otra posibilidad es la elucion de los compuestos de interferencia en una etapa de
lavado, mientras que los analitos de interés se eluyen posteriormente con un disolvente

organico (Kristenson et al., 2006).

La DMFS ha sido extensamente aplicada, debido a que elimina la mayoria de las
complicaciones de las técnicas clasicas de extraccién liquido-liquido y / o extracciones de fase
solida de muestras solidas y semisélidas, en particular de muestras biolégicas complejas. De
hecho, la cromatografia de liquidos requiere que la muestra y sus componentes se
encuentren en un estado liquido, libre de particulas, homogéneo y no viscoso. Para llegar a
estas caracteristicas muchos fluidos biolégicos, tales como orina o sangre de plasma o suero,
se pueden aplicar directamente a las columnas de EFS, mientras que otras muestras no son
directamente aplicables a la EFS, en particular los sélidos y semisdlidos que se derivan de
origenes bioldgicos. Asi, los enfoques clasicos para la preparacion de muestras soélidas o
semisdlidas para la cromatografia generalmente consisten en perturbar la arquitectura de la
muestra utilizando disolventes, acidos, bases, tampones, sales, detergentes etc e iniciar la
extraccion y fraccionamiento de los diversos componentes de la muestra. En este punto de la
preparacion puede ser necesario filtrar o centrifugar ademas de la formacién de emulsiones

que a menudo son intratables como consecuencia de estas acciones (Barker, 2008).

1.9. Cromatografia de liquidos

La cromatografia agrupa un conjunto importante de métodos que facilitan la separacion,
identificacion y determinacion de componentes estrechamente relacionados en mezclas
complejas. En todas las separaciones cromatograficas la muestra se desplaza en una fase
movil, la cual se hace pasar a través de una fase estacionaria inmiscible fija en una columna o
en una superficie sdlida. Las dos fases se eligen de tal forma que los componentes de la
muestra se distribuyen en grados distintos entre la fase movil y la fase estacionaria. En el
inicio la cromatografia de liquidos se llevaba a cabo en columnas de vidrio con grandes
longitudes y a través de las cuales pasaba la fase estacionaria a un flujo muy lento. Por

consiguiente, los tiempos de separacion eran largos.
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La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) utiliza una presién elevada para forzar
al disolvente a que pase por una columna que contiene particulas muy finas, consiguiendo asi
separaciones de gran resolucion. El equipo de HPLC consta de un sistema de suministro de
disolvente, una valvula de inyeccion de muestra, una columna de alta presion, un detector y
un ordenador para controlar el equipo y visualizar los resultados. La cromatografia de liquidos
es la técnica analitica mas ampliamente utilizada. Las razones de su popularidad son su
sensibilidad, su facil adaptacion a las determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad

para automatizarla y su capacidad para separar especies no volatiles o termolabiles.

El tipo de cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC) mas ampliamente utilizado es la
cromatografia de reparto. Con base en las polaridades de las fases moévil y estacionaria se

distinguen dos tipos de cromatografia de reparto.

Cromatografia de fase normal: se caracteriza por usar una fase estacionaria polar y una fase
moévil no polar, una fase movil mas polar tiene fuerza eluyente mayor, en este tipo de
cromatografia el componente menos polar eluye primero. En este tipo de cromatografia la
fase estacionaria contiene grupos polares como ciano, diol, amino y dimetilamino, siendo el
grupo ciano el menos polar y el amino el mas polar, la elucién se lleva a cabo con una fase

movil no polar como el etiléter, el cloroformo y el hexano.

Cromatografia de fase inversa: es la mas utilizada, se caracteriza porque la fase estacionaria
es no polar o débilmente polar y la fase moévil es polar, una fase mévil menos polar tiene
mayor fuerza eluyente, los compuestos mas polares eluyen primero. La fase estacionaria
consiste en particulas de silice unidas quimicamente con cadenas de Cs (n-octilo) o cadenas
de C4s (n-octildecilo), ejemplos de fases moviles utilizados en cromatografia de fase inversa
son acetonitrilo, metanol y soluciones acuosas con diferentes concentraciones de estos dos

disolventes.

1.9.1. Parametros cromatograficos
Tiempo de retencién (tr): es el tiempo que transcurre desde la inyeccidon de una mezcla en la
columna hasta que ese componente llega al detector.
Tiempo muerto (tm): es el tiempo necesario para que una especie no retenida alcance el

detector.
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Constante de distribucion

Los equilibrios de distribucién en cromatografia se expresan mediante ecuaciones sencillas
que suponen la transferencia de un analito entre las fases estacionaria y movil. Entonces,
para la especie A se puede escribir:
Amovit = Aestacionaria
La constante de equilibrio K para la distribucion de la especie A entre las dos fases se
denomina constante de distribucidén o coeficiente de reparto y se define como
K = Cs/Cy
Donde Cs es la concentracion molar del soluto en la fase estacionaria y Cu es la

concentracion molar del soluto en la fase movil.

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

kK'a = KVs/Vy
El factor de capacidad se puede obtener a partir de un cromatograma con la siguiente

ecuacion:

Factor de selectividad (a): la selectividad es la capacidad del sistema cromatografico para
distinguir entre los componentes de una muestra. Se mide como una relacion de los factores
de capacidad (k') de los dos compuestos en cuestion y se puede visualizar como la distancia
entre los vértices de los dos picos correspondientes. Valores altos de a indican una buena
separacion de los dos picos. Por definicion el valor de a siempre es mayor que 1 ya que
cuando a es igual a 1 significa que los dos compuestos coeluyen. El factor de selectividad a

para dos solutos A y B se define como

kg tip—ty
a -
kA tra —ty

Donde kg™ es el factor de retencion para la especie mas fuertemente retenida B, y ka' es la

constante para la especie A menos retenida.
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Eficiencia de la columna

La eficiencia de una columna cromatografica se ve afectada por la cantidad de
ensanchamiento de banda que ocurre a medida que un compuesto pasa por la columna. El
ensanchamiento de la zona esta relacionado de manera directa con el tiempo de residencia
en la columna y de manera inversa con la velocidad de flujo de la fase mévil. Mientras mayor
es la capacidad de la columna de producir picos mas estrechos mayor es su eficiencia. Dos
términos afines se utilizan ampliamente como medidas cuantitativas de la eficiencia de una
columna cromatografica: 1) la altura de plato tedrico (H) y 2) el numero de platos tedéricos (N).
Los dos estan relacionados por la ecuacion
N=L/H
Donde L es la longitud del relleno de la columna. La eficiencia de la columna cromatografica

aumenta cuanto mayor es el numero de platos N y cuanto menor es la altura H del plato.

Resolucion (Rs): La resolucion de una columna sefiala que tan separadas estan las bandas en
relaciéon con sus anchos. La resolucion proporciona una medida cuantitativa de la capacidad
de la columna para separar dos analitos. La resolucion de una columna se mide como

trB_trA
Ry=_2_"
Wy + W,

Donde W y Wg son los anchos de banda de los solutos A y B respectivamente. Un valor de
resolucion de 1.5 o mayor entre dos picos asegura que los componentes de la muestra estan

bien separados.

La relacion entre el numero de platos de una columna, el factor de capacidad, la selectividad y

la resolucion es:

R _W(a—l)( k'p )
ST 4\ a J\1+k%

Donde ks es el factor de capacidad de la especie mas retenida y a es el factor de

selectividad.
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CAPITULO 2.

DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1. Material y equipo

2.1.1. Sistema cromatografico

e Cromatégrafo de liquidos de alta resolucién (KNAUER, Alemania), con dos bombas
modelo Smartline 1000.

e Detector UV KNAUER modelo Smartline 2600.

e “Software” de control y procesamiento de datos “EuroChrom” edicion V3.05.

e Precolumna de 20x2mm empacada con adsorbente Nucleosil 100-5 C18 5um
MACHEREY-NAGEL.

e Columna analitica Thermoscientific de 150x4.6mm empacada con fase inversa C18
tamario de particula Sum.

e Bucle de inyeccion de 20 yL KNAUER.

e Jeringa de 100 yL (HAMILTON, EUA).

2.1.2. Preparacion de muestras
e Centrifuga Fisher Scientific, modelo 225.
e Agitador con controlador de temperatura, JEIO TECH, modelo SI-300/300R/600/600R.
e Balanza analitica OHAUS, modelo AV114C.
e Tubos para centrifuga de 15 mL.
e Matraces Erlenmeyer de 50 y 250 mL.
e Micropipeta 100-1000 pL, Eppendorf.

e Espatula cromo-niquel.

2.1.2.1. EFS y DMFS
e Cartuchos de empaque para extraccion en fase sélida de 6 y 1 mL, frites (Varian, EUA).
e Jeringa de 20 mL con adaptador.
e Silice C-18 Supelclean de 45 um de diametro de particula (Supelco, EUA).
e Mortero y pistilo de agata de 20 mL.
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Viales con tapon de rosca de 1, 10 y 40 mL.

2.1.3. Disolventes, reactivos y estandares

Metanol (MeOH) grado cromatografico (J.T. Baker. USA).

Acetonitrilo (ACN) grado cromatografico (J.T. Baker. USA).

Isopropanol (J.T. Baker. USA).

Agua tipo | obtenida de un equipo de purificacion Simplicity UV (Millipore, MA, USA).
Estandar benzo(a)pireno (ChemService, PA, USA) pureza 99.5%.

2.1.4. Inmovilizacion

Alginato de sodio Sigma-Aldrich W201502.

Cloruro de calcio Sigma-Aldrich C1016.

Citrato de sodio tribasico dihidratado Sigma-Aldrich C8532.

Sistema aséptico Sterifil con porta filtros de 47 mm (Millipore, USA).

Filtros de nitrocelulosa estériles con tamario de poro de 0.22 um y 47 mm de diametro
(Millipore, Ireland).

Campana de Bioseguridad clase 2 AA 11231 BBC86 (BIOBASE, Shandong, China)
Tubos de ensayo.

Pipeta graduada de 10 mL.

2.1.5. Medio de cultivo con microalgas Selenastrum capricornutum

La microalga Selenastrum capricornutum fue adquirida de la coleccion de cultivos de
algas de la Universidad de Texas (TX, USA).

Medio Bristol: nitrato de sodio (NaNO3), cloruro de calcio (CaCly), sulfato de magnesio
heptahidratado (Mg,SO, 7H,0), fosfato dibasico de potasio (Na;HPO,), fosfato
monobasico de potasio (KH2PO.), cloruro de sodio (NaCl). (JTBaker, DF, MEX).
Proteosa peptona (MCD Lab, Edo. De México, MEX).

Autoclave eléctrica, Tuttnauer 25400EL.

Lampara con foco de luz amarilla 10 watts (OSRAM, México).

Espectrofotometro Spectronic Genesys 5 (ThermoScientific, EUA).
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La cepa se mantuvo en condiciones axénicas sembrandola en medio solido con agar al 1%.
Los medios liquidos se sembraron con un asa bacterioldogica que ayudo a transferir a la

microalga del medio solido al medio liquido.

Los medios de cultivo liquido de S. capricornutum que se utilizaron en este trabajo para los
ensayos de exposicion al BaP fueron tomados con un valor de absorbancia de 1, que fue
medida con un espectrofotometro a 685 nm (longitud de onda de maxima absorcion de la
clorofila) de acuerdo con la curva de crecimiento de esta microalga (Olmos, 2013), para este
valor de absorbancia hay 5x10° células/mL. Para llegar a esta absorbancia la microalga fue
cultivada en matraces Erlenmeyer con medio de cultivo Bristol cuya composicion se describe
en la tabla 2.1. adicionado con peptona al 1%, las medios de cultivo fueron esterilizados por
autoclave (121°, 30 minutos), con ciclos de iluminacién de 16 horas de luz y 8 horas de

obscuridad, a temperatura ambiente y agitacion constante aproximadamente 20 dias.

Tabla 2.1. Composicion del medio Bristol

Componente Disolucion “Stock” Volumen de solucién | Concentracién  final
ciﬁ\(/:io( para 1 L de en 1 L de cultivo (mM)

NaNOs3 10g/400mL agua destilada | 10 mL 2.94

CaCl; » 2H,0 19/400mL agua destilada | 10 mL 0.17

MgSO,4 « 7H,O | 3g/400mL agua destilada | 10 mL 0.3

Naz;HPO4 39/400mL agua destilada | 10 mL 0.43

KH2PO4 79/400mL agua destilada | 10 mL 1.29

NaCl 19/400mL agua destilada | 10 mL 0.43
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2.2. Metodologia Experimental

La microalga S. capricornutum fue inmovilizada en cuentas de alginato de calcio para ser
expuesta a BaP y estudiar su remocion a diferentes tiempos. Para lo anterior se cuantificé el
BaP residual en los componentes del cultivo (medio liquido y biomasa), los cuales fueron
separados por centrifugacion. Para efectuar la extraccién de BaP de las muestras de medio
de cultivo liquido y biomasa se modificaron metodologias de extraccidn en fase sélida y
dispersion de matriz en fase soélida previamente optimizadas para microalgas libres (Velasco
2011; Diaz 2013). El analisis de los extractos se realizé por cromatografia de liquidos de alta
resolucién (CLAR) de fase inversa C18 y fase movil 100% MeOH, con detector UV a una

longitud de onda de 264 nm.

En la figura 2.1. se presenta un esquema general de la metodologia que se siguié en este

trabajo.

41



Desarrollo experimental

Establecer
concertracion de

alginato de sodio v
CaClz

A ———

Dizolucion de cuertss !
con cirsto de sodio |
paka recUpetar i
hiomaza. |

Medio d cuttivo liguido |
después deestaren |
contacto concuertas !

Condiciones de Sistema . |
inmovilizacion de cromatografico R | SR :
- | Cuartificacion de BaP.
5. cap ncornutum I Evaluar linealidad, :
| preciidnlimtesde
| deteccion y cuantficazion
: del sistema :
y
Obtencion da Métados de
muestra biomasa > extraccion
y medio liguido
v L J
Extraccion de BaP ittt tatate Extraccion de BaF
] i Evallar Ineslicad y 1 i
del medio de I pr;cgi?n de '?f ] de la biomasa por
. - MEd00YRE de ===
cultivo por EFS en ' edramin DMFS en
Muestras Tttt ' muestras
adicionactas adicionadas

Evaluar la capacidad
de [a microalga para

remover BaP del
medio liguido

[266pgimL). Tiempos
075,15 3,69y

l

Bioensayos con
S capncomutum
inmovilizada en
alcinato de sodio

Figura 2.1. Esquema general de experimentacion.
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2.3. Optimizacion de las condiciones de Inmovilizacion

2.3.1. Seleccion de las concentraciones de alginato de sodio y cloruro de calcio

Los ensayos preliminares se efectuaron sin microalgas para evaluar la consistencia y
transparencia de las cuentas; para esto un mililitro de alginato de sodio 5% se goted con
ayuda de una pipeta graduada en disoluciones de CaCl, en concentraciones de 5, 2.5y 1.5%.
Después de 20 segundos las cuentas se sacaron de la disolucién de CaCl;, y se observaron
sus caracteristicas. Se realizé lo mismo con una disolucién de alginato de sodio 3% y las
diferentes concentraciones de CaCl, mencionadas.

Para efectuar los ensayos para lograr la inmovilizacién de las algas en las cuentas de alginato
se centrifugaron 15 mL de medio de cultivo con absorbancia 1 y el “botdn” obtenido se
resuspendi® en 2 mL de sobrenadante; posteriormente estos 2 mL de medio con las
microalgas se mezclaron con 4 mL de una solucion de alginato de sodio 5% para obtener un
volumen final de 6 mL y una concentracion final de alginato de 3%. Todo el volumen de esta
suspension se goted en 20 mL de una disolucion de CaCl; al 1.5%. Se realizd lo mismo con
una disolucion de alginato de sodio 3% para llegar a una concentracion final de 2% y se goted

en una disolucion de CaCls 1%.

2.3.1. Viabilidad celular

Para comprobar la viabilidad celular dentro de las cuentas de alginato, se llevé a cabo la
inmovilizacion de las células presentes en 15 mL de medio de cultivo de Selenastrum
capricornutum en absorbancia 1 y después de esperar 24 h las cuentas se deshicieron con
una disolucién de citrato de sodio al 9%; la disolucion obtenida se centrifugd y el “botdn” de
biomasa se colocé en un portaobjetos para que se secara, una vez seca, la biomasa se peso.
La inmovilizacion se llevd a cabo mezclando alginato de sodio 3% con la biomasa en una
proporcién 2:1, llegando a una concentracion final de 2% de alginato de sodio y un volumen
de 6 mL de una suspension alginato/algas y ésta fue goteada en 20 mL de una disolucién de
CaCl; al 1%.

2.4. Obtencion de muestras

La inmovilizacion de Selenastrum capricornutum se realizd con las condiciones optimizadas

como se indica mas adelante, en la seccion de resultados 3.1.2. y de esta manera se
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obtuvieron las cuentas con la microalga inmovilizada y medio de cultivo en el que se
encontraban las cuentas. Para el desarrollo de los métodos de extraccion, las cuentas con
células se dejaron en 15mL de medio Bristol durante 24 h, después de transcurrido este
periodo de tiempo, el medio liquido se utilizé para optimizar la metodologia de EFS. La
biomasa que se encontraba en las cuentas se recuperé utilizando citrato de sodio 9% para
liberarlas del alginato y con ayuda de centrifugacion se obtuvo una solucion homogénea en
donde se encontraban suspendidas las células. A esta solucion después de ser centrifugada,
se le retird el sobrenadante, el botdn de biomasa se resuspendio en agua destilada, se colocé

en un portaobjetos y se dejo secar, esta biomasa se utilizé para DMFS.

2.5. Validacion del sistema cromatogréfico.

2.5.1. Linealidad del sistema.
Se prepararon disoluciones estandar de BaP en concentraciones de 0.5, 1, 4, 8, y 10 pyg/mL,
20 uL de estas disoluciones se inyectaron por triplicado en el cromatdgrafo y se detectaron a
264 nm ya que es la longitud de onda de maxima respuesta del analito (Anexo |). Se usaron
condiciones isocraticas con MeOH 100% como fase mdvil y una columna analitica con fase
inversa C18; se obtuvieron las areas correspondientes al pico de BaP y se construyé la curva
de calibracién. Se llevd a cabo una regresion lineal, se obtuvo el valor del coeficiente de

determinacion r’ y con este valor se evalud la linealidad del sistema.

2.5.2. Precision del sistema.
Se evaluaron repetibilidad y reproducibilidad como medidas de precision del sistema. Para
determinar la precision del sistema se inyectaron por triplicado disoluciones estandar de BaP
en concentraciones de 0.5y 8 pg/mL. La reproducibilidad fue evaluada en tres dias diferentes
calculando el CV de las areas obtenidas. La repetibilidad fue evaluada con el valor del CV

asociado a las areas obtenidas en el mismo dia.

El CV se calcul6 con la siguiente ecuacion.
o)
%CV = " 100 o e e e e e e 2210

Donde X es el promedio de las areas y o es la desviacion estandar.
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2.5.3. Limites de deteccidén y cuantificacion del sistema.
Se elabor6 una curva de calibracion en un intervalo de concentraciones de 0.025, 0.05, 0.1,
0.5 y 1 yg/mL, se obtuvieron las areas y se realizd una regresion lineal para obtener la
desviacion estandar de la regresion y la pendiente, para determinar el limite de deteccion (LD)

y limite de cuantificacion (LC) se utilizaron las siguientes ecuaciones.

3.3 %Sy
LD = X 2.2,
b
10 * SX
LC = = . 2.3.
b

Donde Sy es la desviacion estandar de la regresion y b es la pendiente.
X

Se determind el limite de deteccion experimental inyectando disoluciones estandar de BaP

cada vez mas diluidas hasta que la sefial del pico fue 3 veces la senal del ruido de fondo.

2.6. Extraccion en fase sélida

La metodologia previamente desarrollada (Velazco, 2011; Diaz, 2013) para la extraccion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos de alto peso molecular describe el uso de un cartucho
de 6 mL empacado con 300 mg de silice C18 (previamente activada) entre dos frits. La fase
sélida pasa por una etapa de acondicionamiento con 3 mL de ACN y después 10 mL de agua,
la muestra liquida pasa a través del cartucho y esto es seguido por una secuencia de lavados:
5 mL agua, 4 mL acetonitrilo:agua 10:90 y 3 mL acetonitrilo:agua 55:45, finalmente los
analitos son eluidos con 4 mL de ACN vy el extracto se analiza por cromatografia de liquidos.
En el método se reporta la adicion de 20% de isopropanol en la muestra para disminuir la
interaccion de los HAPs con el vidrio y obtener mejores porcentajes de recobro, antes de

pasar la muestra por el cartucho.

En el presente trabajo se modificd la metodologia reportada, dado que en el medio de cultivo
que estuvo en contacto con las algas inmovilizadas en cuentas, precipité el alginato residual
disuelto al agregarle isopropanol, lo que dificultd el paso de la muestra a través del cartucho.
A continuacién se explican los procedimientos seguidos para disolver el precipitado con citrato
y para evitar su formacién sin la adicién de isopropanol a la muestra de cultivo liquido, con los

resultados se evaluo el porcentaje de recobro utilizando la siguiente ecuacion.
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Area de extracto
%Recobro = E 0 01 "
Area estandar

2.6.1. Disolucion del precipitado con citrato de sodio
A una muestra de 15 mL de medio de cultivo que previamente estuvo en contacto con las
cuentas, se le agregd isopropanol a una concentracion final en la muestra de 20%,
provocando la formacién del precipitado, posteriormente se agregaron 300 pL de citrato de
sodio 20% para disolver el alginato. Finalmente se siguié la metodologia de EFS descrita

arriba y se calcul6 el porcentaje de recobro.

2.6.2. Lavado del matraz vacio con diferentes porcentajes de isopropanol
Para evitar la formacién del precipitado no se agregd isopropanol a la muestra del cultivo
liquido y los 15 mL de la misma se pasaron directamente a través del cartucho. Sin embargo
el matraz fue lavado posteriormente con 10 mL de una mezcla isopropanol:agua y éste lavado
se paso a través del cartucho. Entonces se sigui6 la metodologia de extraccidén en fase sélida
ya descrita para obtener el recobro con diferentes porcentajes de isopropanol utilizados. Los

porcentajes de isopropanol utilizados para lavar el matraz fueron 20%, 30% y 40%.

2.6.3. Método de extraccién en fase sélida modificado

Con base en los resultados obtenidos de la seccion anterior y presentados y discutidos mas
adelante en la seccidén 3.3 (pag. 57) de resultados, se seleccion6 usar 10 mL de 20% de
isopropanol:agua como solucion de lavado del matraz después de la aplicacion del cultivo
liquido centrifugado al cartucho de EFS.

Entonces la metodologia de EFS utilizada en este trabajo basada en los trabajos realizados
por Velazco, 2011 y Diaz, 2013, se modific6 para el manejo de los cultivos de algas
inmovilizadas, con un lavado del matraz de la muestra empleando una disolucién de
isopropanol 20%, la cual fue también aplicada al cartucho EFS.

La figura 2.2. ilustra la metodologia de EFS modificada, para extraer BaP del medio de cultivo
proveniente de las microalgas inmovilizadas. Se evalué linealidad y precision de esta

metodologia y se utilizd en los ensayos de exposicion para recuperar el BaP residual.
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Figura 2.2. Metodologia de EFS modificada para extraer BaP del medio de cultivo con

microalgas inmovilizadas en alginato.
2.6.4. Validacion de la metodologia de EFS-CLAR-UV

2.6.4.1. Linealidad del método
La linealidad del método se evalud en un intervalo de concentraciones de BaP en la muestra
de 27, 67, 133, 266 y 400 pg/L. Asi, se fortificaron 15 mL de medio de cultivo con el volumen
necesario de una solucion de 40 ug/mL para llegar a cada una de las cinco concentraciones
de la curva y posteriormente se siguié la metodologia de extraccion en fase sdélida descrita en
el esquema 2.2. para obtener un extracto de 4 mL que se analizé por CLAR-UV. La curva se
realizé por triplicado, con los datos obtenidos se trazé una grafica de ug de BaP recuperados
en funcion de los ug de BaP adicionados en donde la pendiente multiplicada por 100

representa el recobro global y como parametro de linealidad se calcul6 r.

2.6.4.2. Precision del método
Se fortificaron 15 mL de medio de cultivo con BaP para llegar a una concentracién de 266
Mg/L en la muestra, se realizé extraccion en fase soélida por triplicado en un mismo dia bajo las

mismas condiciones para evaluar repetibilidad. Para evaluar la reproducibilidad se realizaron
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tres extracciones en tres dias diferentes. Para ambas medidas de precision se determiné el

%CV del recobro obtenido. El porcentaje de recobro se calculé con la ecuacién 2.4.

2.8. Método de dispersion de matriz en fase sdlida

Para realizar la dispersion de matriz en fase solida se sigui® una metodologia antes
desarrollada para la extraccion de HAPs de la biomasa (Velazco, 2011; Diaz, 2013) con la
adicion de un primer paso que consistio en la disolucion de las cuentas de alginato con una
disolucién de citrato de sodio para liberar a las microalgas y después ponerlas a secar. En
esta metodologia 5 mg de biomasa seca son adicionados con el HAP y mezclados con 100
mg de silice C18 en un mortero de agata, hasta obtener una mezcla homogénea, esta mezcla
se empaca entre dos frits en un cartucho de 1 mL y después se realiza una secuencia de
lavados que consiste en 10 mL de agua, 5 mL de una solucién 20% ACN en agua y 1.5 mL de
una solucién 60% ACN en agua, estos lavados fueron desechados y finalmente el HAP es
eluido con 500 uL de una disolucion al 90% de ACN en agua y el extracto fue analizado por

cromatografia de liquidos con detector UV.

La figura 2.3. presenta la metodologia de DMFS para extraer BaP de la biomasa recuperada,

después de haber sido inmovilizada en alginato de sodio.
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Figura 2.3. Metodologia para extraer BaP de la biomasa.
2.8.1 Validacién del método de DMFS

2.8.1.2. Linealidad del método
Para evaluar la linealidad del método de DMFS se fortificaron 5 mg de biomasa con el
volumen necesario de una disolucion de 40 ug/mL de BaP para llegar a cada una de las
concentraciones de la curva, el intervalo de concentraciones en el que se evaluo la linealidad
fue de 0.1, 0.4, 0.6, 0.8 y 1 ug/mg de muestra, posteriormente se siguié la metodologia
establecida para DMFS antes descrita. La curva se realizé por triplicado, con los datos
obtenidos se trazé una grafica de ug de BaP recuperados en funciéon de los ug de BaP

adicionados para obtener el recobro global y como parametro de linealidad se calculd r?.

2.8.1.3. Precision del método
La variabilidad en un mismo dia para el método de DMFS fue evaluada con el valor del %CV
asociado a los recobros obtenidos después de realizar DMFS a una muestra de 0.8 ug/mg por

triplicado. Para la variabilidad entre dias se realizé por triplicado, en tres dias diferentes.
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2.9. Bioensayos de exposicion

Se inmovilizé en alginato a S. capricornutum siguiendo el procedimiento que se ilustra en
detalle en la figura 3.3. (pag. 54) de la seccion de resultados; de esta manera de obtuvieron
cuentas de alginato con las microalgas inmovilizadas, las cuales fueron sumergidas en 15 mL
de medio Bristol. Las cuentas de alginato con las microalgas inmovilizadas se expusieron a
una concentracion de BaP de 266 ug/mL. Para fijar esta concentracion en el medio, se
tomaron 100 yL de una solucion de BaP con una concentracién de 40 pg/mL. Se realizaron
ensayos de exposicidn a los tiempos de 0.75, 1.5, 3, 6, 9y 15 h, utilizando luz amarilla, 25°C y

agitacion constante a 50 rpm.

Los ensayos de exposicion de S. capricornutum frente a BaP a cada uno de los tiempos de
exposicion se realizaron por triplicado. Una vez transcurrido el tiempo de exposicion el medio
liquido fue tratado por EFS para extraer BaP y las cuentas que contenian a las microalgas se
deshicieron con citrato de sodio 9% y se recuperd la biomasa para extraer BaP mediante el

método de DMFS. Los extractos fueron analizados por CLAR-UV

Los bioensayos se realizaron para evaluar la capacidad de S. capricornutum inmovilizada en

alginato para remover BaP del medio de cultivo, el procedimiento se muestra en la figura 2.4.

Inmavilizacion Exposicion a BaP Muestras para EFS y DMFS
1 T ;—l
| EES '~ ; " '
: ik
4| =B

Citrato de
sodio 9% H Centrifugar

| Tiermpos

[\ 075153,

‘_\ 6,5y 15h
Clentas can 2B7pnfmL &

algas en 18mL de BaP Luz amarilla

media Bristal 1y agitaciujﬁ m D
constante

Figura 2.4. Procedimiento de ensayos de exposicion.

Algas + alginato DMFS

de sodio 2%

CaCl 1%

50



Desarrollo experimental

La remocion de BaP del medio de cultivo se calcul6 con la siguiente formula

ng adicionados — ng recuperados

%remocion = ng adionados * 100 ces cer e eer eer ee v 0 2.5

Donde los ng adicionados de BaP son 4000 y los ng recuperados son los que se obtuvieron
por EFS en el medio después de que S. capricornutum inmovilizada fue expuesta a BaP a

diferentes tiempos.

2.9.1. Efecto de la temperatura
Se realizd un ensayo de exposicion por triplicado a un tiempo de 6 h bajo las mismas
condiciones de luz y agitacién que las que se describieron en la seccion anterior, a una
temperatura de 30° y los resultados se compararon con los obtenidos en el ensayo de

exposicidén de 6 h a 25°, cuyo procedimiento es descrito en la seccién 2.9.

2.9.2. Efecto de la cantidad de algas por cuenta

Para esta prueba se utilizd una muestra de cultivo de S. capricornutum de 15 mL con
absorbancia 1 conservando el mismo nimero de algas que en todos los ensayos (5x 10°
células/mL), y se inmoviliz6 como se describe a continuacién. Una disolucién de alginato de
sodio 3% se mezclé con medio de cultivo con algas en una proporcion 2:1 para tener un
volumen final de 3 mL, este volumen se goted en una solucién de CaCl, 1%, las cuentas se
colocaron en 15 mL de medio de cultivo Bristol y fueron expuestas a BaP por un periodo de
tiempo de 6 h, a 25° con luz amarilla y agitacion constante, esta prueba se realizo por
triplicado, los resultados se compararon con los obtenidos en el ensayo de exposicion de 6 h
realizado en la seccién 2.9. en el cual el volumen que se goted en la soluciéon de CaCl; fue de
6 mL.

2.9.3. Comparacion con algas libres
Los resultados obtenidos en los ensayos de exposicion de S. capricornutum inmovilizada en
cuentas de alginato a 0.75, 1.5, 3 y 6 h realizados como se indica en la seccion 2.9. fueron
comparados con los resultados de los ensayos de exposicién de S. capricornutum en forma

libre para remover BaP del medio de cultivo reportados por Beltran, 2014.
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CAPITULO 3.

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Optimizacion de las condiciones de inmovilizacion

3.1.1. Seleccién de las concentraciones de alginato de sodio y cloruro de calcio
Uno de los requisitos para escoger una superficie de inmovilizacién para microalgas es que
éste permita el paso de luz (Mallick, 2002), también es importante considerar que el paso de
sustratos es necesario para que las microalgas puedan remover el BaP. De Bashan y Bashan,
2010, mencionan que el tamafio de poro de las cuentas de alginato de calcio disminuye con
el aumento de la dureza y ésta es mayor con el aumento de las concentraciones de alginato
de sodio y del agente de reticulacién utilizado (Ca*). Por lo tanto, en el presente trabajo la
dureza y la transparencia fueron dos caracteristicas a evaluar para encontrar las
concentraciones de alginato de sodio y de CaCl, apropiadas para inmovilizar a Selenastrum

capricornutum y mantener su viabilidad.

%Alginato de sodio / %CacCl;

5/5

%Alginato de sodio

3/1.5 3/2.5

%CaClz

Figura 3.1. Cuentas obtenidas a diferentes concentraciones de alginato de sodio y de CaCl..
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En la figura 3.1. se observan las diferentes cuentas obtenidas con diferentes proporciones de
alginato y cloruro de calcio. Al aumentar la concentracion de CaCl; las cuentas fueron mas
blancas y por lo tanto mas duras. Se obtuvieron cuentas transparentes con 5% de alginato y
1.5% CacCl,, sin embargo la solucién de alginato de sodio en esta concentracion fue dificil de
gotear debido a que es muy viscosa, ademas de que es complicado prepararla ya que el
alginato de sodio no es soluble en agua a temperatura ambiente y es necesario calentar. Por
lo tanto, se tuvo que disminuir la concentracion de alginato de sodio a 3% para obtener
cuentas transparentes y con una dureza adecuada. Entonces, las cuentas con las mejores
caracteristicas de transparencia y dureza fueron las obtenidas con alginato de sodio 3% y
CaCl; 1.5%.

Estas condiciones se utilizaron inicialmente para inmovilizar a las microalgas. Sin embargo, al
inmovilizar las microalgas asi se observo que las cuentas tenian un aspecto blanquecino que
no permitian bien el paso de luz, por lo que se tuvo que disminuir la concentracion de alginato
de sodio de 3 a 2% y la de CaCl, de 1.5 a 1%. Entonces, la inmovilizacion de S.
capricornutum se llevé a cabo con alginato de sodio 2% y CaCl; 1%. En la figura 3.2. se

observan las cuentas que se obtuvieron con las concentraciones mencionadas.

Figura 3.2. Cuentas con microalgas inmovilizadas con alginato de sodio 2% y CaCl, 1%.

3.1.2. Procedimiento global para inmovilizar a S. capricornutum
Se tomdé una muestra de 15 mL de medio de crecimiento de la microalga S. capricornutum con
absorbancia 1 y se centrifugd; el botén con la biomasa fue resuspendido en 2 mL del

sobrenadante y se mezcl6é con 4 mL de alginato de sodio al 3%.
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La mezcla de alginato de sodio 3% y medio de cultivo se realizé en una proporcion 2:1 para
obtener una concentracion final de alginato de sodio del 2% y un volumen de 6 mL. Esta
mezcla fue goteada con una pipeta graduada en 20 mL de una solucién de CaCl, 1%
contenida en un matraz. Se obtuvieron en promedio 88 cuentas (n=5, %CV= 5.4). Después de
esperar 1 minuto, la solucién de CaCl;, se retiré del matraz y se colocaron 15 mL de medio
Bristol estéril a las cuentas con microalgas. El procedimiento se efectué bajo condiciones

asépticas.

Es importante destacar que la disolucién de alginato se esterilizd previamente mediante
filtracion con una membrana de nitrocelulosa con poro de 0.22 um y la disolucion de CaCl; 1%

se esterilizé en autoclave (121°, 30 min).

En la figura 3.3. se presenta el procedimiento para inmovilizar a S. capricornutum y la
obtencién de las muestras que se usaron para realizar la optimizacion y la validacion de las
metodologias de EFS y DMFS.

centrifugar

3900rpm o
: Cuentas con medio liquido
"Boton” con $:§£i008|gas en EFS
microalgas

15 mL Medio de
cultivo
absorbancia 1

24k ) Centrifugar
Resuspender en Citrato de 20 min
2 mL de sodio 9% 3900 rpm
sobrenadante I —_—

DMES

Retirar solucidn

cuentas con
microalgas
—_—

de CaClz y

tomar agregar 15lmL

4 mL _ ™\ de medio Bristol “Boton® con
> Biomasa microalgas

seca
Alginato de Algas + alginato CaCl, 1%
sodio 3% de sodio 2% 20 mL
volumen =6

Figura 3.3. Obtencion de muestras de cultivo y biomasa.
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3.1.3 Viabilidad celular
Olmos, 2013 monitoreo el crecimiento de Selenastrum capricornutum y encontré que el peso
seco de la biomasa presente en 15 mL de medio de crecimiento liquido con absorbancia de 1
a 685 nm, es de aproximadamente 5 mg. La relacion anterior fue determinada con las
microalgas libres en cultivo de crecimiento. Al considerar la inmovilizacion de la cantidad total
de las microalgas contenidas en los mismos 15 mL durante 24 horas, se observé que el peso
seco promedio fue de 5.56 mg con o= 0.63 y n=6. Entonces, el peso seco de la biomasa
después de haber estado inmovilizada en las cuentas de alginato es muy similar al reportado
previamente cuando Selenastrum capricornutum se encuentra en medio libre, lo que indica
que las condiciones de inmovilizacion establecidas permiten mantener viva a la microalga, y
con posibilidades de reproducirse. Las pruebas de viabilidad se hicieron considerando un
tiempo de 24 h, ya que es el tiempo maximo que durarian los ensayos de exposicion; sin
embargo esto no significa que con las condiciones de inmovilizacién establecidas la microalga
no resista mas tiempo inmovilizada. El haber obtenido una cantidad un poco mayor de
microalgas después de que estas permanecieron 24 h inmovilizadas, tomando inicialmente el
cultivo en absorbancia 1, podria indicar que el crecimiento continua dentro de la misma cuenta
de alginato. Ruiz-Marin et al., 2011, inmovilizé a la microalga S. obliquus en cuentas de
alginato de calcio y observd que el numero de microalgas por cuenta aumenta gradualmente
con el tiempo y sugiere que después de la inmovilizacién, la microalga S. obliquus todavia fue

capaz de experimentar division celular y llevar a cabo fotosintesis.
3.2. Validacion del sistema

3.2.1. Linealidad

El analisis de BaP se efectué mediante cromatografia de liquidos de alta resoluciéon en una
columna de fase inversa con metanol puro como fase maovil. En estas condiciones el t; de BaP
es de 3.6 minutos. La linealidad del sistema se evalué mediante la respuesta obtenida en
funcién de la concentracion en un intervalo de concentraciones de BaP de 0.5 a 10 pg/mL. En
la gréfica 3.4. se muestra, que se obtuvo un valor de r? =0.997, esto indica que el sistema
tiene una respuesta lineal en este intervalo de concentraciones seleccionado, ademas el
sistema cumple con la recomendacion de la USEPA la cual indica se debe tener un valor de
r*>0.99.
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Figura 3.4. Linealidad del sistema

3.2.2. Precisién
En la tabla 3.1. se observa que se obtuvieron coeficientes de variacion menores de 1.2% para
la repetibilidad, el coeficiente de variacion para la reproducibilidad fue menor de 1.7% para las
dos concentraciones evaluadas. Por lo tanto, se puede decir que el sistema es repetible y

reproducible.

Tabla 3.1. Precision del sistema a dos niveles de concentracion.

Concentracion Repetibilidad Reproducibilidad

(ug/mL) %CV %CV
0.5 0.74 1.67
8 1.17 1.54

3.2.3. Limites de deteccién y de cuantificacion instrumentales
El LD y LC fueron obtenidos a partir de una curva de calibracion en un intervalo de
concentraciones de 0.025 a 1 ug/mL. La concentracion mas baja que puede ser detectada por
el sistema, es decir el LD fue 0.056 ug/mL y el LC fue de 0.17 pg/mL, este valor representa la
concentracion mas baja que el sistema puede cuantificar con precision y exactitud aceptables.

El valor del LD obtenido de manera experimental fue 0.025 ug/mL.
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3.3. Extraccion en fase sélida

Smidsrod y Skjak, 1990 indican que las cuentas de alginato pueden desestabilizarse en
presencia de fosfatos, citratos y Na®. Entonces, dado que, el medio de cultivo Bristol contiene
pequefias cantidades de fosfatos y Na®, se considero la posibilidad de que las cuentas que
estuvieron en contacto con él medio Bristol pudieron haberse desestabilizado y liberado
alginato. En efecto, cuando al medio de cultivo se le agrego el isopropanol, como propone la
metodologia desarrollada por Velasco, 2011 y Diaz, 2013 para disminuir la interaccién de BaP
con el vidrio del matraz, se presenté la formacion de un precipitado el cual se pudo solubilizar
posteriormente con la adicion de 300 pL de citrato de sodio al 30%. De esta manera se
efectud en un primer tiempo la extraccién en fase sélida de BaP del medio de cultivo liquido
por la metodologia de EFS. Sin embargo, se obtuvo un porcentaje de recobro promedio de
42.6%, el cual es considerado muy bajo y no se encuentra dentro de los recobros
recomendados por USEPA (70-130%).

Entonces, se realizaron pruebas con otros disolventes organicos como metanol y acetonitrilo
pero también hubo formaciéon de precipitado, por lo que finalmente se decidi6 no agregar
ningun disolvente organico a la muestra y aplicarla asi directamente al cartucho de EFS y
posteriormente lavar el matraz que la contenia con 10 mL de una mezcla isopropanol:agua,
las proporciones probadas fueron 20:80, 30:70 y 40:60 con el objetivo de recuperar el BaP
adsorbido a la superficie del matraz. Este lavado se pas6 también a través del cartucho de
EFS y se realizé la secuencia de lavados propuesta por Velasco, 2011 y Diaz, 2013 y la
elucion de BaP con acetonitrilo. El porcentaje de recobro obtenido para cada porcentaje de

isopropanol probado se reporta en la tabla 3.2.

Tabla 3.2. Recobros promedio obtenidos usando lavados del matraz de la muestra con

diferentes porcentajes de isopropanol, n=3.

%lsopropanol %Recobro
20 75+3.8
30 76 +4.2
40 6314.8
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Con base en los resultados presentados en la tabla 3.2. donde se observa que los recobros
obtenidos entre el 20 y 30% son similares mientras que con 40% disminuyen, se seleccion¢ el
20% de isopropanol:agua como lavado. Entonces la metodologia de EFS utilizada en este
trabajo basada en los trabajos realizados por Velazco, 2011 y Diaz, 2013 se modifico para el
manejo de los cultivos con algas inmovilizadas con un lavado del matraz de la muestra con
10mL de una disolucion de isopropanol 20%, que después también fue aplicado al cartucho

EFS, para seguir con el procedimiento descrito en la seccion 2.6. (pag. 45) de la metodologia.

Por otra parte, la biomasa fue preparada por DMFS segun el procedimiento descrito en la

seccion 2.8 (pag. 48) de la metodologia.
3.4. Validacién de las metodologias EFS y DMFS

3.2. Linealidad
En la figura 3.5. se presenta la cantidad de BaP recuperada por EFS en funcién de la cantidad
adicionada, se obtuvo una r?>0.99 lo que indica que la metodologia es lineal en el intervalo de
concentraciones evaluado. De la ecuacion de la recta la pendiente por 100 representa al

%recobro global, que en el caso del método de EFS fue de 72.4%.

Linealidad del método EFS
5
4.5
n 4 ”
B 35
S 3
g 3 -
g 25
)
©
@ 15 /
2 Y y=0.724x +0.036
R?=0.991
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0
0 1 2 3 4 5 6 7
g BaP agregados

Figura 3.5. Cantidad de BaP recuperada por EFS en funcion de la cantidad de BaP

adicionada a muestras de medio de cultivo.

58



Resultados y discusion

Igualmente, se observa en la figura 3.6. que la metodologia de DMFS fue lineal en el intervalo
de concentraciones evaluadas con un valor de r>>0.99, de la ecuacion de la recta que se
obtiene de graficar yg de BaP recuperados de la biomasa a las diferentes concentraciones
evaluadas mediante DMFS en funcién de los pg de BaP adicionados. En este caso se obtuvo

un recobro global de 85.7%.

El recobro global obtenido para ambas metodologias es aceptable ya que la USEPA (método

8100) indica que el porcentaje de recobro debe encontrarse entre 70 y 130%.

Linealidad método DMFS
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T 35
§ X e
8 25 s
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Figura 3.6. Cantidad de BaP recuperada por DMFS en funcion de la cantidad de BaP

adicionada a la biomasa.

3.4.2. Precision
Para ambas metodologias se evaluaron la repetibilidad y reproducibilidad como medidas de
precision. El %CV obtenido para la metodologia de EFS a una concentracion de BaP en la
muestra de 266 ug/L, fue de 8.5% en triplicados realizados un mismo dia y para las
extracciones realizadas en 3 dias diferentes a esta misma concentracion fue de 9.2%. La
repetibilidad y reproducibilidad para la metodologia de DMFS fueron evaluadas a una
concentracion en la muestra de 0.8 uyg/mg, el %CV obtenido para un triplicado en un mismo

dia fue de 4.0% y en 3 dias diferentes fue de 5.8%. Los valores de %CV obtenidos para
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ambas metodologias indican que las metodologias tienen una buena repetibilidad y

reproducibilidad.
3.5. Bioensayos de exposicién a BaP

3.5.1. Evaluacion de la capacidad de S. capricornutum inmovilizada para remover BaP
del medio de cultivo.
El sistema CLAR-UV para la deteccion y cuantificacion de los HAPs extraidos del medio y la
biomasa mediante EFS y DMFS respectivamente, permitié el seguimiento de la remocion de
BaP en bioensayos de exposicion a diferentes tiempos con concentracion de BaP fija de 266
pMg/mL. Se observdé que a mayor tiempo de exposicidn, la sefial cromatografica disminuia,
mostrandose que existe la remocion de BaP (Anexo Il). A partir del area de cada pico a cada

uno de los tiempos de exposicion, se calculd la cantidad de BaP en el medio y la biomasa.

En la figura 3.7. se presenta la variacion de BaP del medio con respecto al tiempo de
exposicién. Se puede observar que a los primeros tiempos de exposicién 0.75 y 1.5 h la
cantidad de BaP en el medio varia poco, pero a partir de las tres horas es cuando empieza a
disminuir, entre 3 y 15 h se observa que la cantidad de BaP en el medio disminuye
rapidamente, después de 15 h la cantidad presente en el medio de cultivo es muy pequefia
representando un poco mas del 6% de la cantidad inicial. La disminucion de la cantidad
recuperada de BaP en el medio de cultivo indica que la microalga Selenastrum capricornutum
inmovilizada con las condiciones establecidas en este trabajo, fue capaz de remover BaP del

medio de cultivo.
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Figura 3.7. Cantidad de BaP recuperada del medio de cultivo liquido.

Con respecto al blanco también se observé disminucidon, aunque menor que con las
microalgas; se puede decir que la disminucién de BaP en el medio de cultivo representa la
remocion abidtica como la fotoxidacion. Es importante mencionar que la disminucion de BaP
en el medio de cultivo del blanco siempre es menor a la que ocurre en el medio de cultivo con
las algas inmovilizas a los tiempos de exposicion realizados. De esta manera, las cantidades

de BaP recuperadas en el blanco fueron mayores que las del ensayo con la microalga.

La figura 3.8. presenta la cantidad de BaP encontrada en la biomasa en funcion del tiempo de
exposicion. Se puede observar que la cantidad de BaP encontrada en la biomasa aumenta
con el tiempo de exposicidn hasta las 9 h, esto debido a la adsorcién en la superficie celular y
entre 9 y 15 h la cantidad empieza a disminuir esto debido a la degradacion. Algo importante a
considerar es que la cantidad encontrada en la biomasa representa un porcentaje muy
pequeno de la cantidad inicial, siendo 5% el porcentaje maximo encontrado en la biomasa a

un tiempo de exposicion de 9 h.
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Figura 3.8. Cantidad de BaP encontrada en la biomasa.

En la figura 3.9. se presenta el porcentaje total de BaP extraido después de cada uno de los
tiempos de exposicion, que es el resultado de sumar el %BaP extraido de la biomasa por el
método de DMFS y el %BaP extraido del medio de cultivo mediante el método de EFS. De
manera general puede decirse que a todos los tiempos de exposicidon realizados, la cantidad
de BaP encontrada en la biomasa representa una parte minima del total recuperado, estos
resultados sugieren que la remocion llevada a cabo por S. capricornutum inmovilizada en

alginato se da principalmente por biodegradacién y no por adsorcion a la superficie celular.
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Figura 3.9. %BaP total recuperado de medio liquido y biomasa.

3.5.2. Efecto de la temperatura
Beltran, 2014 observé la influencia de la temperatura en la remocion de BaP del medio de
cultivo llevada a cabo por S. capricornutum en medio libre y encontré diferencia
estadisticamente significativa entre 25 ° y 30 °C, obteniendo que cuando la microalga era
expuesta a BaP a 30 °C, la cantidad recuperada era menor que cuando el ensayo de
exposicion era realizado a 25°. Con base en la influencia comprobada de la temperatura en la
remocion de BaP, en esta seccion se realiza una comparacion entre estas dos temperaturas

con S. capricornutum inmovilizada.

Los ensayos de exposicion de S. capricornutum inmovilizada, descritos en la seccion anterior
se realizaron a 25°, a partir de estos resultados se sabe que a las 6 h es cuando hay una
mayor disminucion de la cantidad de BaP en el medio, por lo que para comparar la remocion
que realiza la S. capricornutum inmovilizada a 30° se realizé un ensayo de exposicién de 6 h
con esta temperatura, los resultados se muestran en la figura 3.10. En esta figura se observa
que el porcentaje en el medio recuperado a 30° es menor que el recuperado a 25°. Por lo
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tanto, con 6 h de exposicion y a 30° las microalgas inmovilizadas remueven mas BaP que el

que remueven a 25° en ese mismo periodo de tiempo

% BaP total ensayo 6h, 25° y 30°
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Figura 3.10. %BaP total recuperado después de 6h a 25° y 30°.

3.5.3. Efecto de la cantidad de microalgas por cuenta.

La inmovilizacién de microorganismos trata de imitar la capacidad de éstos para adherirse a
superficies de manera natural, formando biofilms en los que hay mayor concentracion de
biomasa que en el agua donde se encuentran libres. Se ha observado que en los biofilms hay
mayor actividad metabdlica, la cual se atribuye a las altas cantidades de nutrientes que hay
alrededor de éste. Una de las ventajas de la inmovilizacidon en matrices poliméricas en forma
esférica, es que con esta técnica se puede tener una alta concentracion de microorganismos
viables conservando las caracteristicas de una inmovilizacion que se da por la tendencia
natural de los microorganismos a adherirse a una superficie, sin embargo en cierta parte se
sabe que una alta carga de microorganismos en las cuentas limita la difusion de sustratos y se
ha encontrado que hay una menor difusion de oxigeno y una disminucién del crecimiento
(Cohen, 2001; Cassidy et al., 1991).
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Por esta razon, se realiz6 una prueba aumentando al doble la concentracion de microalgas
por cuenta, es importante mencionar que el numero de algas total fue el mismo que el
utilizado en todos los ensayos realizados en este trabajo. Con la inmovilizacion realizada
siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 3.1.2. (pag. 54) se obtienen 88 cuentas en
promedio (n=5, %CV=5.4), en esta seccidén se describen los resultados obtenidos al disminuir
a la mitad el volumen goteado, obteniendo un mayor numero de microalgas por cuenta, el
numero de cuentas promedio obtenido fue de 42 (n=5, %CV=6.21). El porcentaje de BaP
recuperado en el medio se presenta en la figura 3.11. con las microalgas inmovilizadas en

diferente numero de cuentas.
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Figura 3.11. %BaP en el medio de cultivo después de 6 h de exposicién. Con 6 mL (88

cuentas) y 3 mL (42 cuentas) de la suspensién alginato:algas.

En la figura 3.11. se observa que el %BaP en el medio de cultivo es mayor cuando las
microalgas se encuentran distribuidas en 42 cuentas, esto indica que la remocion de BaP del
medio de cultivo fue menor que la realizada por las microalgas cuando éstas se encuentran
distribuidas en 88 cuentas, estos resultados podrian deberse a que la mayor densidad de

microalgas por cuenta limitaron la difusién de sustratos incluyendo al BaP, teniendo un

65



Resultados y discusion

impacto en la remocién de éste. Ruiz Marin et al., 2011, reportaron que la tasa fotosintética de
S. obliquus cuando esta se encuentra inmovilizada en cuentas de alginato, es mayor en
cuentas con baja densidad celular en comparacion con la tasa fotosintética en cuentas con

alta densidad celular, en las que existe limitacién de luz.

3.5.4. Comparacion con algas libres
En la figura 3.12. se muestra la comparacion del porcentaje removido de BaP (calculado con
la ecuacién 2.5. por S. capricornutum, inmovilizada y en medio libre (Beltran, 2014), con un
tiempo maximo de exposicion de 6 h, en donde se observa que la remocion llevada a cabo por
las microalgas libres es mas rapida llegando a remover aproximadamente el 90% de la
cantidad inicial de BaP a las 6 h, mientras que con las microalgas inmovilizadas se removio un
valor cercano de 70% de BaP después del mismo periodo de tiempo. Sin embargo, la
tendencia para las microalgas inmovilizadas fue de remover cada vez mas BaP del medio de
cultivo, asi que a las 9 h removieron ya el 76% y a las 15 h removieron 92% alcanzando asi a
remover el mismo porcentaje que removieron las microalgas libres a las 6 h. Con estos
resultados se puede decir que la S. capricornutum inmovilizada puede remover la misma

cantidad de BaP que cuando se encuentra libre, pero la remocién es mas lenta.
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Figura 3.12. %Removido del medio de cultivo en funcion del tiempo por las microalgas libres

e inmovilizadas.
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La remocién de contaminantes utilizando microorganismos puede llevarse a cabo por la
adsorcion del compuesto a la superficie celular o por la biodegradacién del contaminante. Con
base en los trabajos realizados por Lindquist y Warshawsky, 1985 y Warshawsky, 1988, se
sabe que S. capricornutum puede biodegradar al BaP. También Olmos, 2013, detectd la
presencia de los metabolitos de BaP en medio de cultivo después de que la microalga fue
expuesta a este compuesto; Beltran, 2014 y Diaz, 2013 encontraron la presencia de BaP en la
biomasa, y que éste iba disminuyendo con el paso del tiempo. Takacova et al., 2014 observo
por microscopia de fluorescencia la presencia de BaP dentro de la microalga Chlorella kessleri
y que su degradacion se llevé a cabo después de 144 h, sugiriendo que esta microalga

remueve primero BaP por adsorcion y posteriormente lo internaliza y lo degradan.

Como se menciond en la seccion 3.5.1 la cantidad de BaP recuperada en la biomasa de los
ensayos con S. capricornutum inmovilizada es muy baja, esto es una diferencia relevante con
respecto a lo ocurrido cuando las microalgas libres son expuestas a BaP, en la figura 3.13. se
presenta una comparacion del %BaP total recuperado después de 6 h para las algas

inmovilizadas y libres.

En la figura 3.13. también se observa que el %BaP total recuperado después de 6 h es igual
para las microalgas libres (Beltran, 2014) y las inmovilizadas. Sin embargo, en las microalgas
libres se recuperd mayor cantidad de BaP en el medio que la que se encontrd en la biomasa
que fue inmovilizada. En el %removido se consider6 que el BaP faltante en el medio después
de cada tiempo de exposicion habia sido degradado por la microalga y que el BaP que se
encontrd en la biomasa representa la cantidad adsorbida por las microalgas. La cantidad
inicial de BaP menos la cantidad encontrada en el medio. Dado que las microalgas libres
muestran tendencia a adsorber el BaP es importante notar que parte del %removido por
éstas, se debe a la adsorcion, por ejemplo después de 6 h el %removido es mas del 90% pero
de este porcentaje 23% se encuentra adsorbido a las microalgas, en cambio para las
microalgas inmovilizadas después de 6h se ha removido el 76% y de éste solo 5% se
encuentra en la biomasa. Al parecer la cantidad de BaP que llega a las microalgas

inmovilizadas parece estar dosificado y siendo inmediatamente degradado.
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%BaP total inmovilizadas vs libres ensayo 25°, 6h

36
32
28
24
20

M Biomasa

16
H Medio

%BaP total

12

Inmovilizadas Libres

Figura 3.13. %BaP total recuperado después de 6 h, microalgas inmovilizadas y libres

El % degradado representa el %BaP removido por las microalgas por degradacion y no por
adsorcion a la superficie celular y se calcula por la resta de la cantidad de BaP inicial menos la
cantidad de BaP total, este ultimo es la suma de la cantidad de BaP encontrada en el medio
mas la cantidad de BaP encontrada en la biomasa. El porcentaje degradado por S.
capricornutum en medio libre e inmovilizada se presenta en la figura 3.14., en ésta puede
observarse que el %BaP degradado por las microalgas libres en las primeras 3 h es mayor
que el %degradado por las microalgas inmovilizadas. A partir de las 4 h el %BaP degradado
es muy parecido para ambas y después de 6 h las microalgas inmovilizadas degradan cerca

del 70% de BaP al igual que las microalgas libres.
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Figura 3.14. %BaP degradado por las microalgas inmovilizadas y libres.

Beltran, 2014 encontré que la remocion de BaP realizada por S. capricornutum era mayor
cuando ésta era realizada a 30° que la realizada por las microalgas a 25 C°. En la seccién
3.5.2 se encuentran los resultados de evaluar la remocion de BaP a 30 C° realizada por la
microalgas inmovilizadas, que indican que se remueve un mayor %BaP del medio a 30 C°. A
continuacion se compara la remocion llevada a cabo por las microalgas inmovilizadas y libres
a 30 °C.

En la figura 3.15. se observa que para las microalgas libres se recupera un menor %BaP en el
medio de cultivo esto indica que la remocién de las algas libres a 30° es mayor que la
realizada por las microalgas inmovilizadas a esta misma temperatura. Sin embargo el
%degradado que descarta el BaP en la biomasa es similar, las microalgas inmovilizadas
degradan 76% y las libres 79%.
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CAPITULO 4.

CONCLUSIONES

Se logré inmovilizar a la microalga Selenastrum capricornutum en cuentas de alginato, las
concentraciones de alginato de sodio 2% y CaCl, 1% lo que, garantizo la viabilidad celular por

un periodo de tiempo minimo de 24 h.

Se modifico y optimizd la metodologia de EFS para su aplicacion a la extraccion de BaP del

medio de cultivo con microalgas inmovilizadas en cuentas de alginato.

Las metodologias basadas en la EFS y DMFS utilizadas en este trabajo para extraer BaP del
medio de cultivo y de la biomasa respectivamente junto con la cromatografia de liquidos de
alta resolucion y deteccion UV para el analisis de los extractos, fueron lineales en el intervalo

de concentraciones estudiadas, eficientes y reproducibles.

Se demostro la capacidad de S. capricornutum inmovilizada en alginato para remover BaP del
medio de cultivo y se encontré que la remocion de BaP es mas lenta en comparacién con la
remocién realizada por esta microalga en medio libre y que S. capricornutum inmovilizada

remueve casi en su totalidad al BaP después de 15 h.

Se encontré que de manera similar a cuando S. capricornutum se encuentra libre, el aumento
en la temperatura tiene un efecto positivo en la remocion de BaP llevada a cabo por S.
capricornutum inmovilizada, en un tiempo de exposicion de 6 h, esto indica que |la temperatura
es una variable a controlar en el proceso de remocion de BaP por S. capricornutum

inmovilizada.

Igualmente, la variacidn en el numero de cuentas en las que se encuentran distribuidas las
microalgas, indica que una mayor densidad de células por cuenta tiene un efecto negativo en

la remocion de BaP posiblemente por la disminucion en la difusion de sustratos y oxigeno.
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Conclusiones

La inmovilizacion de S. capricornutum en alginato podria tener aplicacion en la
biorremediacion de aguas contaminadas con BaP y de esta manera eliminar los obstaculos en
el tratamiento de agua contaminada con microalgas en medio libre tales como costos y
tiempos de centrifugacion vy filtracion para recolectar o eliminar la biomasa del agua después
deltratamiento.
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Anexo

Anexo |
Espectro de absorcién de BaP de 190 a 360 nm, disolucion estandar de BaP 1ug/mL. Donde

se observa que la maxima respuesta se obtiene a 264 nm .
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Anexo

Anexo |l

Cromatogramas de BaP extraido del medio de cultivo por EFS a los diferentes tiempos de
exposicion. Condiciones: columna analitica C18, tamafo de particula 5u, fase moévil 100%
MeOH, flujo 1mL/min, deteccién UV 264 nm.
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