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RESUMEN

Se desarrollé una propuesta para el tratamiento de un medio acuoso contaminado con
Hidrocarburos  Aromaticos Policiclicos (HAPs), tomando como modelo el
Benzo[a]Antraceno (BaA) y Benzo[a]Pireno (BaP), compuestos de 4 y 5 anillos,
contaminantes considerados como persistentes y peligrosos por su toxicidad y
carcinogenicidad. Esta propuesta consistié en evaluar la remocién de los HAPs a traves
del uso de alginato de calcio, que sirvié para inmovilizar a las microalgas Selenastrum
capricornutum y Scenedesmus acutus (microorganismos que han demostrado su
capacidad para biodegradar estos contaminantes), en forma de perlas. Dichas perlas
sirvieron como empaque para un pequefio bioreactor, que operd de forma semicontinua,
utilizando una bomba peristaltica.

Para cuantificar a los HAPs residuales y asi evaluar su remocion del medio acuoso por las
microalgas, se utilizé en el tratamiento de la muestra la técnica de Extraccién en Fase
Solida (EFS) y el analisis de extractos se efectué por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (CLAR) y deteccidn espectrofotométrica UV. Previamente se validé la
metodologia para verificar la linealidad, precision, limites de deteccion y cuantificacion y el
% de recuperacién. Se obtuvieron coeficientes r>0.99, coeficientes de variacion <10%,
limites de deteccion 0.0069 mg/L y de cuantificacion de 0.021 mg/L para el BaA; en
cuanto al BaP, se obtuvieron limites de deteccion 0.0083 mg/L y de cuantificacion de
0.025 mg/L y recobros cercanos al 75%.

Una vez que se valido el método EFS-CLAR-UV, se procedio a optimizar las condiciones
en que las algas, inmovilizadas en perlas, removieran mayor porcentaje los HAPs; se
hicieron pruebas del tiempo de exposicion, cantidad de microalgas por perla y numero de
perlas. Una vez que se observaron las condiciones de las perlas en donde se obtenia una
mayor recuperacion, se hicieron pruebas acerca de la forma en la cual el bioreactor
tuviera una buena distribucién de las perlas, un buen porcentaje de remocion, entre otros
aspectos. Después se buscd disefiar un bioreactor y optimizar su operacion haciendo
modificaciones en los flujos con los cuales se renovaba el medio a tratar (lo que implica
modificar también el tiempo de operacién), la recirculacién del medio a tratar y el cambio
en la proporcion de volumen del medio acuoso con respecto al volumen de las microalgas
inmovilizadas en las perlas. Con el uso de un bioreactor en forma de S, se obtuvo
alrededor del 80% de remocion para ambos HAPs, en ciclos de tratamiento de 4.5 horas,

con una etapa estatica y una dinamica (a flujo constante).
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INTRODUCCION

La preservacion del medio ambiente es algo que debe preocuparnos como sociedad, y
uno de los temas de mayor importancia es la calidad del agua, debido al aumento de la
poblacién, y por lo tanto a la demanda de este servicio. Sin embargo, la contaminacion del
agua derivada de la industria y la agricultura se esta convirtiendo en un problema
importante en los paises en desarrollo, donde cerca de 500 millones de personas no
tienen acceso a agua segura (Brayner et al. 2011).

El uso de la biotecnologia ambiental que consiste en la aplicacion de procesos
biolégicos para la remediacion de ambientes contaminados como agua, suelo y aire,
(Brenner & Abeliovich 2013) puede utilizar a las microalgas en aplicaciones potenciales
como: 1) captura de CO, de los gases de combustidon industrial, 2) la produccion de
bioenergia (biocombustibles), 3) la eliminacion de contaminantes de las aguas residuales
y 4) produccién de biomasa para obtener complementos y aditivos alimenticios. Sin
embargo, ninguna de las aplicaciones es econdémicamente viable, debido principalmente a
las necesidades de agua, nutrientes y energia; y por otra parte, porque el proceso de
recoleccion de microalgas resulta costoso, ya que representa aproximadamente el 30%
de los costos totales (Pires et al. 2013). Para reducir estos inconvenientes, la tecnologia
de inmovilizacion de algas ha sido util en la recoleccion, cultivo, tratamiento de aguas
residuales y para el disefio de reactores (Mallick 2002), y mas alla de estas aplicaciones,
la variedad de los materiales y técnicas de inmovilizacién, han sido utilizadas tanto a nivel
laboratorio como industrial en un amplio rango de industrias como la alimenticia,
produccion biomédica, textil, detergentes y produccion de biodisel (Es et al. 2015).

Es bien sabido que la bioremediacién de medios acuosos contaminados puede
realizarse con ayuda de microorganismos. Tradicionalmente, los estudios de
biodegradacién de contaminantes iniciaron con el aislamiento de uno o mas
microorganismos capaces de degradar contaminantes, sin embargo, algunos autores han
determinado que la cinética de degradacion difiere de lo que se observa entre el
laboratorio y el medio ambiente, por lo que concluyen que los estudios de bioremediacion
deben ser llevados a cabo en ambientes no estériles y que contengan una variedad de
organismos (Watanabe 2001). De todas formas, el primer paso en los estudios de
degradacién siempre debe de realizarse en medios sintéticos controlados antes de pasar
a evaluar lo que sucede en los medios ambientales.

Las microalgas son un buen modelo pare estudiar la remocion y degradacion de

contaminantes ya que se sabe que pueden biodegradar contaminantes organicos
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peligrosos. Por ejemplo, organismos del género Chlorella, Ankistrodesmus o
Scenedesmus se han utilizado con éxito para el tratamiento de aguas residuales de la
industria papelera y del aceite de oliva. Se ha reportado la remocion de 50 mg/L por dia
de p-nitrofenol con la union de Chlorella vulgaris y Chlorella pyrenoidosa (Muhoz &
Guieysse 2006). También se conoce que algunas especies pueden remover y degradar a
los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) (Lindquist & Warshawsky 1985; Semple
et al. 1999; Chan et al. 2006; Lei et al. 2007; Olmos-Espejel et al. 2012; Garcia de Llasera
et al. 2016). La presencia de los HAPs en aguas superficiales o subterraneas indica que
existe una fuente de contaminacién, aunque usualmente los HAPs no se encuentran en
concentraciones notables. Los HAPs son contaminantes lentamente biodegradables bajo
condiciones aerdbicas en cuerpos acuosos, su velocidad de biodegradacion disminuye
drasticamente al incrementarse el numero de anillos aromaticos (World Health
Organization 1998). Sin embargo, la bioremediacién con microorganismos representa el
medio mas econdmico y amigable para el ambiente comparado con la remediacion fisica
0 quimica. Por lo tanto, dado el problema que representa un medio acuoso contaminado
con HAPs y las ventajas que conlleva el uso de microalgas para la remediacién, en este
trabajo se propone utilizar las especies: Scenedesmus acutus y Selenastrum
capricornutum, que han demostrado ser capaces de remover y degradar contaminantes
aromaticos. Las microalgas se manejaron inmovilizadas en cuentas de alginato para
empacar un pequeno reactor en donde se evalud la bioremocién de dos HAPs pesados:
Benzo[a]Antraceno y Benzo[a]Pireno, en agua potable, con apoyo de la extraccién en fase
so6lida (EFS) y la cromatografia de liquidos de alta resolucion con deteccion

espectrofotométrica ultravioleta (CLAR-UV).
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OBJETIVOS

General

Disenar y evaluar un mini bio-reactor de flujo continuo o semicontinuo para la
remocion de Benzo(a)Antraceno y Benzo(a)Pireno, por las microalgas
Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus inmovilizadas en perlas de
alginato.

Especificos

1.

Establecer las condiciones cromatograficas Optimas para efectuar la
cuantificaciéon de Benzo(a)Antraceno y Benzo(a)Pireno por CLAR-UV vy la
validacién del sistema.

Optimizar un método de extraccion de Benzo(a)Antraceno y Benzo(a)Pireno
del medio liquido de cultivo, utilizando la técnica de Extraccidén en Fase solida.
Validacion del método de extraccién y analisis por EFS-CLAR-UV de los
compuestos seleccionados evaluando la linealidad, exactitud, precision y
limites de deteccién y cuantificacion.

Obtener condiciones de mantenimiento de la viabilidad de las dos especies de
microalgas inmovilizadas por separado, S. capricornutum y S. acutus.

Evaluar la capacidad de estas dos especies para remover de un medio acuoso
Benzo[a]Antraceno y Benzo[a]Pireno de modo individual y de modo conjunto.
Establecer la viabilidad de una mezcla de perlas con estas dos especies de
microalgas, asi como la proporcion y medios éptimos para llevar a cabo esta
mezcla.

Establecer las condiciones de operacion (caracteristicas del empaque,
cantidad de empaque, flujo, tiempo de contacto, volumen del medio acuoso,
cantidad de contaminante,porcentaje de remocién) del mini bio-reactor que
contenga a las microalgas expuestas a los HAPs en estudio.
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CAPITULO 1 ANTECEDENTES

1.1 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

1.1.1 Estructura y propiedades fisicoquimicas
Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) constituyen una clase de compuestos
quimicos organicos de dos o mas anillos de benceno fusionados, en arreglos lineares y en
racimo (Hu et al. 2014; Juhasz & Naidu 2000; Cerniglia 1992) que pueden tener, o0 no,
moléculas pentaciclicas (Rubio-Clemente et al. 2014) . Son compuestos hidrofébicos con
baja solubilidad en agua, por lo cual son persistentes; al incrementarse a mas de 4 anillos
fusionados los HAPS aumentan su hidrofobicidad, su persistencia ambiental y
genotoxicidad. Hay 16 HAPs que estan considerados como contaminantes prioritarios de
la lista de la Agencia de Proteccion del Medio Ambiente (EPA, por sus siglas en Inglés
Environmental Protection Agency) de los Estados Unidos, desde que se conocen que
algunos son toéxicos, cancerigenos y mutagénicos (Cerniglia 1992; Manoli & Samara
1999).

A temperatura ambiente los HAPs son solidos incoloros de color amarillo. Las
caracteristicas generales comunes son altos puntos de fusién y ebullicién, bajas presiones
de vapor y escasa solubilidad en agua (World Health Organization 1998). El valor de la
solubilidad en agua es muy pequefio a temperatura ambiente, pero puede aumentar al
incrementar la temperatura. La bioacumulacion de compuestos organicos muestra
correlacion con el coeficiente Kow (Wang & Wang 2007). El parametro log Kow es el
coeficiente de reparto octanol-agua, tiene valores en el rango de 3 a 8 para los HAPs
(Manoli & Samara 1999). Los valores de Kow exhiben un aumento general de valor al
aumentar el peso molecular (Wang & Wang 2007). Este coeficiente indica la afinidad de
un compuesto a una fase no acuosa (Juhasz & Naidu 2000). La tabla 1.1, adaptada de
Manoli & Samara (1999) se le agregé el numero CAS, el peso molecular y los puntos de
ebullicion y fusidon de cada HAP, para complementar la informacion de los 16 HAPs
prioritarios. Los compuestos resaltados en la tabla, son los que se estudiaron en este
trabajo, como puede apreciarse el Benzo[a]Antraceno y el Benzo[a]Pireno son

compuestos muy lipofilicos y muy poco volatiles.
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Tabla 1.1 Propiedades fisicoquimicas de los 16 HAPs prioritarios

Punto de | Punto de | Solubilidad | Presion de
Peso log
Compuesto No. CAS Molecular fusion | ebullicion agua vapor K
(°C) (°C) (mg/L) (mm Hg) o
Naftaleno
[91-20-3] 128 80 218 32A 0.0492 3.3
Acenafteno
[83-32-9] 154 95 279 344 102-1038 | 3.98
Acenaftileno
[208-96-8] 152 78 280 3.93 102-103B | 4.07
Fluoreno
[86-73-7] 166 116 295 1.98 102-103B | 4.18
Fenantreno
[85-01-8] 178 99 336 1.0-1.3A~ | 6.8x10“B | 4.45
Antraceno
[120-12-7] 178 218 342 0.05-0.07 A 2x1048B 4.45
Pireno
[129-00-0] 202 156 404 0.14 A 6.9x10°B | 4.88
Fluoranteno
[206-44-0] 202 107 384 0.26% 105-10%8 4.9
Criseno
N\ /T | [218-01-9] 228 252 448 2.8x10°# | 10""-1078 | 5.56
-4 \
\‘mJ Nz
Benzo[a]antraceno
% O O [56-55-3] 228 155 438 0.01A 5x109B 5.61
Benzo[a]pireno
“ [50-32-8] 252 179 310 3.8x1073A 5x10° B 6.05
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Tabla 1.1 Propiedades fisicoquimicas de los 16 HAPs prioritarios (Continuacion)

Peso Punto de | Punto de |Solubilidad | Presion de o
Compuesto CAS Molecular fusion | ebullicion agua vapor K g
(°C) (°C) (mglL) (mmHg) ™
Benzo[b]fluoranteno
I I [205-99-2] 252 165 480 7.6x10% | 10M-10°A | 6.06
Benzo[k]fluoranteno
[207-08-9] 252 215 480 7.6x10* 9.6x107~ | 6.84
Benzolg,h,i]perileno
[191-24-2] 276 273 550 2.68x10* 10710 6.5
Indeno|c,d]pireno
[193-39-5] 276 164 530 0.062 1010 6.58
1,2:5,6-
dibenzoantraceno
[53-70-3] 278 267 524 5x104A 1010 6.84
A 25°C B 20°C Adaptacion de la tabla (Manoli & Samara 1999).

1.1.2 Fuentes de produccion

Se forman naturalmente durante las erupciones volcanicas y durante la quema de

vegetacion en incendios forestales (Juhasz & Naidu 2000; Manoli & Samara 1999); las

fuentes antropogénicas incluyen la combustion de combustible fosil, derrame de

productos de petréleo, incineracion de basura y al cocinar los alimentos (Johnsen et al.

2005; Cerniglia 1992). Entran al medio ambiente desde multiples fuentes como:

consecuencia aérea directa, fuga cronica de efluentes industriales (procesos de

gasificacion y licuefaccion del carbén, incineracion de basura, coke, carbon negro) o de

aguas residuales, descargas accidentales durante el transporte (Cerniglia 1992). Su

lanzamiento en el aire, el suelo o el agua seria un problema grave desde el punto de vista

de la proteccion del medio ambiente y la salud humana. Los posibles destinos de los
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HAPs incluyen la volatilizacion, foto-oxidacién, oxidacién quimica, bioacumulacion,
adsorcion a particulas de suelo, lixiviacién y degradacion microbiana (Cerniglia 1992). En
la figura 1.1 se muestra un esquema de los posibles destinos que pueden tener los HAPs,

una vez liberados al ambiente.

Solubilizacidn

Absorcidn

Binacurnulacion

Deposicidn

————————

Actividades hurmanas —

—_— .
Resuspensidn

“olatilizacidn

Cadena

. » Ahsorcion . L
Liberacidn de HAPs hedio Ambiente —"[ Atmdsfera "]1_ alimenticia Seres vivas

Yolatilizacion

Yolatilizacion

Resuspension
Procesos Maturales

Deposicidn

Absorcidn

Yalatilizacidn

Bioacumulacidn

Solubilizacian

Figura 1.1 Fuentes de emision de HAPs y posibles destinos en el ambiente.
(Rubio-Clemente et al. 2014)

1.1.3 Toxicologia de los HAPs
Se informé que entre el 70-90% de enfermedades de cancer en seres humanos y
animales son causadas por productos quimicos altamente téxicos en el medio ambiente
(Hu et al. 2014).

Los HAPs son una preocupacion porque algunos de ellos pueden causar cancer
en los seres humanos y son perjudiciales para los peces y otros organismos acuaticos. La
mayor parte de la informacion sobre la toxicologia de los HAPs se derivd de
experimentacion en animales expuestos a los HAPs en condiciones controladas. Los
estudios relacionados con los efectos sobre los seres humanos a la exposicion de HAPs,
por separado o en conjunto, son raros. Debido a la compleja naturaleza de las mezclas es
dificil evaluar la contribucién de un solo HAP a la carcinogenicidad total de estas mezclas.
Los seres humanos pueden estar expuestos a HAPs a través del aire, el agua y los
alimentos. En la comparacion de las vias de inhalacion e ingestion, algunos

investigadores encontraron que la ingesta potencial podria ser similar en cada medio. Los
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estudios epidemiolégicos han demostrado aumento de la mortalidad por cancer de
pulmoén en los seres humanos expuestos a emisiones de hornos de coque, emisiones de
material para techos de alquitran y al humo del cigarrillo (Garcia-Falcén et al. 2004). En
1933 se demostré que un HAP aislado del alquitran de hulla era cancerigeno, el
compuesto resultdé ser el BaP (Mastandrea et al. 2005). Ademas los HAPs se han
asociado con otros tipos de cancer como el de vejiga, laringe, escroto, mama, eséfago,
préstata, rindn, piel y pancreas. También son capaces de suprimir el sistema
inmunoldgico y son sospechosos de ser disruptores enddcrinos (Rubio-Clemente et al.
2014). Una ruta general propuesta para la carcinogenicidad por exposicion ambiental
considera las siguientes etapas: exposicion, activacion metabdlica, formacion de aductos

entre HAPs y ADN y mutaciéon en genes (Mastandrea et al. 2005).

1.1.4 Limites Maximos Permisibles de los HAPs
Los limites maximos permisibles de un compuesto dependeran del tipo de ambiente en el
que se pretenda regular. Por ejemplo para 1997, la Occupational Safety and Health
Administration (OSHA) de Estados Unidos establecié un limite de exposicién permitido de
0.2 mg/m3 en el ambiente de trabajo, para el BaP. La EPA, contempla solo al BaP para
muestras de agua potable con un limite maximo de 0.0002 mg/L (US-EPA 2009).

En México, la regulacién de HAPs para suelos se encuentran en la Norma Oficial
Mexicana 138, NOM-138-SEMARNAT/SS-2003, la cual establece los Limites Maximos
Permisibles (LMP) para 6 HAPs dependiendo el uso del suelo, como puede verse en la
tabla 1.2 (SEMARNAT 2013). Para el tipo de uso del agua se cuenta con la Ley Federal
de Derecho/Disposiciones aplicables en materia de Aguas Nacionales, que establece en
la tabla de lineamientos de calidad del agua, el contenido de Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos, dependiendo del uso del agua (CONAGUA 2014), un extracto de esta tabla
se puede apreciar en la tabla 1.3.

Hace 5 afos salié un proyecto para la modificacion de la NOM-127-SSA1-1994, el
cual se ha nombrado “Proyecto de Norma Oficial Mexicana NOM-000-SSA1-2010, Agua
para uso y consumo humano. Limites maximos permisibles de la calidad del agua y
requisitos sanitarios que deben cumplir los sistemas de abastecimiento de agua publicos y
privados, su control y vigilancia. Procedimiento sanitario de muestreo”. En este proyecto
se contempla el monitoreo de una amplia variedad de contaminantes, entre los cuales
aparece el BaP, donde se establece que su LMP es de 0.70 pg/L. Sin embargo todavia no

ha entrado en vigor.
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Tabla 1.2 Limites maximos permisibles para hidrocarburos especificos en suelo

Uso de suelo predominante
mg/kg base seca
Hidrocarburos especificos | Agricola, forestal, . . )
ecuario y de ReS|den0|aI y Industrlgl y
P o creativo comercial
conservacion
Benceno 6 6 15
Tolueno 40 40 100
Etilbenceno 10 10 25
Xileno (suma de isémeros) 40 40 100
Benzo[a]pireno 2 2 10
Dibenzo[a,h]antraceno 2 2 10
Benzo[a]antraceno 2 2 10
Benzo[b]fluoranteno 2 2 10
Benzo[k]fluoranteno 2 2 10
Indeno[1,2,3-cd]pireno 2 2 10

Tabla 1.3 Lineamientos de calidad del agua (fragmento)

Parametros Usos
Unidades en mg/L
si no se indican otras 1 2 3 4
Fenol 0.001 - 0.1 0.06
Fluoranteno 0.04 - - 0.0004
Halometanos 0.002 - 0.1 -
Heptacloro 0.0001 - 0.0005 0.0005
Hexaclorobenceno 0.00005 - 0.0025 0.0016
Hexaclorobutadieno 0.004 - 0.0009 0.0003
Hexaclorociclopentadieno 0.001 - 0.0001 0.0001
Hexacloroetano 0.02 - 0.01 0.009
H|drocarb_uros aromaticos 0.0001 ) i 0.1
Polinucleares

Uso 1: Fuente de abastecimiento para uso publico urbano.
Uso 2: Riego agricola.
Uso 3: Proteccion a la vida acuatica: Agua dulce, incluye humedales.

Uso 4: Proteccion a la vida acuatica: Aguas costeras y estuarios.



1.2 Andlisis de HAPs en muestras acuosas

En la actualidad existen métodos para el analisis de HAPs en agua y en lodos. Los HAPs
generalmente son analizados por cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro
de masas como detector (Método EPA 8100) o por cromatografia de liquidos acoplada
con detector de UV-arreglo de diodos y/o fluorescencia (Método EPA 8310); sin embargo
la confirmacion de los HAPs en muestras ambientales suele ser dificil (Busetti et al. 2006).
Por ello se han desarrollado métodos de extraccion para esta tarea, buscando la
separacion selectiva de estos compuestos presentes en las muestras. Las técnicas de
extraccion utilizadas para el aislamiento de HAPs en muestras acuosas se describen a

continuacion.

1.2.1 Técnicas de Extraccion
Para la extraccion de HAPs del agua la extraccion Liquido-Liquido (ELL) es
probablemente de las técnicas mas ampliamente utilizadas (Ozcan et al. 2010). Esta
técnica consiste en utilizar un disolvente no polar, los analitos se distribuyen entre ambas
fases inmiscibles (agua — disolvente), colocadas en un embudo de separacién (Smith
2003). Esta técnica aplicada en su modo tradicional requiere utilizar grandes volumenes
de disolventes organicos y tiempo de analisis. Ademas de no ser una técnica
automatizada (Marce & Borrull 2000). En afios recientes, microtécnicas de extraccién
liquido-liquido como la microextraccion en wuna gota suspendida (SDME), Ila
microextraccién liquido-liquido dispersiva (DLLME) y la microextraccion con emulsificaciéon
asistida por ultrasonido (USAEME) han sido desarrolladas para poder establecer métodos
miniaturizados eficientes y econdmicos en la preparacién de muestras (Ozcan et al.
2010). Una alternativa a las técnicas de extraccién liquido-liquido, es la extraccién con
adsorbentes, la mas utilizada es la extraccion en fase sdélida que se explica a

continuacion.

1.2.2 Extraccion en Fase sélida (EFS)
Es una técnica ampliamente utilizada en la preparacién de muestras para separar analitos
seleccionados (Poole 2003). Se utiliza un cartucho desechable empacado (en la
actualidad se cuenta con una amplia variedad de fases soélidas) que hace posible analizar
compuestos de interés en disolucion. Una vez atrapado el analito, puede ser liberado en
un pequeno volumen de un disolvente de extraccion (Smith 2003). La EFS introdujo

caracteristicas importantes como: Disminucién del volumen de disolvente utilizado,
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analizar compuestos polares en muestras acuosas, mejorar los porcentajes de
recuperacion de los analitos de interés y su posible automatizacion (Hennion 1999).

El principio se basa en las interacciones adsorbente-analito (Marce & Borrull
2000). Varios tipos de adsorbentes utilizados para la EFS se pueden agrupar de acuerdo
con el mecanismo principal de interaccion entre el adsorbente y el analito. En la tabla 1.4,
se muestran los mecanismos de interaccion que pueden presentarse entre el analito y el
adsorbente (Wells 2003). La seleccion del adsorbente depende de las consideraciones
tedricas como: analitos no polares pueden ser retenidos en adsorbentes no polares
(Cserhati 2010).

Tabla 1.4 Mecanismos de interaccion de los adsorbentes para EFS y analitos

Mecanismo de interaccion Adsorbente

Octadesil (C18), octil (C8), etil (C2), fenil (PH), ciclohexil (CH),
poliestirenodivinilbenzeno (PSDVB), carbono grafitizado

Fuerzas de Van der Waals

Dipolo-dipolo Ciano (CN), silica, alimina, Florisil
Puentes de hidrégeno Amino (NH2), diol
Electrostatico Intercambio catidnico (CX), intercambio anidnico (AX)

La EFS puede ser aplicada para la pre-concentracién y purificacién de extractos de
muestras liquidas o sdlidas (Cserhati 2010). Sin embargo el concepto de utilizar una
columna corta para la limpieza de muestras ha sido empleado por varios afios, donde se
empacaban a mano materiales como la silice o Florisil cuya principal funcién fue retener
impurezas (Smith 2003).

La figura 1.2, muestra un esquema general acerca de como se elige el tipo de
adsorbente o fase estacionaria de acuerdo a las caracteristicas de la muestra y los
analitos. Es de notarse que la EFS puede considerarse como un sistema de cromatografia
de liquidos simple, de alli la similitud en la seleccion de fase estacionaria de acuerdo a la
polaridad y solubilidad del analito. Por ejemplo, para muestras acuosas tales como agua,
orina o sangre, se deben conocer caracteristicas del analito como: solubilidad en agua y si
tiene caracter iénico, polar o neutro, para ver el tipo de cromatografia recomendada para
llevar a cabo el analisis. De acuerdo al tipo de cromatografia seleccionada se elige la fase

del adsorbente adecuado para realizar la EFS.
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Figura 1.2 Procedimiento general para la eleccion del tipo de fase en la EFS,
de acuerdo al tipo de muestra y analito (PerkinElmer 2012).

El proceso de EFS consiste regularmente en una serie de cuatro pasos que son:

1.- Preparacioén del cartucho o columna (acondicionamiento)

El acondicionamiento se refiere a dejar en éptimas condiciones la fase estacionaria o
adsorbente para recibir la muestra. Los adsorbentes disponibles comercialmente, se
pueden encontrar en tres formatos: contenidos en los cartuchos (columnas semejantes a
jeringas, como pueden apreciarse en la figura 1.3), en discos o las fases adsorbentes se
pueden comprar a granel. La tipica columna se fabrica de polipropileno o de vidrio y el
adsorbente esta contenido en la columna mediante el uso de “frits” porosos de polietileno,
acero inoxidable, o de teflon.

La adsorcion del analito depende tanto del volumen de la muestra como de la
masa de adsorbente. Para una cantidad dada de adsorbente, el volumen de fuga es
menor para un analito que interactia con menos fuerza con el adsorbente. Para cualquier
volumen de muestra dado e incluyendo el volumen de fuga, el analito que interactia mas
fuertemente con el adsorbente requerira una menor cantidad de adsorbente para lograr
una recuperacion cuantitativa (Wells 2003).
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Figura 1.3 Cartuchos de Extraccion en Fase Sdlida.
http://www.capitalanalytical.com/index.php?c=products&m=view&category=98

2.- Carga de la muestra (retencion)

El volumen de la muestra puede estar entre 1 mL a 1 L. La muestra puede ser pasada por
gravedad, aplicando presion o aspirando con vacio. La velocidad a la cual fluye la muestra
debe permitir la retencion de los analitos (Camel 2003). El adsorbente aisla los analitos

aunque también son retenidos elementos indeseables de la muestra (Wells 2003).

3.- Lavados del cartucho

Se enjuaga la columna para remover los componentes indeseables de la matriz (Wells
2003). Este paso puede ser opcional. Se lava el cartucho con un disolvente con fuerza
débil de elucién para eliminar los componentes de la matriz que pudieron haber sido
retenidos sin desplazar los analitos. Una etapa de secado también puede ser aconsejable,
especialmente para matrices acuosas, para eliminar trazas de agua del adsorbente sélido
(Camel 2003).

4.- Desorcion de la muestra (elucién)

El analito es concentrado y aislado, listo para el analisis (Wells 2003). Este paso final
consiste en la elucion de los analitos de interés por un disolvente apropiado, sin la
eliminacion de componentes de la matriz retenidos. ElI volumen de disolvente debe
ajustarse de modo que sea una recuperacion cuantitativa y eficiente de los analitos
(Camel 2003).

La figura 1.4 muestra de manera grafica los pasos anteriormente descritos. Los
disolventes y los enjuagues pueden ser pasados aplicando presion positiva, gravedad o

utilizando vacio.
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Figura 1.4 Procedimiento para llevar a cabo la extraccién en Fase Sdlida.
http://www.johnmorris.com.au/files/images/qilson/ASPEC SPE header2.jpg

En el caso de la EFS de los HAPs se presenta un importante problema que es la
adsorcion en el muestreo y almacenamiento debido a su alta hidrofobicidad, pero este
inconveniente puede ser superado al agregar algun porcentaje de un modificador a la
muestra (Marce & Borrull 2000).

1.2.3 Métodos de analisis de HAPs en muestras acuosas
En la tabla 1.5 se muestran ejemplos del uso de la extraccion en fase soélida (EFS) asi
como las técnicas utilizadas para su identificacion y cuantificacion; de manera general se
observa que se usa la Cromatografia, ya sea de Gases o Liquidos para la determinacién
de HAPs en matriz agua de diferentes tipos, como son agua de mar, agua potable, agua
de rio, agua residual, entre otras.

Al observar la tabla vemos el uso frecuente de la EFS para el tratamiento de
muestras de distintos tipos de agua; el desarrollo de este método ha permitido el uso de
una menor cantidad de muestra, en la mayoria de los casos se utilizan menos de 50 mL,
aunque todavia se siguen desarrollando métodos que utilizan entre 500 - 1000 mL de
muestra. El adsorbente mas cominmente utilizado en la EFS es C18, aunque también se
han utilizado fases como los nanotubos de carbono (MWCNT multi-walled carbon
nanotubes). En cuanto a los disolventes utilizados, el uso de hexano, acetonitrilo y
disolventes clorados es comun para realizar las extracciones.

Los meétodos de analisis utilizando la Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucion (CLAR) comunmente emplean columnas con fase C18 como fase movil una
mezcla de acetonitrilo:agua en diferentes proporciones y un gradiente para la separacion

de varios HAPs; (Busetti et al. 2006) utiliza una fase movil isocratica pero en este caso fue
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porque separo solo 4 HAPs; para los métodos que utilizan la CLAR el detector que suele
utilizarse es el de Fluorescencia debido a que es mas sensible que el detector UV.

Empleando la Cromatografia de Gases (CG), los métodos utilizan generalmente
una columna que tiene por fase 5% difenil - 95% dimetilpolisiloxano (DB-5, HP-5 0 RTx-5
el nombre esta dado de acuerdo al fabricante), como gas acarreador al Helio, el uso de un
programa de temperatura y como detector un espectrometro de masas.

Utilizando ambas técnicas (CLAR y CG) se observa que se pueden alcanzar
limites de deteccion y cuantificacion (L.D. y L.C.) menores a 10 ng/L, observandose que
ambas técnicas son sensibles. El resumen de lo anteriormente descrito puede observarse

con mayor detalle en la tabla 1.5.
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Tabla 1.5 Ejemplos del uso de la EFS con analisis cromatografico para la determinacién de HAPs en diferentes tipos de agua.

Matriz deFtI:‘rtr?i:ar Concentracion EFS Técnica de analisis Recuperacion L.D. L.C. Referencia
EFS - 250 mL muestra + 75 CLAR-FLD
B?aE;)IlFB?éﬂl?P mL ACN, se adiciona Columna LC-PAH 250x4.6
’ ’ 100 ng/L Na,S,0s. mm 5um o 0.05-0.7 0.15-1.5 | (Garcia-Falcoén
Aguapotable | II123I% By | Bap-10nglL | 360mg C18, elucion SmL | Gradiente 80:20 ACN:H,0 | = O 99104% 1 Tg ng/L et al. 2004)
[a] . FEa A, HXN reconstituir en 0.5 mL | hasta 97:03 hasta 100 ACN
[e] ACN. 1 mL/min 33°C
Agua de rio, EFS - 20 mL de muestra. On line-EFS-CLAR-UV
agua de mar, FPS empacado en columna Columna RP-18 250x4.6 : .
agua potable, NAF, AI\D(I;IE ANT, 5 mg/L de 8 mm largo, 3 mm mm 4um N.R. 7-40ng/L N.R. (Ollfezrge)/g)et al.
agua de diametro. Elucion con Isocratico 75:25 ACN:H20 1
manantial disolucién 75% ACN mL/min 25°C
CLAR- FLD
EFS - 1000 mL muestra DAD
+10% IPA. 1g, Envi-18, 6 Columna Envirosep-C18 : _ .
Agua residual 16 HAPs 100 ng/L mL, elucion 12 mL de 90:5:5 125x3.2 mm 3um 70-95% 0":’12 /|j 2 1'?’/'_ 4 (B“Z%t(t)'g;t al.
HXN:ACN:IPA. Evaporary | Gradiente 40:60 ACN:H20 9 9
reconstituir a 1mL IPA hasta 99:01 hasta 100 ACN
0.7 mL/min 13°C
CG-EM
Columna DB-5MS ASQ(L)‘% Ff&t?sle
30mx0.25mmx0.25mm -0 o
Ae? ujap:;i?ge’ 16 HAPs 0.2 ng/L rEg IACNTS. otson i mi Inyector 280°C Aguaderio | 2.1-8.5 N.R (Ma et al.
g : , -2 ng HXN Programa temperatura 80.2-125.5% ng/L T 2010)
agua de mar 70°C 2 min 10°C/min 240°C | Agua de mar
3°C/min 290°C 66.5-122%
Helio 1mL/min
CG-EM
Columna HP-5
EFS - 1 L de muestra + 80 mg 30mx0.25mmx0.25mm
Agua de de Na,S,0s, filtrar. Inyector 250°C (Romo-
16 HAPs N.R. Discos C18, elucién con 5 mL Programa temperatura N.R. N.R. N.R. Gobmez et al.
lago de acetato de etilo. Evaporar y 100°C 2 min 10°C/min 2010)

reconstituir con 5 mL de DCM

200°C 5 min 8°C/min 250°C
250°C 7 min 5°C/min 310°C
Helio1 mL/min

HAPs Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos, B[b]F Benzol[b]fluoranteno. B[k]F Benzo[k]fluoranteno, B[a]P Benzo[a]pireno, B[ghi]P Benzo[ghi]perileno, 1[1,2,3]P Indeno[123]pireno, FI

Fluoranteno, B[a]A Benzo[a]antraceno, DB[ah]A Dibenzo[ah]antraceno, B[e]P Benzo[e]perileno, ACE Acefnateno, NAF Naftaleno, ANT Antraceno, PIR Pireno,

BTEX Benceno,

Tolueno, Etilbenceno, Xilenos, EFS Extraccion en Fase Sdlida, Na,S,0; Tiosulfato de Sodio, HXN Hexano, ACN Acetonitrilo, IPA Isopropanol, DCM Diclorometano, C18 fase
octadecilsilano, FPS Polivinildenofluoruro, MWCNTSs nanotubos de carbono, CLAR-FLD-DAD Cromatografia de Liquidos de alta resolucion con detector de Flourescencia — Detector
de arreglo de diodos, CG-DIF Cromatografia de Gases con detector de lonizacién de flama, CG-EM Cromatografia de Gases acoplado a un espectrometro de masas, N.R. no

reportado.
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1.3 Contaminacién en agua por HAPs

En los contaminantes del agua por lo general se incluyen tanto los contaminantes
organicos (detergentes, insecticidas, compuestos volatiles, no volatiles) e inorganicos
(metales pesados, residuos quimicos) (Brayner et al. 2011). Los compuestos organicos,
muchos de los cuales se sabe que son toxicos o cancerigenos, han causado considerable
preocupacion en todo el mundo. La costa y aguas interiores suelen actuar como
receptores de efluentes industriales y la escorrentia urbana y rural. Como los arroyos,
rios, lagos y lagunas se utilizan con frecuencia, para el suministro de agua potable, la
contaminacion de los cursos de agua, donde se practica la reutilizacion del agua, es
particularmente indeseable.

Después de entrar en el medio ambiente acuatico, el comportamiento y el destino
de los HAP dependen de sus propiedades fisico-quimicas. La volatilizacion, disolucién,
adsorcion en sodlidos en suspension y posterior sedimentacién y degradacion bidtica y
abidtica, la absorcion y la acumulacion por los organismos acuaticos, son los principales

procesos a los que estan sujetos los HAPs en agua (Manoli & Samara 1999).

1.3.1. Aguas superficiales
Los HAPs entran en las aguas superficiales principalmente por las aguas pluviales de las
zonas impermeables, tales como carreteras, autopistas, estacionamientos. Como
consecuencia, la escorrentia urbana contiene HAPs depositados en superficies, productos
de escape, particulas de neumaticos, y el asfalto de superficies de carretera. Otra fuente
de HAPs son los efluentes de refinerias, efluentes industriales, de industrias dedicadas a
la fabricacién de productos quimicos (disolventes, lubricantes, colorantes, insecticidas),
donde se utiliza el petréleo o el carbén como materia prima, en la fabricacion de
neumaticos; en efluentes industriales analizados, se observé una mayor frecuencia de
ocurrencia de HAPs de los efluentes de industrias productoras de compuestos organicos y

plasticos, y de las fabricas de hierro y acero (Manoli & Samara 1999).

1.3.2 Aguas subterraneas
Los HAPs en las aguas subterraneas pueden proceder de los cuerpos de agua
superficiales contaminados, riego agricola con aguas residuales, los lixiviados de
vertederos de desechos sélidos o0 suelos contaminados. Sin embargo, el movimiento y

transporte de hidrocarburos aromaticos policiclicos en los sistemas de suelo, asi como
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sus mecanismos de penetracién en las aguas subterrdneas siguen siendo poco claros
(Manoli & Samara 1999).

1.3.3 Agua potable

La presencia de HAPs en el agua potable puede ser por las aguas subterraneas,
utilizadas como fuentes de agua bruta, o por el uso de tuberias de alquitran de carbon
recubierto en sistemas de abastecimiento publico de agua, como se permite en ciertos
paises. Se ha informado que niveles altos de HAPs pueden esperarse en el agua potable,
si el agua proviene de fuentes tales como plantas de tratamiento de agua y cuencas de
agua de lluvia (Manoli & Samara 1999). Es imperativo que las aguas primarias que
pueden ser utilizadas por industrias de procesamiento de alimentos y bebidas sean
potables y cumplan con los criterios de calidad del agua potable (Garcia-Falcon et al.
2004). En cuanto a la cloracion de agua potable, se ha encontrado que esta técnica de
desinfeccion puede dar lugar a la formacion de compuestos oxigenados y clorados de los
HAPs, que son mas toxicos que los HAPs originales (Manoli & Samara 1999; Ohura
2007).

1.4 Bioremediacién

La bioremediacién se describe como un proceso que mediante microorganismos, hongos,
plantas o enzimas derivadas de ellos, degrada y desintoxica el medio ambiente de
contaminantes (Watanabe 2001), que dependera de las condiciones ambientales, numero
y tipo de microorganismos, naturaleza y estructura del compuesto a ser degradado
(Haritash & Kaushik 2009). Transforma los contaminantes a formas menos o no
peligrosas. Microorganismos como las microalgas son capaces de remover contaminantes
organicos toxicos por crecimiento autotréfico o contribuir a la degradacion, ya sea por la
transformacion directa del contaminante o mejorando el potencial de degradacién de la
comunidad microbiana (Semple et al. 1999).

Los peligros asociados con los HAPs pueden ser superados por el uso de métodos
convencionales como la remocion, alteracion o asilamiento del contaminante; en suelos,
estas técnicas conllevan la excavacion de suelos contaminados y su incineracién o
confinamiento, pero estas tecnologias son caras y en varios casos transportan el

contaminante de una fase a otra (Haritash & Kaushik 2009).
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En cuanto a la actividad microbiana, ésta disminuye si incrementa la masa
molecular del HAP; sin embargo deben considerarse factores ambientales como la
biodisponibilidad del contaminante (Johnsen et al. 2005; Juhasz & Naidu 2000).

El uso de microalgas para la purificacion de aguas residuales se propone como
una alternativa que ofrece la ventaja simultanea de generar biomasa. La bioremediacion
por microalgas es un procedimiento adecuado, siempre y cuando la absorcion de los
nutrientes de las aguas residuales sea suficientemente eficiente y la biomasa producida
pueda, adicionalmente, ser utilizada (por ejemplo en la produccion de biocombustible).
Las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus son actualmente de las mas
estudiadas para la remediacion de aguas residuales (Ale et al. 2014).

De hecho, los efluentes industriales son tratados usando una variedad de
productos quimicos peligrosos a fin de corregir el pH y reducir la turbidez de lodos vy el
olor. La tecnologia de algas evita el uso de productos quimicos y el tratamiento de
efluentes es relativamente simple. Ademas el uso de microalgas para la remediacion de
aguas residuales tiene la ventaja adicional de la fijacion de CO, creando asi un ciclo
neutral de carbono cuando se queman los biocombustibles derivados (Doria et al. 2011).
Se requiere un tratamiento cuidadoso de las aguas residuales que contienen compuestos
téxicos antes de su vertido final a cuerpos de agua receptores, y las técnicas de
biodegradacion tienen el potencial para mineralizar completamente compuestos toxicos a
costos relativamente bajos (Tziotzios et al. 2007).

Las microalgas han demostrado ser capaces de remover contaminantes organicos
téxicos por crecimiento autotréfico; en el trabajo de (Lei et al. 2007), se probaron 4
especies de microalgas para la remocién de fluoranteno y pireno en una concentracion de
1 mg/L. Las especies utilizadas fueron Chlorella vulgaris, Scenedesmus platydiscus,
Scenedesmus quadricauda y Selenastrum capricornutum. Se hicieron pruebas
removiendo los HAPs solos y en conjunto, monitoreando 1, 4 y 7 dias los cultivos. Se
observo que la cantidad de HAPs que se consume por las células de microalgas vario
entre especies, siendo la S. capricornutum la especie mas efectiva en metabolizar los
HAPS. En el caso de la S.capricornutum la remocién del pireno fue significativamente mas
alta cuando se encontraba en mezcla que solo, por lo que se sugiere que la presencia del
fluoranteno puede aumentar la remocién del pireno en esta especie, entre el primer y
cuarto dia se habia removido entre un 88-98% de los HAPs (Lei et al. 2007).
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1.5 Bioreactores

Un bioreactor es un reactor que sostiene y soporta la vida de células y cultivos de tejidos.
Las células, llamadas en conjunto biomasa, consumen nutrimentos para crecer, asi como
para producir mas células y productos. Internamente la célula usa sus nutrimentos para
producir energia y mas células. Tal transformacion se logra porque la célula emplea varias
enzimas distintas en una serie de reacciones para dar lugar a productos metabdlicos.
Dichos productos llegan a permanecer dentro de la célula o ser secretados al exterior de
la célula. Practicamente todas las reacciones celulares necesarias para mantener la vida
son mediadas por enzimas que catalizan diversos aspectos del metabolismo celular,
como la transformacion de energia quimica y la construccién, la descomposicion y la
digestion de componentes celulares. La importancia del uso de células vivas para
sintetizar productos quimicos comerciales va en aumento, se emplean tanto
microorganismos como células de mamiferos para sintetizar productos como la insulina,
antibioticos y polimeros. La ventaja de las bio-conversiones es que las condiciones de
reaccion son suaves, el rendimiento es alto y actian de forma especifica. Las bacterias
pueden modificarse para transformarse en fabricas vivas de productos quimicos. Por
ejemplo, usando ADN recombinado, Biotechnic International obtuvo bacterias para
producir fertilizante por conversion de nitrégeno a nitratos (Fogler 2008).

Aunque es dependiente de su aplicacion especifica, diversos bioreactores que utilizan
células inmovilizadas han sido propuestos. A continuacion se presenta una breve

descripcion de los modelos mas comunes y algunas aplicaciones que tienen:

¢ Reactor de agitacion continua (CSTR, continuous stirred-tank reactor).
Consiste en un tanque con buena agitacion, en donde los reactivos fluyen
continuamente en un estado estacionario. El reactor CSTR se puede conectar en
serie, dandole la ventaja de tener buena mezcla en cada recipiente, y por lo tanto
garantizar que el volumen en el reactor es completamente utilizado para la
reaccion, sin tener espacio muerto. Es ampliamente utilizado para la produccién a
escala industrial; sin embargo, se prefiere para una mejor produccion de
operaciones a pequefia escala. En la figura 1.5 se observa un esquema de este
tipo de reactor.
En un estudio comparativo, para la produccién de biohidrégeno se evaluaron las
ventajas entre bioreactores CSTR, uno utilizando células inmovilizadas en bolas

de ceramica y el otro utilizando células en suspensiéon. La mayor produccién de
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hidrégeno lo mostré el CSTR con células inmovilizadas, mientras que el CSTR con
células en suspension perdié gran cantidad de biomasa. Se generd cinco veces la
produccién volumétrica de hidrogeno, en un bioreactor 8 veces mas pequefio con

un sistema de inmovilizacion (Es et al. 2015).

Reactor de
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Figura 1.5 Reactor de agitacién continua.
www.rpi.edu/dept/chem-eng/BiotechEnviron/IMMOB/stirredt.htm

Reactor de lecho fijo (PBR, packed bed reactor). Un reactor de lecho fijo es un
modelo simple, robusto y alcanza altas conversiones espacio-tiempo; puede
utilizar microorganismos inmovilizados como empaque (Maria et al. 2013). Se
estan estudiando para los procesos celulares inmovilizados mas que cualquier otra
configuracién de bioreactor. En general estos sistemas son apropiados cuando se
requieren tiempos de retencion relativamente largos (Mallick 2002; Es et al. 2015).

El reactor de lecho fijo es muy utilizado en la industria. Estos reactores consisten
en una columna con biocatalizadores donde se hace pasar lenta y continuamente
la fase liquida; muchos materiales, incluso los que son fragiles, se pueden utilizar
en reactores de lecho fijo (ver figura 1.6).

Un ejemplo del uso de este tipo de reactor es la produccion de lactosa con B-
galactosidasa, en el cual se utilizaron células de levadura inmovilizadas en
alginato de calcio. Se observé que la inmovilizaciéon ayudé a superar el problema
de la mala permeabilidad de la membrana celular a la lactosa. El sistema de
disefio del bioreactor era economicamente viable y permitié alta hidrolisis de la

lactosa de la leche.

35


http://www.rpi.edu/dept/chem-eng/BiotechEnviron/IMMOB/stirredt.htm

Un bioreactor de lecho fijo horizontal con un espacio libre por encima del lecho fue
disefiado para reducir el gas CO; en la produccioén continua de etanol por células
de levadura inmovilizadas. Se concluyé que el reactor de lecho empacado
horizontal fue1.5 veces mas productivo que uno vertical, mostrando que podria ser
un sistema muy prometedor para la produccién econdmica de etanol (Es et al.
2015).

Figura 1.6 Reactor de lecho fijo.
http://www.uc.pt/uid/lcm/projects/pastProjects/biological packed bed

Reactor de lecho fluidizado (FBR, fluidized bed reactor). Este disefio tiene
aplicaciones comerciales mayormente en sistemas gas-sélido (Mallick 2002). En
estos reactores los catalizadores se colocan en un recipiente que tiene una placa
porosa en la parte inferior, por la que pasan los gases reactivos. A medida que
aumenta la velocidad del gas, el empaque se va fluidizando. A diferencia de los
reactores de lecho fijo, los reactores de lecho fluidizado permiten la alimentacién
de catalizador adicional en la parte superior del reactor, ademas de tener una
excelente transferencia de calor (Es et al. 2015). Procesos que requieren tiempos
de residencia relativamente cortos se utilizan de manera efectiva en este sistema
(Mallick 2002). La figura 1.7 muestra un esquema de un reactor de lecho

fluidizado.
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Figura 1.7 Reactor de lecho fluidizado.
http://www.essentialchemicalindustry.org/processes/chemical-reactors.html

Reactores de membrana (MBR, membrane biological reactor). Las membranas
sintéticas son soportes ideales para la inmovilizacion de biocatalizadores debido a
su mayor superficie por relacion de volumen. Las enzimas inmovilizadas se han
utilizado principalmente en reactores de lecho fijo. Los reactores de membrana
tienen una gran utilidad con enzimas inmovilizadas, porque el sistema tiene una
membrana semipermeable que separa fisicamente la enzima del sustrato y el
producto. Estos sistemas permiten el paso del producto a través de la membrana
mientras se mantiene la enzima con el sustrato el suficiente tiempo en el recipiente
de reaccion (Es et al. 2015). En la figura 1.8 se muestran los tipos de MBR que

existen.

Figura 1.8 Reactor de membrana
http://www.hipro.com.mx/content/mbr-reactor-biolégico-de-membrana
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En el caso del tratamiento de aguas, el objetivo de todos los procesos de
tratamiento es eliminar los contaminantes existentes o por lo menos reducir su
concentracion para que el agua se convierta en apta para su uso final deseado (Brayner
et al. 2011). Para ello se han utilizado microalgas, cuya biomasa consiste en pequefnas
particulas de baja densidad, pobre rigidez y resistencia mecanica; por tanto se presentan
serias limitantes operacionales para el tratamiento de efluentes industriales con las
células dispersas libres en los bioreactores, como es la obstruccion de las lineas de flujo y
filtros, que representan altos costos. Por eso surge el interés de encapsular las células de
las microalgas en materiales, como los hidrogeles, que tengan el tamafio, resistencia
mecanica, rigidez y porosidad adecuadas.

Las desventajas asociadas al encapsulamiento en gel son la velocidad de difusion,
resistencia mecanica insuficiente (capaz de permitir la ruptura del gel) que permita la

dispersion de la biomasa y fugas por el crecimiento de las células (Saeed & Igbal 2006).

1.6 Generalidades sobre las algas

Las algas son organismos fotosintéticos liberadores de oxigeno, las caracteristicas
propias que las identifican como grupo son:

1) Se consideran plantas taldéfilas (no poseen raiz, tallo y hojas)

2) No desarrollan embrion

3) Son organismos autétrofos (tienen la capacidad de sintetizar su propio alimento)

Son fundamentalmente acuaticas y pueden vivir tanto en agua dulce como en
agua de mar. También pueden ocupar otros ambientes como el suelo, las rocas, cortezas
de arboles e incluso la nieve (Andersen 2013).

Las algas verdes poseen una gran variedad de formas que incluyen algas
unicelulares, multicelulares y filamentosas. Almacenan sustancias de reserva en forma de
almidon y el compuesto de su pared celular es la celulosa. Ademas las algas contribuyen
aproximadamente a la mitad de la produccién fotosintética en la Tierra debido a que gran
parte de esta produccién ocurre en los océanos (Andersen 2013).

Existe una gran diversidad de algas con caracteristicas propias como se puede
apreciar en la tabla 1.6. Su nombre comun se les da por el color que tienen, que se debe

al tipo de pigmentos que poseen como las clorofilas o carotenoides.
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Tabla 1.6 Clasificacion de las algas (Pefa et. al. 2005).

Divisién celular Tipo de pigmento Habitat Nombre comun
Clorofita Clorofila a y b Carotenos Agua dulce, marina, salobre, Algas verdes
terrestre
Euglenofitas Clorofila a y b Carotenos Agua dulce, marina, salobre, Euglenas
terrestre
— Clorofilaayc Agua dulce, marina, salobre, Algas amarillas,
Crisofitas )
Xantofilas terrestre doradas
Feofitas Clorofila a y ¢ fucoxantina Agua dulce, marina, salobre, Algas pardas
terrestre
Clorofila a, d Agua dulce, marina, salobre
Rodofitas ficoeritrina, fucoxantina, 9 ’ ’ ’ Algas rojas
terrestre
carotenos

Generalmente las algas estan agrupadas en dos categorias, microalgas y
macroalgas, con base en la morfologia y tamafo. Las microalgas son organismos no
visibles sin un microscopio, muchos de los cuales son unicelulares, con tamafos entre 3 -
10 um. Por el contrario, las macroalgas son visibles a simple vista, estan compuestas de
multiples células, alcanzan tamarnos de hasta 70 m y crecen hasta 50 cm por dia; las
macroalgas se organizan en estructuras que se asemejan a raices, tallos y hojas de
plantas superiores (John et al. 2011; El Gamal 2010).

El crecimiento de las microalgas requiere varios elementos importantes regulados
como: nutrientes, fuente de nitrégeno (amonio, nitrito, nitrato), fésforo, diéxido de carbono,
asi como la disponibilidad de la energia de la luz sobre un periodo diario de fotosintesis.
Aguas residuales provenientes de origen agricola, doméstico o industrial pueden conducir
al crecimiento de microalgas.

Las células de las microalgas son fisioldgicamente capaces de consumir formas
inorganicas de nitrégeno o fésforo mucho mas rapido de lo que ellas pueden asimilar en
su biomasa celular. Cuando las células de las microalgas son temporalmente privadas de
uno o mas elementos claves con nitrogeno o fosforo, su proceso metabdlico puede
resultar en acumulacion de nutrientes disponibles durante la exposicion al medio, este

fendmeno se conoce como consumo de lujo (Kaya & Picard 1995).
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1.6.1 Microalga Selenastrum capricornutum
Microalga verde (clorofita) unicelular con forma de media luna (como se puede ver en la
figura 1.9) y de volumen aproximado de 40-60 mm3. Es comUn en ecosistemas acuaticos
de agua dulce, tanto en sistemas eutroficos como oligotroficos (Castillo Morales et al.
2004). Los nombres con los que también se le puede encontrar son: Monraphidium

capricornutum, Raphidocelis subcapitata, Pseudokirchneriella subcapitata.

Figura 1.9 Muestra de un cultivo de S. capricornutum. Aumento 40X
(Imagen propia).

1.6.2 Microalga Scenedesmus acutus
Es un alga verde, comun de agua dulce. Las especies del género Scenedesmus exhiben
una extensa variabilidad morfolégica impulsada por nutrientes y temperatura (Lirling &
Van Donk 1999). El género Scenedesmus Meyen se divide en dos grupos: el
Desmodesmus (grupo con espinas) y el Scenedesmus (grupo sin espinas), forma colonias
planas que constan de 2, 4, 8 o 16 células linealmente dispuestas. El tamafo de las
células esta entre 17.5 - 15 um de largo y entre 7 - 4 um de ancho. La microalga
Scenedesmus acutus también es conocida como Scenedesmus obliquus (Lirling 2003).

En la figura 1.10 se aprecia la forma alargada de la microalga Scenedesmus acutus.

Figura 1.10 Muestra de un cultivo de S. acutus (Imagen propia). Aumento 40X
(Imagen propia).
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De manera general la microalga Selenastrum carpricornutum y la Scenedesmus
se han usado en ensayos de toxicidad. La Selenastrum capricornutum es una de las
especies mas sensibles entre las algas verdes unicelulares y un buen indicador como
organismo de ensayo a la exposicion de hidrocarburos del petroleo. El género
Scenedesmus ha sido empleado por el Instituto Colombiano del Petréleo (ICP) como
biondicador en bioensayos con efluentes y derivados del petréleo (Gémez Luna &

Ramirez Carmenate 2004).

1.7 La inmovilizacion de células
Una célula inmovilizada se define como una célula viva que, por medios naturales o
artificiales, esta impedida de movimiento independientemente de su ubicacion original a
todas las partes de una fase acuosa de un sistema (de-Bashan & Bashan 2010).
La inmovilizacion de microorganismos proporciona varias ventajas sobre los que viven en
estado libre, como son:

e Tener una ininterrumpida fuente de nutrientes sin competir con otros organismos.

e Proteccion contra el estrés ambiental, toxinas, radiacion UV, contaminantes.

e Evitar un posible pastoreo del zooplancton (Covarrubias et al. 2012).
De manera general las técnicas de inmovilizacion se dividen en dos grupos: Pasiva y

activa.

1.7.1 Inmovilizacién pasiva
Este método aprovecha la habilidad natural que tienen muchos microorganismos a unirse
a superficies y crecer en ellas, por ello se han desarrollado materiales adsorbentes
(acarreadores), que pueden ser:
Naturales
Ejemplo: Esponja Loofa, que se obtiene de la planta del mismo nombre. Es un soporte
fibroso, no toéxico, barato y estable. Presenta como desventajas la falta de repetibilidad en
los resultados debido a que la estructura varia de una planta a otra dependiendo de las
condiciones de cultivo.

Se ha utilizado para remover Ni, por el alga Chlorella sorokiniana; tratamiento de
agua, por el hongo Phanerochaete chrysospirum; en la degradacion de pesticidas como la
carbendazina y el 2-4D (Moreno-Garrido 2013).
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Sintéticos
Ejemplo: resinas de polivinilo y poliuretano. Se inmovilizé el alga Scenedesmus acutus

para la remocion de nitratos en agua (Moreno-Garrido 2008).

1.7.2 Inmovilizacién activa
Son técnicas especificas desarrolladas para atrapar o encapsular, vivas o muertas, las
células de los microorganismos (Moreno-Garrido 2013). Los materiales para llevarla a
cabo son:

Agentes floculantes

Se utiliza comunmente el quitosan, un polisacarido lineal obtenido de la deacetilacion
alcalina de la quitina. Es una sustancia biodegradable, con alta estabilidad quimica; sin
embargo se debe utilizar con harina de Konjac para que sea estable en la inmovilizacién,

si no, puede interferir con el crecimiento de las algas.

Encapsulamiento en Gel

Es el método mas ampliamente utilizado en la inmovilizacion, se pueden utilizar polimeros
de varios tipos como son:

a) Polimeros sintéticos

Se utilizan materiales como acrilamidas, poliuretanos, entre otros. Se ha demostrado que
son inadecuados para encapsular células vivas. No se han utilizado para inmovilizar
algas.

b) Proteinas

Clara de huevo, colageno y gelatinas se han utilizado en la inmovilizaciéon pero no
ampliamente.

¢) Polisacaridos naturales

Entre ellos se encuentran el agar, la carragenina y el alginato, siendo este ultimo el mas
utilizado. El alginato es barato, no téxico, suficientemente transparente, estable y facil de
usar. La estabilidad dependera de la especie inmovilizada, no es recomendable su uso en

agua de mar (Moreno-Garrido 2008).

1.7.3 La inmovilizacién de microalgas
Las microalgas inmovilizadas se han utilizado en procesos de purificacion de agua,
remocién de metales, como biosensores para medir la toxicidad y recientemente en la

produccion de Hidrégeno para generar electricidad (Moreno-Garrido 2008).
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La forma mas comun de inmovilizacién de microalgas es en cuentas esféricas, las
cuales se han utilizado para tratamiento de aguas residuales basado en el principio de
guardar células vivas dentro de una matriz de gel. La difusividad es alta en polimeros
naturales, pero éstos pueden disolverse en aguas residuales altamente contaminadas,
siendo mas vulnerables a la degradacién ambiental por microbios mientras que los
polimeros sintéticos no (de-Bashan & Bashan 2010); sin embargo algunos estudios han
demostrado que la inmovilizacion de células en hidrogeles como la poliacrilamida,
reducen la viabilidad de un 50% hasta un 90%. El uso de polimeros naturales tales como
el agar, alginato, carragenina o gelatina, permiten una alta viabilidad y el crecimiento de
las células en el gel (Kaya & Picard 1995) Un ejemplo del uso de estos polimeros fue para
la microalga Chlorella vulgaris, inmovilizada en carragenina y alginato, para el tratamiento
primario de aguas residuales domésticas: el 99% de fosfatos y 95% de amonio fueron
removidos en 3 dias (de-Bashan & Bashan 2010).

Las microalgas inmovilizadas aumentan significativamente su rendimiento en
clorofila, carotenoides, masa seca y lipidos. Su envejecimiento es retardado y muestran
mejor crecimiento que los cultivos de células libres. Ha tenido aceptacion la idea de que la
combinacion de mas de un microorganismo es mejor; como ejemplo se tiene que ni el
monocultivo de la Rhodobacter sphaeroides, ni el de la Chlorella sorokianina, pueden
remover acetato, propionato, amonio, nitrato y fosfato de un agua residual sintética,
mientras que en la mezcla de cultivos si lo consigue (de-Bashan & Bashan 2010).

Entre los beneficios que ofrece la técnica de inmovilizacion estan:
¢ Posibilidad de trabajar con altas concentraciones de biomasa
¢ Separacion facil de biomasa y productos
¢ Operacion en algunos procesos industriales
¢ Los estudios deben enfocarse a la factibilidad econémica en gran escala, ver si es
suficientemente estable/longevo, sin alterarse y sin ser toxico el material de soporte
(Kaya & Picard 1995)
En la tabla 1.7 se muestra el uso de diferentes especies de microalgas inmovilizadas en
alginato de calcio para llevar a cabo el tratamiento de agua para la bioremediacién de
distintos tipos de contaminantes como son nitrégeno, fésforo, metales y compuestos
organicos.

Como se puede observar en la tabla 1.7, especies como la Chlorella vulgaris se ha

empleado en la bioremocién de N, P, metales como el Cu, Zn e incluso para

contaminantes organicos como el TBT, un pesticida.
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Tabla 1.7 Bioremocién de contaminantes en agua, utilizando microalgas inmovilizadas en

alginato de calcio.

o .
Microalga Contaminante Concentracion & de_ . T|emp_o_(!e Referencia
Remocion exposicion
Scenedesmus 5.5 mg/L PO4* 99% de fosfatos . (Kaya & Picard
bicelularis N, P 57.4mglLNHs* | 95% de amonio | °O° Minutos 1995)
. . 30 mg/L Cu 97% Cu, . (Lau et al.
Chlorella vulgaris Cu, Ni 30 mg/L Ni 91% Ni 30 minutos 1098)
. 5 ciclos de (Tam et al.
0,
Chlorella vulgaris Cu 30 mg/L Cu >95% Cu 2 horas 1098)
Prothoteca zopfii Ci4, C15, C16 0.1% viv Remocién NR 14 dias (Suﬁglgge)t al.
. 40 mg/L N 100% de amonio 24 horas (Tam & Wong
Chiorella vulgaris N, P 53 mg/L P 95% de Fosfato (1 dia) 2000)
Chlorella vulgaris, 100% de amonio
Chlorella sorokiniana, N, P >>555r;ng/ﬂ_|£\l 15% de Nitrato 1?;(:}2;6)‘3 (DZ'IBS(S)BZ? et
Azospirilum brasilense 9 36% Fosforo ’
. 24 horas (Luan et al.
0,
Chlorella vulgaris TBT 244,122, 244 ng/L >90% (1 dia) 2006)
1 mg/L FE
Selenastrum 92% FE 168 horas (Tam et al.
i FE, FLA, PIR 0.25 mg/L FLA o ;
capricornutum 0.1 mg/L PIR 100%FLUA y PIR (7 dias) 2009)
Scenedesmus ubliquus N P 34-48 mg/L NH4* >90% Amonio 48 horas (Ruiz-Marin et
Chlorella vulgaris ’ 15 mg/L KH2PO4 60-80% Fosfato (2 dias) al. 2010)
Pediastrum o (Ozer et al.
boriyanum Cr(VI) 100-400 mg/L 73% 2 horas 2011)
1mg/L FLUy FE, )
Selenastrum FLU, FE, FLA, PIR, 0.25 mg/L FLA, Remocion OHAPS ; (Wang et al.
i BaP, Cd, Cu, Zn, 70-90% 1dia
capricornutum Ni 0.15 mg/L PIR, 80-95% 7 dias 2013)
0.1 mg/L BAP °

C14: Tetradecano, C1s: Pentadecano, C1s: Hexadecano, TBT: Tributiltin, FE: Fenantreno, FLU: Fluoreno, PIR:
Pireno, FLUA: Fluoranteno, BaP: Benzo[a]pireno.

1.8 Alginato como matriz inmovilizadora

El alginato es el polimero mas comunmente utilizado para la inmovilizacion de

microorganismos dentro de las pequenas cavidades de su matriz (Covarrubias et al.

2012). El éxito del encapsulamiento en gel de alginato se debe principalmente al ambiente

gentil que provee al material encapsulado. Presenta propiedades como (Smidsrod &

Skjak-Braek 1990):

¢ Estabilidad mecanica y quimica alta

¢ Propiedades controlables de hinchazén

¢ Bajo contenido de sustancias toxicas

¢ Poro de tamafio definido

¢ Distribucidn estrecha del tamafio de poro
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Algunas limitaciones que tiene el alginato son (Smidsrod & Skjak-Braek 1990):
¢ Baja estabilidad en presencia de fosfato o citrato, que tiene alta afinidad por el ion
Ca?, el gel puede ser desestabilizado por altas concentraciones de iones como Na*
y Mg2*.
¢ Alta porosidad que puede permitir la fuga de moléculas grandes como proteinas;
sin embargo, también es una ventaja porque permite una alta velocidad de difusién

de substratos y productos.

1.8.1 Estructura quimica del alginato de Na
El alginato, considerado como un hidrocoloide, tiene la capacidad para absorber agua, ser
de facil manipulacion, inocuo, poseer propiedades gelificantes, estabilizantes vy
espesantes. Es un polisacarido lineal polidnico e hidrofilico proveniente de algas marinas
conformado por dos mondmeros en su estructura, el acido a-L gulurénico (G) y el acido B-
D manurdnico (M), cuyas estructuras pueden verse en la figura 1.11. Estas estructuras se
distribuyen en secciones, constituyendo homopolimeros tipo bloques-G (-GGG-), bloques-
M (-MMM-) o heteropolimeros donde los bloques M y G se alternan (-MGMG-) como se
aprecia en la figura 1.12. Tanto la distribucion de sus mondémeros en la cadena polimérica
como la carga y volumen de los grupos carboxilicos confieren al gel formado
caracteristicas de flexibilidad o rigidez dependiendo del contenido en G. Si hay una mayor
cantidad de bloques-G generalmente el gel es fuerte y fragil; si hay mayor proporcion de
bloques-M el gel es suave y elastico. El proceso de gelificacién ocurre en presencia de
cationes multivalentes, donde el ion calcio es el mas empleado. La gelificacién tiene lugar
al producirse una zona de union entre un bloque G de una molécula de alginato que se
enlaza fisicamente a otro bloque G a través del ion calcio. La visualizacion de la
estructura fisica es denominada modelo “Caja de huevos” (Lupo et al. 2012), como se

puede apreciar en la figura 1.13.

Figura 1.11 Estructuras del 4cido p-D Manurénico (izquierda) y a-L
Gulurénico(derecha).
http://e-ciencia.com/recursos/monografias/quimica/alginatos.html
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Figura 1.12 Estructura quimica del alginato de sodio
(Smidsrod & Skjak-Braek 1990).

Figura 1.13 Modelo caja de huevo del alginato de Ca.
http://milksci.unizar.es/bioquimica/temas/azucares/alginato.html

1.8.2 Preparacion de la matriz alginato
Para utilizar el alginato se prepara una disolucion de alginato de sodio en concentracion
entre el 2-4%, la suspension puede ser agitada por 6 h para disolver el alginato en el agua
a temperatura ambiente. Para esterilizar, si se hace a altas temperaturas se pueden
despolimerizar algunas cadenas, por lo que se recomienda la esterilizaciéon por filtracion
con una membrana de 0.22 um (Smidsrod & Skjak-Braek 1990).

El proceso de inmovilizacion se lleva a cabo cuando se gotea la disolucién de
alginato-células en una disolucién de CaCl, (disolucidon solidificante). La disolucién
contiene entre 20100 mM de iones Ca. Las cuentas deben dejarse endurecer en el
CaCly, otros cationes divalentes pueden reemplazar al Ca ?*. La serie de afinidad de
varios cationes divalentes al alginato es la siguiente: Pb%*> Cu?*> Cd?*> Ca**>Ba?*> Sr?*>
Co?* = Ni?*> Zn 2*> Mn?* (Smidsrod & Skjak-Braek 1990).

La mayoria de los experimentos se realizan manualmente utilizando jeringas para
el goteo del alginato, pero la principal limitacion de esto es una baja produccion. Se han
desarrollado procedimientos automatizados para reducir esfuerzo y tiempo, en donde se
utilizan bombas peristalticas 0 maquinaria desarrollada especialmente para ello como se
puede ver en la figura 1.14 (de-Bashan & Bashan 2010).

Las propiedades mecanicas y de hinchado dependen fuertemente de la

composicién monomérica. El tamafio y la esfericidad dependen principalmente de la
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viscosidad de la disolucion de alginato y la distancia entre la jeringa y la disolucion de
CaCl, (Smidsrod & Skjak-Braek 1990).

Figura 1.14 Diferentes disefios de equipos para producir grandes
cantidades de perlas de alginato-microorganismos(de-Bashan &
Bashan 2010).

Si se requiere disolver las cuentas de alginato para recuperar las células
inmovilizadas, éstas se sumergen en una disoluciéon que contenga un secuestrante del ion

Ca, como pueden ser el ion citrato o fosfato (Smidsrod & Skjak-Braek 1990).
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1.8.3 Mecanismos de gelificaciéon con alginato
El proceso de formacion del gel se inicia a partir de una solucion de sal de alginato y una
fuente de calcio externa o interna desde donde el ion calcio se difunde hasta alcanzar la
cadena polimérica, como consecuencia de esta union se produce un reordenamiento
estructural en el espacio resultando en un material sélido con las caracteristicas de un gel.

El grado de gelificacién depende de la hidratacion del alginato, la concentracion
del ion calcio y el contenido de los bloques G. La transicion sol-gel se ha visto controlada
por la habilidad de introducir el ion vinculante al alginato. También se ha observado que la
cinética de gelificacion y las propiedades del gel pueden depender del tipo de cation, es
decir, el ion monovalente de la sal de alginato (K o Na), y donde los mecanismos son

fundamentalmente dos:

Gelificacion externa

La difusion del ion calcio ocurre desde una fuente que rodea al hidrocoloide hacia la
solucion de alginato de pH neutro. La formacién del gel se inicia en la interfase y avanza
hacia el interior a medida que la superficie se encuentra saturada de iones calcio, de
manera que el ion sodio es desplazado por el catién divalente solubilizado en el agua,
éste interacciona con los bloque G de diferentes moléculas poliméricas, enlazandolas
entre si. La sal mas comunmente utilizada es el CaCl, debido a su mayor porcentaje de

calcio disponible.

Gelificacién interna

Consiste en la liberacidon controlada del ion calcio desde una fuente interna de sal de

calcio insoluble o parcialmente soluble dispersa (Lupo et al. 2012).

48



CAPITULO 2 DESARROLLO EXPERIMENTAL

2.1 Equipos, materiales, disolventes y reactivos

2.1.1 Equipos

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

Detector espectrofotométrico UV de arreglo de diodos, modelo Smartline 2600
(KNAUER, Alemania).

Software de control y procesamiento de datos Eurochrom, edicién V 3.05.

Bucle de inyeccion de 20 uL (KNAUER, Alemania).

Calentador de columna TC-50 (EPPENDFORF, EUA).

Precolumna de 20 x 2 mm, empacada con adsorbente Nucleosil 100-5 C18, 5 um
(MACHEREY-NAGEL, Alemania).

Columna analitica Gemini de 150 x 4.6 mm empacada con fase inversa C18
tamano de particula 5 um (PHENOMENEX, EUA).

Bafio de ultrasonido modelo 1510, para desgasificacion de la fase mouvil
(BRANSON, EUA).

Balanza analitica AV 114 C (OHAUS, EUA).

Autoclave eléctrica 2540EL (TUTTNAUER, NL).

Lamparas fluorescentes de 14 Watts (OSRAM, México).

Agitador orbital (THERMO SCIENTIFIC, EUA).

Espectrofotémetro Spectronic Genesys 5 (THERMO SCIENTIFIC, EUA).

Microscopio optico (NATIONAL OPTICAL, EUA).

Parrilla con agitacion magnética (DAIGGER, EUA).

Centrifuga 225 (THERMOFISHER SCIENTIFIC, EUA).

Campana de flujo laminar 11231 BBC86 (BIOBASE, China).

Agitador con controlador de temperatura SI-600R (JEIOTECH, Corea).

Lampara con foco de luz amarilla 20 Watts (OSRAM, México).

Bomba peristaltica Multiflow (LAMBDA Laboratory Instruments, Republica Checa).
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2.1.2 Material

Asa bacterioldgica en anillo.

Mecheros de Bunsen.

Celdas de plastico para region visible, 10 mm paso 6ptico.

Portaobjetos y cubreobjetos.

Sistema de esterilizacién aséptico Sterifil (MILLIPORE, EUA).

Filtros de nitrocelulosa estériles con tamafio de poro de 0.22 um y 47 mm de
diametro para el sistema Sterifil (MILLIPORE, Irlanda).

Cartuchos de empaque para extraccion en fase sélida de 6 mL (VARIAN, EUA).

Micropipeta 100 — 1000 uL (EPPENDFORF, EUA).

Pipeta graduada de 5 mL.

Frites de polietileno.

Vaso de precipitados de 150 mL.

Matraces volumétricos de 5y 100 mL.

Matraces Erlenmeyer de 50 y 125 mL.

Probetas de 10 mL.

Pipetas Pasteur de vidrio.

Tubos de vidrio para centrifuga de 15 mL.

Viales con tapon de rosca de 10 mL.

Bulbos para pipeta.

Propipeta.

2.1.3 Reactivos y disolventes

Estandar de Benzo[a]antraceno y Benzo[a]pireno, pureza >99% (CHEMSERVICE,
EUA).

Nitrato de sodio (NaNO3) (MALLINCKRODT, Irlanda).

Cloruro de calcio dihidratado (CaCl,-2H20) (SIGMA-ALDRICH, EUA).

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4-7H20) (J.T. BAKER, EUA).

Fosfato dibasico de potasio (K2HPO4) (J.T. BAKER, EUA).

Fosfato monobasico de potasio (KH2PO4) (J.T. BAKER, EUA).

Cloruro de sodio (NaCl) (J.T. BAKER, EUA).

Peptona proteosa (MCD Lab, México).

Agar bacteriolégico (MCD Lab, México).
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¢ Alginato de sodio (SIGMA ALDRICH, EUA).

e Cloruro de calcio (SIGMA ALDRICH, EUA).

o Citrato de sodio (SIGMA ALDRICH, EUA).

¢ Metanol grado HPLC (JT Baker, EUA).

¢ Acetonitrilo grado HPLC (JT Baker, EUA).

e |sopropanol grado HPLC (JT Baker, EUA)

e Agua desionizada obtenida de un equipo de purificacion Simplicity UV
(MILLIPORE, EUA)

e Agua destilada (CONQUIMEX, México).

e Alcohol etilico (CONQUIMEX, México).

2.1.4 Microorganismos

e Cepas de las microalgas Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus,
adquiridas de la coleccién de cultivos de algas de la Universidad de Austin, Texas
(UTEX, EUA).

2.2 Experimentacion
La experimentacién usada en el presente trabajo estd constituida por tres elementos
fundamentales 1) Metodologia analitica, 2) Manejo de microalgas, 3) Bioreactores, como

se aprecia en la figura 2.1.
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Figura 2.1 Elementos que constituyen la experimentacion.
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2.2.1 Metodologia analitica

2.2.1.1 Optimizacion de la separacién cromatografica y deteccion

2.2.1.1.1 Seleccion de la longitud de onda

A partir de una disolucion de 1 mg/L de cada HAP, por separado, se hizo un barrido de

200 — 450 nm utilizando el espectrofotometro de luz UV-Vis. Con el espectro obtenido se

determinaron las longitudes de onda de maxima absorcion (Amax) para cada compuesto.

2.2.1.1.2 Seleccion de la fase movil

Se utilizé una columna que presenta un caracter apolar para lograr una buena separacion

de la mezcla de los dos HAPs estudiados. Se probaron como fase mévil 100% Metanol y

después 95:5 metanol:agua (v/v). Para ambas fases se calcularon los parametros

cromatograficos factor de capacidad, selectividad, eficiencia y resolucion, utilizando las

ecuaciones 2.1, 2.2, 2.3 y 2.4, respectivamente. Para la evaluacion del tiempo muerto, se

inyectaron 20 pL de una disoluciéon de NaNOs (1 M).

'
Tt _Tr

t = E ec 2.1
k' - factor de capacidad
tr- tiempo de retencion
tu- tiempo muerto
t'r- tiempo de retencion corregido
o= & ec 2.2

o~ selectividad

£\
N =16 (—R) ec 2.3

N - eficiencia
w - ancho del pico a la base

2(‘—&21 - ‘-LJR:]
F=
wy + W,

ec 2.4

El equipo Knauer empleado, se puede ver en la figura 2.2.
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Figura 2.2 Cromatografo Knauer (Imagen Propia).

2.2.1.2 Validacion del sistema cromatografico
2.2.1.2.1 Linealidad del sistema
Partiendo de una disolucion “stock” de 100 mg/L de cada HAP en metanol, se prepar6 una
disoluciéon secundaria de 40 mg/L con ambos HAPs. De la disolucién secundaria se
prepard por ftriplicado la curva de calibracion con 5 niveles de concentracion. Las
concentraciones de cada nivel de la curva fueron de 0.5, 1, 2.5, 5y 10 mg/L. Se
inyectaron al cromatografo, en las condiciones descritas; con las areas obtenidas se
construyeron las curvas de calibracion graficando area vs concentracion. Después se hizo

la regresion lineal, para obtener el coeficiente r? y asi estimar la linealidad del sistema.

2.21.2.2 Limites de deteccion (L.D.) y cuantificaciéon (L.C.)

instrumentales
Se hicieron por triplicado 5 puntos de una curva de calibracién con las siguientes
concentraciones 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 y 1 mg/L; después se obtuvieron las areas para cada
analito, en su A de deteccién correspondiente. Se calcularon los limites utilizando la

desviacion estandar de la regresién, con las siguientes ecuaciones:

33 x=&,
L.D.=T” Ec.2.5

10 ®x =,
J!..c.=T*"”r Ec.2.6

Siendo sy« es la desviacidon estandar de la regresién lineal y b es la pendiente de la curva

de calibracién
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2.2.1.2.3 Precision
La precision se evalué preparando por quintuplicado dos disoluciones a diferentes
concentraciones, 0.5y 2.5 mg/L. Estas disoluciones fueron preparadas e inyectadas en
tres dias diferentes, dando un total de 15 réplicas para obtener la precision intra e inter
dia, a través de calcular el porcentaje del coeficiente de variacion (%C.V) o desviacion
estandar relativa (DER). El calculo de este parametro se obtiene a partir de la siguiente

ecuacion:

=
Wl V.=—-xX 100 Ec 2.7
x

Siendo s la desviacion estandar del grupo de datos y & el promedio del grupo de datos

2.2.1.3 Optimizacion de la Extraccion en Fase sélida (EFS)
Para extraer el BaP de muestras de agua potable con microalgas inmovilizadas en

cuentas de alginato se utilizé como referencia la metodologia reportada por (Olmos
Espejel 2013) para cultivo liquido proveniente de microalgas y adaptada por (Bernal Toris
2015) para cultivo con microalgas inmovilizadas. Para efectuar la optimizacién del método
se tomd una muestra de 15 mL de agua potable, previamente en contacto por 24 h con
las perlas de las microalgas inmovilizadas, la cual fue adicionada con los dos HAPs en
estudio a una concentracion de 0.266 mg/L de cada uno, utilizando un cartucho
empacado con 300 mg de fase Supelclean LC18, previamente activada con metanol (1 g
de LC18 / 1 mL metanol). Las disoluciones de acondicionamiento, carga y lavados, se
pasaron a un flujo de 3 mL/min, utilizando vacio. El método seguido se describe a

continuacion:

Acondicionamiento
e 3 mLdeACN

¢ 10 mL de agua destilada

Carga de la muestra

¢ 15 mL de la muestra
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Lavados
e 10 mL de una disolucion al 20% (v/v) de isopropanol-agua, proveniente del matraz
que contiene las perlas. Este lavado se realiza debido a la adsorcion de los HAPs al
vidrio.
e 10 mL de agua:acetonitrilo 90:10
e 2.5 mL de agua:acetonitrilo 80:20
e 1 mL de agua:acetonitrilo 70:30

e 3 mL de agua:acetonitrilo 45:55

Elucion
o 6 mL de acetonitrilo a gravedad. Después evaporar el extracto a sequedad a 70°C,

reconstituir en 1 mL de acetonitrilo y llevarlo a analisis por CLAR-UV.

2.2.1.4 Validacion del método de EFS- CLAR-UV
Toda la validacion de la metodologia se hizo utilizando agua potable en contacto con las

perlas (con microalgas) por 24 horas.

Para fijar el intervalo de trabajo en los ensayos de exposicién se consider6 como base
(100%) la concentracion de 0.266 mg/L que fue la que se utilizd en la exposicion y las
demas concentraciones se refieren al % de remocién que representarian. La tabla 2.1,
muestra la equivalencia de diferentes concentraciones de los HAPs en el medio de
exposicion y las esperadas en el extracto de 1 mL, obtenido a partir de 15 mL de muestra,
asi como el % removido correspondiente. Estas concentraciones se utilizaron para
establecer el rango a manejar en la linealidad del método explicada en la siguiente

seccion.

Tabla 2.1 Concentraciones en el medio y
equivalentes en el extracto (factor de concentracion = 15) asi como % remociéon esperado

Concentraciones (mg/L) ‘.
Medio Extrac%o 20 ROy
0.266 4 0
0.187 2.8 30
0.107 1.6 60
0.027 0.4 90
0.013 0.2 95
0.003 0.05 99
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2.2.1.4.1 Linealidad

Para validar la linealidad del método se prepararon muestras por triplicado. Se llevo a
cabo la extraccion por EFS para evaluar la recuperaciéon de los HAPs, el extracto
concentrado en 1 mL se inyecté al cromatografo; con las areas obtenidas se construyeron
las curvas de calibracion, se graficé area vs concentracion y cantidad adicionada vs
cantidad recuperada. Después se hizo la regresion lineal, para obtener el coeficiente r? y
asi estimar la linealidad del método.

Se calcularon los ug agregados al medio, en cada una de las concentraciones utilizadas,

fijadas para el intervalo de trabajo (ver tabla 2.1) utilizando la ecuacion 2.8.

Fgf'ecwpemdns

= Concentraciomf,,.j;, (%) X Volumen,,z, (L) Ec.2.8

Ejemplo:

= zee%x 0.015L = 4 ug

Fgwmpwudus

Los ug recuperados se determinaron con la ecuacion 2.9.

Area del extracto

ug recuperados = ® ugadicionados Ec.2.9

Area del estandar

Ejemplo:

Se adicionaron 4 pg del HAP a 15 mL de agua potable, esperando una recuperacion del
100% en el extracto concentrado de 1 mL, la concentracién seria de 4 mg/L. Para el BaA,
el area de la concentracion del estandar de 4 mg/L fue de 20.9363 unidades y el area
media del extracto fue de 15.5489 unidades, por lo tanto se recuperaron 2.97 ug de

acuerdo al calculo siguiente:

15.5489

ug recuperados = 309363

* dpg =297ug

Asi al graficar los ug agregados vs los ug recuperados, para cada compuesto, se obtuvo
el coeficiente de determinacién r? para estimar la linealidad y también la recuperacion
global del método, que es el correspondiente al valor de la pendiente de cada curva,
multiplicada por 100. Las 6 concentraciones utilizadas para las muestras fortificadas
fueron 0.003, 0.013, 0.027, 0.107, 0.187 y 0.266 mg/L, equivalentes en los extractos a
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0.05, 0.2, 0.4, 1.6, 2.8 y 4 mg/L respectivamente, una vez que ya se ha concentrado el

extracto.

2.2.1.4.2 Limites de deteccion (L.D.) y cuantificaciéon (L.C.) del
método

Los limites de deteccion y cuantificacion del método se determinaron con base en la curva
de calibracion anterior de 6 puntos. Se inyectaron los extractos concentrados a 1 mL,
obtenidos de muestras fortificadas y con las areas resultantes, se calcularon los limites
utilizando la desviacién estandar de la regresion, aplicando las ecuaciones 2.5y 2.6 de la
pagina 52.

2.2.1.4.3 Precision
La evaluacion de la precision se hizo preparando 3 muestras de agua potable fortificadas
a dos diferentes concentraciones que fueron 0.027 y 0.266 mg/L, equivalentes a 0.4 y 4
mg/L en el extracto concentrado, respectivamente. Estas disoluciones fueron preparadas
e inyectadas en 2 dias diferentes, dando un total de 6 réplicas para obtener la precisién
intra e inter dia, a través de calcular el porcentaje del coeficiente de variacién (%C.V) o
desviacion estandar relativa (DER). El célculo de este parametro se obtiene a partir de la

ecuacion 2.7 de la pagina 53.

2.2.2 Manejo de microalgas
2.2.2.1 Cultivo de microalgas

Las dos especies de microalgas utilizadas, S. acutus y S. capricornutum, fueron crecidas
bajo condiciones axénicas; los medios solido y liquido utilizados para la siembra y
crecimiento de las microalgas fueron esterilizados en autoclave eléctrica a 121 °C, 15 psi
por 30 minutos. Los medios de cultivo liquido se preparan con medio Bristol (cuya
composicion se muestra en la tabla 2.2, el cual fue adicionado con peptona proteosa al
0.5% p/v para S. acutus y al 1% (p/v) para S. capricornutum. El medio de cultivo sélido se
prepard al adicionar el equivalente a 1.5% (p/v) de agar al medio Bristol ademas de la
peptona proteosa.

El crecimiento se realizé en volumen de 100 mL en una camara a temperatura
ambiente, con periodos de luz/oscuridad de 16/8 horas iluminadas con lamparas
fluorescentes de 14 W en agitacién constante. Su crecimiento fue monitoreado

semanalmente tomando pequefias alicuotas del cultivo para medir su absorbancia en el
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espectrofotdmetro UV-Vis. La longitud de onda de medicion elegida fue a 685 nm por ser

la longitud de maxima absorcion de la clorofila. Se monitoreé la absorbancia porque se

relaciona con el numero de microalgas presentes en los medios de cultivo; un valor de

absorbancia igual a uno corresponde aproximadamente a 4.5x10° y 4x10% células/mL,

para S. capricornutum y S. acutus respectivamente.

Tabla 2.2 Composicion del medio Bristol.

Masa de los compuestos

Volumen a tomar de la

Concentracion final,

Compuesto para preparar 400 mL de disolucion stock para 1 L en 1 L de medio de
disolucion stock (g) de medio de cultivo (mL) cultivo (mM)

NaNO3 10 10 2.94
CaCl2+2H20 1 10 0.17
MgSQOas+7H20 3 10 0.30
Na2HPO4 3 10 0.43
KH2PO4 7 10 1.29
NaCl 1 10 0.43

En la figura 2.3 se muestran los cultivos (sdlido y liquido) en donde fueron crecidas las

microalgas. Los medios de cultivo solido fueron utilizados para la preservacion de las

microalgas. Se utilizé el agitador orbital para tener en agitaciéon constante los cultivos

liquidos.

Figura 2.3 Cultivos de las microalgas,
Medio sélido (izquierda) y medio liquido (derecha). Imagen propia.
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2.2.2.2 Inmovilizacién de microalgas en las cuentas de alginato
y supervivencia
Se siguio el procedimiento desarrollado por Bernal Toris(2015). Todo el material de vidrio
y las disoluciones de CaCl, fueron esterilizados en autoclave eléctrica a 121 °C y 15 psi,
por 30 minutos. La disolucion de alginato de sodio se esterilizé con el sistema de filtracion
Sterifil (ver figura 2.4) en una zona aséptica.

Una vez que los cultivos alcanzaron una absorbancia igual a uno se tomaron
alicuotas de 15 mL de cada cultivo. Cada especie fue inmovilizada en cuentas por
separado realizando la siguiente secuencia: la alicuota tomada del cultivo, en absorbancia
uno, se centrifugd a 3900 rpm por 15 minutos. Pasado ese tiempo, se separaron 13 mL
del sobrenadante y se resuspendieron las microalgas en el medio restante (aprox. 2 mL).
Las microalgas concentradas en los 2 mL del sobrenadante se mezclaron con 4 mL de
una disolucion estéril de alginato de sodio al 3% (p/v). Después en la campana de flujo
laminar la mezcla alginato-microalgas fue goteada, con una pipeta graduada de 5 mL, en
25 mL de una disolucion estéril de cloruro de calcio al 1% (p/v) para formar perlitas
esféricas. Las perlas con microalgas se dejaron 2 min en la disoluciéon de cloruro para
endurecerlas; posteriormente se descartd la disolucion de cloruro de calcio y se
enjuagaron las cuentas con agua potable. La figura 2.5 muestra un esquema del
procedimiento anteriormente descrito.

Siguiendo el procedimiento anterior se produjeron aproximadamente de 90 a 95
perlas uniformes translucidas, con un diametro aproximado de 4.0 mm, mismas que se

dejaron en 15 mL de agua potable hasta el momento de ser utilizadas (ver figura 2.6).

Figura 2.4 Esterilizacion del alginato de
sodio, a través de un sistema de filtracion
(Imagen propia). 59



Figura 2.6 Perlas de alginato-microalga
obtenidas de la inmovilizacién.

Figura 2.5 Procedimiento seguido para (Imagen propia).

inmovilizar las microalgas.

Para evaluar si las microalgas se mantenian vivas, una vez inmovilizadas en alginato
y suspendidas en agua potable, se hicieron observaciones acerca del cambio de color en
la perla y después la observacion al microscopio para comparar color y forma de las
células pasado el periodo de un mes. Para comparacion, primero se observaron las
microalgas en estado libre y después las inmovilizadas, liberandolas del alginato con una

disolucion de citrato de sodio al 9% (p/v).

2.2.2.3 Bioensayos de exposicion
Una vez que se validé el método de EFS-CLAR-UV, se expusieron las perlas de alginato-
microalga (cada especie por separado) a la presencia de HAPs. Para estos ensayos se
utilizé un agitador orbital SI-600R. Se evalu6 la remocion de los HAPs de las perlas de
alginato sin algas (blanco) y el efecto en la remociéon de las perlas conteniendo cada
especie de microalga, a diferentes tiempos de exposicion y cambiando el numero de
microalgas por perlas (Ver seccion 2.2.2.3.1 y 2.2.2.3.2). La figura 2.7 muestra el

procedimiento general para llevar a cabo los bioensayos.
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Figura 2.7 Procedimiento general para llevar a cabo los ensayos de exposicion y el posterior
tratamiento de la muestra, previo al analisis cromatografico.

A continuacion se describen las condiciones de los bioensayos con cada una de las

variables estudiadas.

2.2.2.3.1 Evaluacion de la remocion en diferentes tiempos
Las exposiciones se realizaron colocando 90 perlas en 15 mL de agua potable fortificada
a 0.266 mg/L, con agitacion constante de 50 rpm, a 25°C y luz amarilla (foco de 20 W),
variando el tiempo de exposicidn (3, 6 y 15 h). Para realizar estos bioensayos primero se

calculd el numero de microalgas por perla de acuerdo a la ecuacion 2.10.

microalgas Num.de microalgas Vol.alicuota(ml)

Ec 2.10
perla mlL Num. deperlas ¢
Para las perlas de alginato-S. capricornutum, se calculé:
microalgas de 5. capricornutum 4.5 X 10% “ 15mlL 75 % mE_ma'craaEga.s
perla ~ mlL 90 perlas perla
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Para las perlas de alginato-S. acutus, se calculé:

microalgas de 5. acutus 4 x 10% 15 mlL microalgas
= o =66 x 105 ——
perla mlL 90 perlas perla

Los sistemas evaluados fueron los siguientes:

1) HAPs: 15 mL de agua potable adicionados con HAPs. Se hizo con la finalidad de
evaluar el efecto de la luz en la remocion.

2) BCO+HAPs: 15 mL de agua potable con 90 perlas de alginato de calcio (ALG),
adicionados con HAPs. Se hizo para evaluar la remocioén de la matriz alginato sin
contener las microalgas.

3) SCAP+HAPs: 15 mL de agua potable con 90 perlas de alginato de calcio - S.
capricornutum (SCAP), adicionados con HAPs. Se hizo para evaluar la remocién
del sistema alginato-S. capricornutum.

4) SAC+HAPs: 15 mL de agua potable con 90 perlas de alginato de calcio - S. acutus
(SAC), adicionados con HAPs. Se hizo para evaluar la remocion del sistema

alginato-S. acutus.

El porcentaje de remocion se calculé a partir de la ec. 2.11

. Cantidad inicial — Cantidad remanente
%% Remocion = - — x 100 Ec. 211
Cantidad inicial

2.2.2.3.2 Evaluacion de la remocion variando las
caracteristicas biolégicas en la perla
Estas exposiciones se realizaron colocando 90 perlas en 15 mL de agua potable
fortificada a 0.266 mg/L, con agitacion constante de 50 rpm, a 25°C y luz amarilla (foco de
20 W), durante 6 horas, variando las caracteristicas biologicas de las cuentas de alginato-
microalga.

Las variaciones consistieron en modificar la cantidad de microalgas por cuenta, el
numero de cuentas utilizadas y hacer una mezcla de las perlas con cada especie en
diferentes proporciones. Se compard si era mayor, menor o igual el % de remocion,
haciendo las modificaciones siguientes, ademas de comparar con los respectivos blancos
de alginato (BCO+HAPSs).
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1)

2)

90 perlas con el doble de microalgas por cuenta (lo doble que el usado en la
seccion 2.2.2.3.1).

Para lograr esto se tomaron dos alicuotas de 15 mL del mismo cultivo en
absorbancia 1, se centrifugaron por separado durante 15 min a 3900 rpm, y los
botones de microalgas se resuspendieron en 1 mL del sobrenadante. Se
mezclaron en un solo tubo los dos botones de microalgas y para la inmovilizacién
se siguié el mismo procedimiento descrito en 2.2.2.2 (pag. 57). El numero de
microalgas por perla se calculd siguiendo la ec. 2.10, pero multiplicando por dos el
volumen de la alicuota tomada.

Para las perlas de alginato-S. capricornutum, se calculé:

microalgas deS.cap 45x10% 2(15mlL)
= =15 x 108
perla ml 90 perlas perla

microalgas

Para las perlas de alginato-Scenedesmus acutus, se calculo:

microalgas de S.acutus 4 x10% 2(15ml)
= =13 x 10%
perla ml 90 perlas perla

microalgas

El resultado del nimero de microalgas por perla para la S capricornutum es de
1.5X108 y para S. acutus 1.3x108, el doble de la concentracion obtenida en los
experimentos realizados previamente.

180 perlas con el mismo niumero de microalgas iniciales (lo mismo que la seccion
2.2.2.3.1, pag. 60). En este caso se tiene el doble de cuentas de alginato y cada
cuenta tiene la mitad de células que en los experimentos previos.

En este caso se tomd solo una alicuota de 15 mL de un cultivo en
absorbancia 1, se centrifugé por 15 min a 3900 rpm, pero se dejé un sobrenadante
de 4 mL para su resuspension. Las microalgas concentradas en los 4 mL del
sobrenadante, se mezclaron con 8 mL de una disolucion de alginato de sodio al
3% (p/v). Se continuod realizando el procedimiento de inmovilizacién descrito en
2.2.2.2. El nimero de microalgas por perla en este punto se calculé utilizando la
ec. 210, pero ahora dividiendo entre las 180 perlas obtenidas con este

procedimiento.
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Para las perlas de alginato-S. capricornutum, se calculo:

microalgas deS.cap 4.5x 10 15 mlL microalgas
= ® =37 %10 ——
perla ml 180 perlas perla

Para las perlas de alginato-S.acutus, se calculo:

microalgas de 5. acutus 4 x 10% 15mL microalgas
= X =33x10°F ——
peria mL 180 perias perla

La concentracién de microalgas/perla obtenida corresponde a la mitad de la

concentracidén que se tiene en los experimentos inicialmente realizados.

3) 90 perlas totales, pero haciendo mezclas que contenian a las dos especies de
microalgas (inmovilizadas por separado) con S. acutus - S. capricornutum en las
siguientes proporciones 25:75, 50:50 y 75:25. Se manejé el mismo numero de
células que en 2.2.2.3.1.

Para realizar las mezclas propuestas se siguio el mismo procedimiento descrito en
2.2.2.2 hasta la preparacion de la disolucion de alginato-microalgas. Por lo tanto
cada cuenta, por separado tenia aproximadamente el mismo numero de células,
7.7x10°% y 6.6x10° microalgas de S. capricornutum y S. acutus respectivamente.
En el caso de las mezclas 25:75 y 75:25, se sacé la proporcién: si 25% de 90
perlas son 22 perlas por lo tanto 75% son 68 perlas, entonces se gotearon 22
perlas de un cultivo y luego 68 perlas del otro cultivo, en la disolucion de CaCly,
para que sumaran 90 perlas.
Para la mezcla de 50:50 se gotearon 45 perlas de cada cultivo preparado por
separado, dando un total de 90 perlas.

Los sistemas evaluados, variando las caracteristicas de la perla, se compilan en la tabla

2.3. Cada ensayo se realiz6 por triplicado y los resultados se muestran en la tabla 3.5
(pag. 89).
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Tabla 2.3 Identificacidn de los bioensayos realizados, variando las caracteristicas de la

perla de alginato

Bioensayo Sistema N, 2 . N, 2 Finalidad
perlas | microalgas/perla
Evaluar la remocion por sorcion de
1 ?—Iil(gs?(()S; 90 0 las perlas de alginato de calcio,
durante 3 horas
Evaluar la remocion por sorcion del
2 BI-CI:A(\)P138(?3)+ 180 0 doble de perlas de alginato de
calcio por 3 horas
Evaluar la remocion por sorcion de
3 ii%j?e;- a0 0 las perlas de alginato de calcio por
6 horas
Evaluar la remocion por sorcion del
4 BI-?A?P138((()3)+ 180 0 doble de perlas de alginato de
calcio por 6 horas
SCAP 90 + 5 Evaluar la remocién del sistema
5 HAPs 90 7.5X10 alginato-S. capricornutum
Evaluar la remocion del sistema
6 SCAHPAQSO * 180 3.7X10° alginato-S. capricornutum con la
mitad de células por perla
Evaluar la remocion del sistema
7 SCQKF?SC * 90 1.5X10°8 alginato-S. capricornutum con el
doble de células por perla
SAC 90 + 5 Evaluar la remocién del sistema
8 HAPs 90 6.6X10 alginato-S. acutus.
Evaluar la remocion del sistema
9 SAS;F?SO * | 180 3.3X108 alginato-S. acutus con la mitad de
células por perlas
Evaluar la remocion del sistema
10 S’LCAéS ¥ 90 1.3X108 alginato-S. acutus con el doble de
células por perlas
Evaluar la remocion haciendo una
5
11 75:25 90 c;.ﬁé((:r%utstjm mezcla de perlas de ambas
SCAP-SAC 6 6xF1)05 S acutus microalgas donde predominara la
' ' especie S. capricornutum.
50-50 7.5X10° S. Evaluar la remocién haciendo una
12 SCAI5-SAC 90 capricornutum mezcla de perlas de ambas
6.6x10° S. acutus | microalgas en la misma proporcién.
7 5X105S Evaluar la remocién haciendo una
13 75:25 90 cap;ricornutljm . mezlcla dc? p((ajrlas dg ambas |
- 5 microalgas donde predominara la
SAC-SCAP 6.6x10° S. acutus especie S. acutus.

Todos los bioensayos se realizaron con 15 mL de agua potable con 0.266 mg/L de cada HAP (4

ug)

Todos los bioensayos se hicieron en 6 h, menos 1y 2, realizados en 3 h.

2.2.2.4 HAPs en la biomasa
Un estudio complementario consisti6 en buscar la presencia de HAPs en la

biomasa de las microalgas, después de incubar por 6 horas, en agitacion orbital; el

ensayo se hizo trabajando cada microalga por separado. La finalidad de este estudio, fue
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ver la presencia de los HAPs en la biomasa y usar las cantidades totales (medio y

biomasa) remanentes para calcular el porcentaje de degradacion de acuerdo a la relacion:

ug tot remanentes = Wi medio liquido + WGsiomasa Ec.2.12

Lg iniciales — ug tot remanentes

U degradacion = —— x 100 Ec.2.13
ug iniciales

La extraccion se realizé por Dispersion de Matriz en Fase Sélida (DMFS) siguiendo
la metodologia validada por Bernal Toris (2015), que consistié en lo siguiente: Liberar las
microalgas con 10 mL de una disolucién de citrato de sodio al 9% (p/v), se agitaron las
perlas en la disolucién de citrato hasta formar una disolucion homogénea; se centrifugo
por 15 minutos a 3500 rpm para separar la biomasa. Una vez que se separd6 la biomasa
se puso a secar. Se obtuvieron alrededor de 5 mg de biomasa seca y se mezclaron con
100 mg de silice C18 en un mortero de agata. Se obtuvo una mezcla homogénea, la cual
se empaco entre dos frits en un cartucho de 1 mL. Se realizé la siguiente secuencia de
lavados: 1)10 mL de agua 2) 5 mL de una disolucién 20% ACN en agua 3)1.5 mL de una
disolucién 60% ACN en agua; finalmente se eluyeron los HAPs con 0.5 mL de una

disolucién al 90% ACN vy este extracto es el que fue analizado por CLAR-UV.
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2.2.3 Bioreactores

Las perlas de alginato-microalga fueron evaluadas para ser el empaque de un
pequefo bioreactor de volumen de 15 mL de agua potable mas las 90 perlas. De manera
practica se midié que el volumen que ocupan las perlas, vaciandolas en una probeta, era
de aproximadamente 7 mL. Entonces, el volumen del reactor debia tener un volumen
aproximado de 22 mL. A través del calculo, considerando la forma del bioreactor, se

determind que el volumen debia ser de aproximadamente 25 mL.

Condiciones de operacion
Las condiciones de operacion se establecieron de acuerdo a los resultados &ptimos
obtenidos en los experimentos descritos en las secciones anteriores. Asi, en un
contenedor ambar se preparé una disolucion de 30 mL de agua potable (muestra a tratar)
que tuviera 0.266 mg/L de BaA y BaP (4 ug de cada HAP en 15 mL y 8 ug totales). Cada
bioreactor se empacdé con 90 perlas de alginato-mezcla de cultivos 50:50 S.
capricornutum-S. acutus, con una concentracién del doble de células por perla (1.5x108
para las perlas de S. capricornutum y 1.3x10° para las perlas de S. acutus). En un inicio,
se les llen6 con 15 mL de muestra acuosa adicionada con HAPSs.

Asi, el bioreactor operé en 2 ciclos de prueba, donde cada ciclo consistio en las
dos etapas siguientes (una estatica y una dinamica):
1) Dejar 15 mL de la muestra acuosa en contacto con las microalgas inmovilizadas
durante 3 horas (TE1 = tiempo estatico).
2) Activar la bomba peristéltica para recolectar 15 mL de la muestra acuosa en 3 horas
(TD1= tiempo dinamico), a un flujo de 0.08 mL/min (F1). Al realizar 2 ciclos se
recolectaron en cada uno un volumen de 15 mL (R1 y R2). Como el tiempo de operacién

por ciclo fue de 6 horas, el tiempo total de operacién de cada bioreactor fue de 12 horas.

2.2.3.1 Diseio y evaluacion de los diseiios
Los reactores fueron hechos de vidrio, por el taller de vidrio de la Facultad de Quimica de
la UNAM. Se disefaron tres modelos con formas diferentes de reactores, considerando
que se manejarian en un sistema semicontinuo, se fijo una entrada y una salida.
Los disefios consistieron en tubos con tres diferentes formas: 1) Reactor de tubo
recto, 2) Reactor en forma de S y 3) Reactor en espiral. El medio acuoso se hizo pasar a
través de los bioreactores con una bomba peristaltica, la cual ayudo en la regulacién del

flujo. Para cada disefio, se evaluaron aspectos como el % de remocién de los HAPs del
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medio acuoso, ventajas como espacio y distribucién del empaque, entre otros (Ver figura

2.8).

a

1) Reactor de tubo recto
15 mL de muestra
+ 90 perlas (50:50)

ii

RI R2 (15 mL)

Vinicial =15 mL

V final =0 mL
Tiempo de operacion de cada

% ciclo
Ciclo 1 (TE1+TD1)=6 h
Ciclo 2 (TE1+TD1)=6 h

:::::.““" 15 mL de muestra
& +90 perlas (50:50)
3:'”‘““ Tiempo total de operacion de
oo0seecse cada bioreactor
Ciclo 1+ Ciclo 2=12 h

2) Reactor en forma de S

Vinicial =15 mL

V final =0 mL R1 R2 (15mL)

=

15 mL de muestra
+ 90 perlas (50:50)

R1y R2 se recolectan a un
flujo F1, para después

tratarse con el Método EFS-
CLAR-UV

Figura 2.8 Procedimiento general para evaluar los diferentes disefios del bioreactor.
Concentracion de la muestra= 0.266 mg/L, TE1= 3h, TD1= 3h, F1=0.08 mL/min
R1=15mL en el ciclo 1, R2= 15 mL en el ciclo 2.

3) Reactor en espiral

Vinicial =15 mL

V final =0 mL R1 R2 (15 mlL)
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2.2.3.2 Optimizacion de los parametros de operacion
Se buscd optimizar las condiciones de operacion del bioreactor elegido con la forma
Optima. Se hicieron variaciones en la velocidad del flujo, tiempo de contacto estatico del
sistema muestra acuosa-perlas, recirculacion del medio y aumento del volumen de la
muestra. Con estas pruebas se observo la eficiencia de la remocion partiendo de un

medio adicionado con 0.266 mg/L de cada HAP.

2.2.3.2.1 Modificacion del flujo
Estos ensayos se realizaron continuando con la evaluacion de 2 ciclos de prueba,
manteniendo el tiempo de contacto estatico de 3 horas (TE1), pero cambiando el flujo
inicial (F1) para cada ensayo con otros dos flujos mas:
a) Flujo de 0.16 mL/min (F2), para recolectar 15 mL del medio en 1.5 horas (TD2).
b) Flujo de 0.5 mL/min (F3), para recolectar 15 mL del medio en 0.5 horas (TD3).

Al hacer estas variaciones del flujo se buscd reducir el tiempo de operacion pero
buscando mantener un alto % de remocion del HAP (=80%). La figura 2.9 muestra un
diagrama general del procedimiento seguido.

Al realizar 2 ciclos se recolectaron en cada uno el volumen de 15 mL (R1 y R2). El tiempo
de operacién para el ensayo con F2 fue de 4.5 horas por ciclo, dando un tiempo total de
operacion de 9 horas; para el ensayo con F3 el tiempo de operacién por ciclo fue de 3.5
horas y un tiempo total de operacién de 7 horas.

Estos ensayos también se hicieron con perlas de alginato solo (Blanco), e igualmente se

midio el % de remocién de los HAPs.
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Ciclo 1

15 mL de muestra + 90 perlas (50:50)
Tiempo de operacion del
0000000004 ciclo 1
°
0000000 ®
° Con F2 (TE1+TD2)= 4.5 h
00000 ...o. Con F3 (TE1+TD3)=3.5 h
000000000 e
%
000000000 ﬁ

R1 se recolecta a un

flujo F2 o F3, para
» después tratarse con
el Método

EFS-CLAR-UV

R1
Vinicial =15 mL
=
Ciclo 2
Tiempo de operacion del
ciclo 2
15 mL de muestra + 90 perlas (50:50) Con F2 (TE1+TD2)=4.5 h
Con F3 (TE1+TD3)=3.5h

[}
e0000000 ®
° " i

Tiempo total de operacién
del bioreactor

@
()
o®0000000 0 Con F2 (ciclo L+ciclo 2)= 9h

... 00000000 Iﬂ Con F3 (ciclo 1+ciclo 2)= 7h

R2 se recolecta a un

flujo F2 o F3, para
» después tratarse con
el Método

EFS-CLAR-UV

V final =0 mL

Figura 2.9 Procedimiento seguido al modificar el flujo.
Concentracion de la muestra= 0.266 mg/L, TE1= 3h,
TD2= 1.5h, F2= 0.16 mL/min, TD3= 0.5h, F3= 0.5 mL/min
R1=15mL en el ciclo 1, R2= 15 mL en el ciclo 2.



2.2.3.2.2 Modificacién del tiempo de contacto estatico
Este ensayo consistiéo en modificar el tiempo de contacto estatico de la muestra acuosa y
las perlas. Para ello se hizo lo siguiente (ver Fig. 2.10):
1) Se dejé en contacto la muestra acuosa y las perlas por 4 horas (TE2)
2) Se recolectaron 15 mL de medio acuoso en un tiempo dinamico de 0.5 horas (TD3),
con el flujo de 0.5 mL/min (F3), teniendo un tiempo de operaciéon por cada ciclo de 4.5
horas y un tiempo total de operacion de 9 horas por los dos ciclos, en cada ciclo se
recolectaron R1y R2.
Los resultados de esta modificacion se compararon con el ensayo de tiempo estatico de 3
horas (TE1), con tiempo dinamico de 1.5 horas (TD2), recolectando la muestra a un flujo
de 0.16 mL/min (F2), donde el tiempo de operacion total es también de 9 horas. La
comparacion también se efectud con el sistema que contenia perlas de alginato sin

micoalgas (Blanco) y perlas de alginato-mezcla 50:50 de especies de microalgas.

2.2.3.2.3 Recirculacion del medio

En la busqueda de optimizar el % de remocién, se modificé la forma del bioreactor en S
(cambio de sitio de la boquilla) para que pudiera haber recirculacion del medio. También
se evaluaron 2 ciclos, los cuales consistieron en adicionar 30 mL de agua potable con una
concentracion de 0.266 mg/L de BaA y BaP (8 pg totales de cada HAP). Este medio fue
recirculado en el bioreactor empacado con 90 perlas de alginato. En el primer ciclo, se
hizo recircular el agua por 3 horas con un flujo de 0.16 mL/min (F2). Después de recircular
por ese tiempo, se recogio el primer volumen de 15 mL (R1) en un tiempo de TD2 de 1.5
horas con el mismo flujo (F2).

En el segundo ciclo, se continud con la recirculaciéon de los 15 mL restantes por 3 horas,
a un flujo de 0.16 mL/min (F2). Pasado ese tiempo se recolectaron esos 15 mL (R2) en un
tiempo de TD2 de 1.5 horas con el mismo flujo (F2).

El tiempo de operacién del bioreactor fue de 4.5 horas por cada ciclo. Por los dos ciclos el
tiempo total de operacién fueron 9 horas. Se planeé realizar este ensayo utilizando perlas
de alginato sin microalgas (blanco) y con las perlas de alginato - mezcla 50:50 de

especies de microalgas, este ensayo se ilustra en la figura 2.11.
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Ciclo1

15 mL de muestra + 90 perlas (50:50)

@ 000000000

Tiempo de operacion

®
00000000 del ciclo 1
X (LY S
pC Ciclo 1 (TE2+TD3) =4.5h
000000000

tl". ecscecee ﬁ

R1 se recolecta a un

flujo F3, para después
» tratarse con el
Método

EFS-CLAR-UV
R1
—Vinicial=15 ml
Ciclo 2
15 mL de muestra + 90 perlas (50:50) Tiempo de operaci6n del
@ ciclo 2
000000000, ¢
00000000 o* Ciclo 2 (TE2+TD3) =4.5h
Y °
()
O 00000000 L Tiempo total de operacién
° del bioreactor
%0 00000000
Ciclo1+Ciclo2=9h

R2 se recolecta a un

flujo F3, para después
tratarse con el
Método

EFS-CLAR-UV

V final= 0 mL

Figura 2.10 Procedimiento seguido al modificar el tiempo de contacto estatico.
Concentracion de la muestra= 0.266 mg/L,
TE2= 4h, TD3= 0.5h, F3= 0.5 mL/min
R1= 15 mL en el ciclo 1, R2=15 mL en el ciclo 2.
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Ciclo1

15 mL de muestra + 90 perlas (50:50)

Tiempo de operacion del ciclo 1

Ciclo 1 (3h de recirculacion +TD2) =4.5 h

R1 se recolecta a un
flujo F2, para después
tratarse con el

Método La muestra que sale
EFS-CLAR-UV cae dentro del mismo
R1 Vinicial=30 mL  reservorio, por lo que
se mantiene
recirculando por 3
horas.
=1
Ciclo 2

15 mL de muestra + 90 perlas (50:50)

Tiempo de operacion del ciclo 2

Ciclo 2 (3h de recirculaciéon +TD2) =4.5 h

Tiempo total de operacion del
bioreactor

Ciclo1+Ciclo2=9h

R2 se recolecta a un

flujo F2, para después
tratarse con el

Por el bioreactor

Método
EFS-CLAR-UV siguen recirculando
R2 V final= 0 mL los 15 mL restantes, a
un flujo F2, por otras
3h

Figura 2.11 Procedimiento seguido al realizar la recirculacion del medio.

Concentracion de la muestra= 0.266 mg/L,
Tiempo de recirculacién = 3 h, TD2= 1.5h, F2=1.5 mL/min
R1= 15 mL en el ciclo 1, R2= 15 mL en el ciclo 2.
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2.2.3.2.4 Cambio de la proporciéon volumen muestra acuosa-perlas

Para hacer el cambio de la proporcién entre el volumen de la muestra acuosa y las perlas,
se mandé hacer un bioreactor que tuviera un volumen de 50 mL en vez de 25 mL. Esta
modificacion se efectué para poder aumentar al doble el volumen de la muestra acuosa
dentro del reactor (30 mL en vez de 15 mL), que contuviera la misma cantidad de HAPs
inicial (4 ug de cada HAP en 30 mL), pero conservando el mismo numero de perlas (90)
en todo el ensayo. Este cambio se hizo con la intencion de observar si habia una mejora
en la remocion o si se mantenia la eficiencia del % de remocion al doblar el volumen de
muestra cuando estan en contacto con las perlas en el tiempo estatico (TE1), pero
conteniendo la misma masa de HAPs que en los ensayos previos con el bioreactor
pequefo de 25 mL. Por tanto, estos ensayos fueron realizados con 60 mL totales de agua
potable, es decir, el doble de volumen, a una concentracién de 0.133 mg/L de BaA y BaP
(8 ug totales).

En los ensayos previos, la proporcién inicial en volumen que se tuvo de muestra
acuosa-perlas fue de 2:1 (v/v) lo que equivale a decir que el volumen de muestra acuosa
fue de 15 mL y el volumen de perlas de 7 mL. El cambio que se hizo aqui fue aumentar a
una proporcion 4:1 (v/v), equivalente a decir que el volumen de medio fue de 30 mL y el
volumen de perlas de 7 mL.

Entonces, en el primer ciclo se dejaron de forma estatica 30 mL del agua potable
con HAPs en contacto 3 horas (TE1) con las perlas. Después se recogié el primer
volumen de 15 mL (R1) en un tiempo de 1.5 horas (TD2) a un flujo de 0.16 mL/min (F2).
Antes de comenzar el siguiente ciclo se enviaron al bioreactor los 30 mL restantes en el
reservorio a un flujo rapido de 6 mL/min (F4). En el segundo ciclo se volvié a dejar el
bioreactor en tiempo estatico de 3 horas (TE1), en contacto con las perlas, pero ahora con
45 mL de muestra acuosa (30 enviados +15 restantes). De esta manera, la proporcion de
muestra acuosa-perlas fue de 6:1 (v/v), este cambio equivale a decir que hay un volumen
de medio de 45 mL y un volumen de perlas de 7 mL. Pasado ese tiempo en estatico se
recogieron del bioreactor otros 15 mL (R2) en un tiempo de 1.5 horas (TD2) a un flujo de
0.16 mL/min (F2). Finalmente, en 5 minutos con la bomba marcando un flujo de 6 mL/min
(F4), bombeando aire (con la misma bomba), se recolectaron 15 mL (R3) de los 30 mL
restantes en el bioreactor (para verificar el % de remocion), los cuales también se llevaron
a analisis como la toma R1 y la toma R2. El tiempo total por ciclo fue de 4.5 horas y de

operacion del bioreactor fue de 9 horas.
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Se planeo realizar este ensayo utilizando perlas de alginato sin microalgas (blanco) y con
las perlas de alginato-cultivo de microalgas. La descripcion grafica de este ensayo se

muestra en la figura 2.12.
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Ciclo1

30 mL de muestra + 90 perlas (50:50)
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=
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00000000 °
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» respectivamente,
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R2 R3

..
00000000 O

con el Método
EFS-CLAR-UV

V final= 0 mL

Figura 2.12 Procedimiento seguido al cambiar la proporcion de volumen muestra acuosa-perlas.
Concentracion de la muestra= 0.133 mg/L, TE1=3 h,
TD2= 1.5h, F2= 1.5 mL/min, F4= 6 mL/min
R1= 15 mL en el ciclo 1, R2= 15 mL en el ciclo 2, R3= 15 mL del ciclo 2
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CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Metodologia analitica

3.1.1 Optimizacion de la separacién cromatografica y deteccién

3.1.1.1 Seleccidn de la longitud de onda
Los espectros de absorcion en la region ultravioleta para los HAP estudiados se muestran

en la Figura 3.1

A) Espectro UV B[a]A B) Espectro UV B[alP

Figura 3.1 Espectros UV de los HAPs estudiados.
A) Benzo[a]Antraceno, B) Benzo[a]Pireno.

Para el BaA, se eligié como Amax 287 nm y para el BaP 263 nm. En el caso del BaP su
Amax €S 295 nm, pero debido a que en trabajos anteriores del grupo de trabajo se ha
utilizado la Amax de 263 nm, se optd por cuantificar en 263 nm para poder comparar
resultados, ademas que entre estas dos longitudes de onda la respuesta no es muy

diferente.

3.1.1.2 Seleccidn de la fase moévil
Como se menciond en la seccion 2.2.1.1.2 (pag. 51), se probaron como fase movil 100%
Metanol y después 95:5 metanol:agua (v/v), a un flujo de la fase mévil de 1 mL/min. El
“software” del cromatdgrafo permite que al seleccionar 2 longitudes de onda para
detectar, por lo que se proporciona simultaneamente dos cromatogramas. En la figura 3.2
se muestran los cromatogramas obtenidos para cada fase movil y longitudes de onda. Los

parametros cromatograficos se pueden ver en la tabla 3.1.
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Figura 3.2 Cromatogramas obtenidos utilizando diferente fase
movil. 100% Metanol (azul) 95:5 Metanol:Agua (rojo).
Leidos a A) =263 nm B) A=287 nm.

Tabla 3.1 Parametros cromatograficos
Ancho del

. . , N
Fase Movil L) bg::(?nllfl) k a (columna) | Resolucién
BaA | BaP | BaA | BaP | BaA | BaP BaA | BaP

100% MeOH 3.21 381 [ 044 {045 0.78 | 111 | 142 | 164 | 319 1.348
95:5 MeOH:H20 | 3.92 | 489 | 048 | 045|118 | 1.72 | 1.46 | 312 | 754 2.086
tm= 1.8 min

En ambos casos, la columna mostrd tener buena selectividad y eficiencia para los dos
HAPs y el cambio de composiciéon en la fase mévil no causé cambios drasticos en el
factor de capacidad, selectividad y eficiencia; sin embargo observando los resultados, se
opté por una fase movil 95:5 metanol:agua, porque presenta una mejora en la resolucién
de los picos, suficiente para realizar integraciones de base a base y con ello asegurar una
buena cuantificacion. Aunque el tiempo de la corrida aumenté en un minuto, adn sigue

siendo un tiempo de analisis corto.
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3.1.2 Validacién del sistema cromatografico
3.1.2.1 Linealidad
Las curvas para ambos analitos presentan un ajuste lineal con un coeficiente r>> 0.99, por
lo que el intervalo de 0.5 a 10 mg/L, valor acorde con el método EPA 8000D
“Separaciones cromatograficas determinantes” (Environmental Protection Agency 2014),
guia que aborda las generalidades de un analisis por cromatografia, ya sea de Liquidos o
gases. La figura 3.3 muestra las curvas de calibracion donde se observan las ecuaciones

para ambos analitos.

Figura 3.3 Curvas de calibracién de B[a]Ay BJ[a]P.
(Resultado promedio + desviacion estandar, n=3).

3.1.2.2 Limites de deteccion (L.D.) y cuantificacion (L.C.) instrumentales
Los limites de deteccion y cuantificacion instrumentales para los analitos se pueden ver
en la tabla 3.2; se aprecia que son valores pequefos, por lo cual es adecuado su uso en

la cuantificacion de concentraciones a nivel traza.
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3.1.2.3 Precision
La precision del sistema cromatografico se aprecia también en la tabla 3.2; los valores de
los coeficientes de variacion (C.V.) son menores a 9.3 %, mostrando que las mediciones

son precisas.

Tabla 3.2. Validacion del sistema cromatografico para la determinacién de HAPs.

Compuesto L.D. | L.C. | Coeficiente de %C.V.
P mg/L correlacionr? | 0.5mg/L | 2.5 mg/L
Benzo(@)Antraceno | ¢ g9 | 0.301 0.9969 9.29 4.42
BenzoB(z);’lreno 0.087 | 0.265 0.9971 8.50 6.95

3.1.3 Optimizacion de la Extraccién en Fase soélida (EFS)

Las modificaciones efectuadas para el método por la Extraccién en Fase Sélida como se
menciond en el punto 2.2.1.3, de Olmos Espejel (2013) y Bernal Toris (2015), consistieron
en cambiar la fase estacionaria CHROMABOND C18-PAH por la fase SUPELCO C18, y
el medio acuoso de cultivo Bristol-proteosa/peptona por agua potable. El agua potable
utilizada provenia de estar en contacto con las microalgas inmovilizadas en alginato.

Al aplicar el método original, se observo una disminucién del recobro cuando se
utilizaron sélo 4 mL de acetonitrilo para eluir a los analitos. Se hicieron 12 ensayos vy el
recobro promedio para BaA fue de 43% (+4.2) y para BaP fue de 35% (+£2.4) por lo que se
opté por aumentar a 6 mL el volumen del eluente; también se aumentd un paso mas en el
protocolo de extracciéon, que consisti6 en evaporar el extracto a sequedad para
reconstituirlo en 1 mL de acetonitrilo y asi disminuir los limites de deteccion del método al
tener un factor de concentracién de 15.

La figura 3.4 muestra los cromatogramas de los extractos obtenidos al aplicar el
meétodo optimizado, se muestra de manera ilustrativa solo el cromatograma obtenido a
A=263 nm. Para verificar que no habia interferencias en los tiempos de retencion de los
analitos, se prepard un blanco de reactivos siguiendo el método descrito en 2.2.1.3 sélo
que sin adicionar HAPs. Como se puede observar en la figura 3.4B los picos de los
cromatogramas siguen mostrando picos simétricos, con buena resolucion y el 3A que

representa al blanco se presenta sin interferencias.
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BaP
BaA

Figura 3.4 Cromatogramas obtenidos de los extractos utilizando el método de EFS
(A) Cromatograma del blanco
(B) Comparacion de la disolucion estandar (azul)
vs extracto de muestra fortificada a 4 mg/L (rojo).

3.1.4 Validacion del método de EFS- CLAR-UV

3.1.4.1 Linealidad

Se graficd concentracion vs area del pico, para ambos HAPs. Evaluando
igualmente, con el criterio de la guia EPA 8000D, si los coeficientes r? son mayores a 0.99
se considera lineal. En la figura 3.5 se muestran ambas graficas asi como la r2 en donde
para cada compuesto se cumple este criterio, por lo tanto se estima que es un método
lineal en ese intervalo de trabajo.

También se determinaron los pug agregados con la ecuacion 2.8 (p. 54) y los nug
recuperados se determinaron con la ecuacion 2.9 (p.54). Al graficar los ug agregados vs
ng recuperados, para cada compuesto (figura 3.6), se obtuvo la curva de linealidad del
método dentro del intervalo de concentraciones utilizado donde el recobro promedio del
meétodo esta representado por la pendiente.

La recuperacion o recobro promedio del método, dentro del intervalo de
concentraciones utilizado fue para el B[a]A de 75% (x7.2) y del 73% (+6.6) para B[a]P.

De acuerdo con la guia EPA 8000D, sugiere que los % de recuperacion cuando se
esta desarrollando un método pueden fijarse entre un 70-130%, los % de recuperacién
obtenidos por el grupo de trabajo son: de un 74-80% para el BaA y de 70-75% para el
BaP, acordes con lo recomendado por la EPA, ademas de demostrar reproducibilidad con
respecto a los trabajos anteriores. El coeficiente de determinacion lineal fue 6ptimo con

valores mayores a 0.99.

81



Figura 3.5 Curvas de calibracién de B[a]Ay B[a]P para el método EFS-CLAR-UV.
(Resultado promedio + desviacion estandar, n=3).

Figura 3.6 Linealidad del método de EFS-CLAR-UV, cuya pendiente
representa el recobro global.

3.1.4.2 Limites de deteccion (L.D.) y cuantificacion (L.C.) del método
Los limites del método se determinaron con base en la curva de calibracién preparada
como se describid en la seccion 2.2.1.4.2. Se inyectaron los extractos y con las areas
resultantes se calcularon los limites utilizando la desviacion estandar de la regresion y las
ecuaciones 2.5 y 2.6 (pag 52). Al concentrar el extracto de 6 a 1 mL, los limites de
deteccién y cuantificacion disminuyeron. La tabla 3.3 muestra los limites de deteccién y

cuantificacion obtenidos.

82



3.1.4.3 Precision
De igual forma, las muestras preparadas a dos concentraciones diferentes, con tres
repeticiones cada una, muestran coeficientes de variacion menores a 10%, lo cual indica
que es un método preciso y esta de acuerdo al criterio de control de calidad del método

EPA 8000 D. La tabla 3.3 muestra el coeficiente de variacion para cada HAP.

Tabla 3.3. Validacién del método de EFS-CLAR-UV para la determinacion de HAPs.

LD. | LC. Coeficiente de GV
Compuesto mglL AR 0.027 0.266
mg/L mg/L
Benzo(aEgaAX“ace”O 0.0086 | 0.0260 0.9999 7.80 8.50
Be”ZOEgZ)PP"'e”O 0.0090 | 0.0274 0.9997 7.32 8.90

3.2. Manejo de microalgas

3.2.1 Cultivo de microalgas
Como se describioé en la experimentacion, el cultivo de microalgas fue llevado a cabo en
un area exclusiva y la absorbancia era monitoreada semanalmente. Se observé que la
microalga S. acutus alcanza la absorbancia de uno en aproximadamente 14 dias,

mientras que la S. capricornutum alcanza este valor de absorbancia en 20 dias.

3.2.2 Inmovilizacién de microalgas en las cuentas de alginato y supervivencia
Una vez que se tuvieron inmovilizadas las microalgas en perlas, cada especie por
separado, se procedio a verificar su supervivencia. Para ello se dejaron durante un mes
las perlas sumergidas en agua potable. Pasado ese mes se observd un cambio (aumento)
en la intensidad del color verde en las perlas como se puede ver en la figura 3.7. El
cambio en la coloracién muestra que las microalgas siguen reproduciéndose. Las perlas
de la S. acutus mostraron un color verde mas oscuro que la S. capricornutum. De esta
manera cualitativa se observd que las microalgas son capaces de sobrevivir y
reproducirse en un material como el alginato de calcio durante el tiempo estudiado.

Después se procedié a liberar las algas utilizando una disolucién de citrato de
sodio. Una vez libres se observaron al microscopio y se comparo la apariencia (forma y
color) con un cultivo fresco de medio liquido. No se observaron cambios drasticos ni en

color y forma (ver figura 3.8).
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Figura 3.7 Comparacion del crecimiento de S. acutus durante un mes.
A) Microalgas en el primer dia de inmovilizacion.
B) Microalgas un mes después de la inmovilizacion.

Figura 3.8 Comparacion de microalgas antes y después de ser inmovilizadas y liberadas del
alginato un mes después. S. capricornutum en (A) antes y (B) después.
S. acutus en (C) antes y (D) después.
Imagen tomada del microscopio a 40X.

De acuerdo con las observaciones de Ruiz-Marin et al. (2013), la S. obliguus (otro
nombre que recibe la microalga S. acutus) inmovilizada en alginato de calcio registra un
crecimiento inmediato después que se forman las esferas. Covarrubias et al. (2012)
sugieren que las microalgas se adaptan rapidamente a la inmovilizacién, ademas que

también reportaron el aumento del numero de microorganismos en Chlorella sorokiniana
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después de haber sido inmovilizada en perlas de alginato. En el presente trabajo, se
podria suponer un comportamiento similar para ambas microalgas verdes, S.
capricornutum y S. acutus, debido a que igualmente se observa una mayor intensidad del
color en las perlas pasado un mes.

Covarrubias et al. (2012) hicieron la caracterizacién de las perlas de alginato,
utilizando microscopia electrénica de barrido y en la figura 3.9 se muestran las
microfotografias obtenidas, mostrando la estructura interna de una perla de alginato; en
las micrografias se observan poros, los cuales permiten el intercambio de sustancias con

el medio.

Figura 3.9 a) Microfotografia por microscopia electronica de barrido de la superficie
de una perla de alginato (que contiene inmovilizada conjuntamente a Chlorella
sorokiniana y Azospirilum brasilense) después de la incubacién durante 48 h en
agua residual regular. b) Ampliacion de la perla, las flechas negras indican
protuberancias y las flechas blancas indica poros. ¢) Corte de la perla, las flechas
muestran las cavidades internas tipicas de perlas de alginato. d) Tipica cavidad de
poro de la superficie de las perlas (Covarrubias et al. 2012).

3.2.3 Bioensayos de exposicion
3.2.3.1 Evaluacion de la remocion en diferentes tiempos
En la figura 3.10 se muestra el agitador orbital donde fueron llevados a cabo los ensayos
a los diferentes tiempos. Los resultados de estos ensayos se muestran en las graficas de
la figura 3.11 y en la tabla 3.4 se muestran la cantidad de HAP remanente y los % de
remocion a los diferentes tiempos de exposicidn con los sistemas estudiados. En éstas se
observa que para el sistema 1 (HAP) primero se da una disminucién de la cantidad
remanente y después de las 6 h de exposicion, el HAP remanente parece permanecer
constante; lo anterior parece representar la remocion por fotooxidacién de los HAP. Para
el sistema 2 (BCO+HAPs), se da una disminucion mayor de los HAP remanentes y por lo
tanto un aumento en el % de remocion, esto parece indicar que en el medio con el

alginato se remueven lentamente los contaminantes, llegando a las 15 h al 74% y el 65%
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del BaA y el BaP respectivamente, la cual varia mas lentamente para BaP. Al hacer un
ANOVA al 95% de confianza para ver si eran significativamente diferentes los porcentajes
encontrados para ambos HAPs en los diferentes tiempos, se encontré que no era
significativo. Curiosamente, lo mismo sucede al comparar el % de remociéon de ambos
HAPs a las tres horas de incubacion en los sistemas con las dos especies de microalgas
inmovilizadas: sistema 3 (SCAP-HAPs) y sistema 4 (SAC-HAPs). Entonces, como no hay
diferencia significativa entre las perlas de alginato solas (sistema 2), perlas de alginato-S.
capricornutum (sistema 3) y perlas de alginato-S.acutus (sistema 4), se deduce que
durante las primeras tres horas solo se da remocién abidtica (por adsorcion al alginato,
ademas de la fotodegradacion). Sin embargo, en los tiempos mayores, si se nota una
diferencia entre las cantidades residuales de los ensayos control sin microalgas (sistemas
1y 2) y los bioensayos con las microalgas en las perlas (sistemas 3 y 4), ademas se ve
que la tendencia de los HAPs después de las 3 h de exposicién, es ir desapareciendo del
medio en funcion del tiempo, por lo tanto si hay un efecto debido a las algas
(bioremocidn). Asi, en 6 horas, se ha removido cerca del 78%, para el BaA y cerca del
66% para BaP. EI ANOVA, con una confianza del 95%, mostré6 que eran
significativamente diferentes los sistemas 3 y 4 del sistema 2 (control) en el caso del BaA;
sin embargo para el BaP no mostré haber diferencia significativa entre los sistemas 2, 3, y
4 a las 6 h. Se hizo un ANOVA al 95% de confianza, para verificar si habia diferencia
significativa en la remocion del BaP a las 15 h de exposicidn, entre el sistema 2 y los
sistemas 3 y 4, resultando ser significativamente diferentes. La diferencia puede deberse
a que siendo un compuesto mas pesado y mas apolar que el otro (BaA), debe presentar
mayor adsorcién al alginato y migrar mas lentamente hacia el interior de las perlas para
encontrarse con las microalgas y por lo tanto la remocién se da de manera mas lenta.

En la tabla 3.4 se resaltan con negritas los datos donde el % de remocién es el mayor de
todos los sistemas, comparados entre si, que corresponde a los sistemas de las

microalgas.
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Figura 3.10 Agitador orbital con
controlador de temperatura.

Figura 3.11 Porcentajes de remocion de los ensayos de exposicion de los
diferentes sistemas a distintos tiempos
(Resultado promedio + desviacion estandar, n=3).

87



Tabla 3.4 Porcentaje de HAP removido a los diferentes tiempos de exposicion.

Sistema | TiEMPO Hg ; % BaA + desv. Hg ; % BaP + desv.
(h) recuperados | omovido estandar recuperados | Lomovido estandar
de BaA de BaP
3 2.6 34 7.1 2.9 28 5.6
1) HAPs 6 1.6 60 4.3 1.8 56 7.0
15 1.6 60 5.2 1.4 66 7.30
2) BCO 3 1.5 64 2.8 1.6 60 4.2
+HAPs 6 1.3 68 0.9 1.6 60 0.9
15 1.0 74 1.8 1.3 66 4.2
3) SCAP 3 14 66 29 2.0 51 45
+HAPs 6 0.9 78 1.4 1.4 66 3.1
15 0.4 91 0.9 0.6 85 1.2
4) SAC 3 1.3 68 1.2 1.8 55 1.9
+HAPs 6 0.9 77 4.6 1.3 68 6.8
15 0.4 90 1.4 0.6 86 2.0

En negritas se sefiala el % de remocion mayor de todos los bioensayos

Se eligi6 el tiempo de 6 horas porque se observd una remocion de los HAPs cercana o
mayor al 70% y también porque resultaba ser un tiempo mas practico para realizar los
bioensayos con variacién en las caracteristicas biologicas de la perla. De todas formas se
planed mejorar la remocion del BaP a este tiempo, aumentando la cantidad de células y
encontrando una mezcla optima de las proporciones de las dos especies de microalgas.
Estos resultados fueron la base para buscar la optimizacién de operacion cuando las

perlas fueran utilizadas como empaque en el bioreactor.

3.2.3.2 Evaluacion de la remocién variando las caracteristicas
bioldgicas en la perla

Como se observo en la figura 3.11 de los ensayos anteriores, entre las dos especies
de microalgas no hay diferencia significativa en la remocioén de los HAPs, por lo cual se
procedié a aumentar el numero de microalgas por perla de alginato, con la finalidad de
aumentar el % de remocion. Se tuvo en los experimentos anteriores un nimero similar
aproximado de 1.5x10° células/perla para S. capricornutum y 1.3 x10° células por perla
para S. acutus.

La tabla 3.5 muestra los resultados obtenidos de los bioensayos planteados en la tabla
2.3 (pag. 64), se muestra el porcentaje de remocion y las cantidades remanentes de cada
HAP, de acuerdo a todas las variaciones hechas, incluyendo los resultados de los

ensayos de los blancos (3 y 6 horas).

88




Se resaltdé con negritas en la tabla 3.5 la menor cantidad de HAPs encontrados en el
medio, que es el correspondiente a las perlas con el doble de concentracion de

microalgas (1.5 - 1.3x10° microalgas/perla, S. capricornutum/S. acutus respectivamente).

Figura 3.12 Comparacién del BaA y BaP removidos del medio, con las modificaciones
propuestas (Resultado promedio * desviacion estandar, n=3).
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Tabla 3.5 Porcentaje de HAP removido variando las caracteristicas de las perlas.

ST Sistema recu;g'ados w Ba_A & qesv. recu:;egrados e Ba_P = qesv.

(E) de BaA removido | estandar de BaP removido estandar
1 BCO 90 + HAPs (3h) 1.5 64 29 1.6 61 4.2

2 BCO 180 + HAPs (3h) 1.1 72 0.8 1.5 63 1.5

3 BCO 90 + HAPs (6h) 1.3 68 0.9 1.6 61 0.9

4 BCO 180 + HAPs (6h) 0.7 84 1.7 0.8 81 0.9

5 SCAP 90 + HAPs 0.9 78 1.4 1.4 66 3.1

6 SCAP 180 + HAPs 0.7 83 2.9 1.0 76 2.8

7 SCAP 2C + HAPs 0.8 81 1.5 1.2 4l 2.1

8 SAC 90 + HAPs 1.4 68 6.4 1.4 68 6.8

9 SAC 180 + HAPs 0.9 79 3.5 1.0 76 5.4
10 SAC 2C + HAPs 0.8 79 2.7 1.3 67 5.7
11 75:25 SCAP-SAC 1.0 75 1.3 1.2 68 2.4
12 50:50 SCAP-SAC 1.0 76 0.7 1.4 64 0.7
13 25:75 SCAP-SAC 1.1 75 3.7 1.3 69 4.2

En negritas se sefiala la menor cantidad HAPs encontrados en el medio

Observando las graficas de la figura 3.12 y los resultados de la tabla 3.5, se puede

deducir que:

Comparando la remocién en los blancos constituidos con 90 y 180 cuentas solas, se
observa que la superficie de las perlas de alginato y el tiempo de contacto, puede influir
en la captacién del HAP del medio, no asi en la biodegradacion (E 1-4). La evaluacion
de biodegradacion no se desarrollé aqui porque no se determind a los contaminantes
en la biomasa ni los metabolitos formados, pero se ha verificado la formacion de
metabolitos del tipo dihidrodiol para ambas microalgas libres (Lindquist & Warshawsky
1985; Garcia de Llasera et al. 2016)

La remocién del BaA es significativamente diferente del blanco con S. capricornutum
utilizando 90 perlas con el numero de células original (E 3 y 5), pero no con S. acutus
(E 8).

No hay diferencia significativa en la remocion del BaP comparando el blanco y los
tratamientos utilizando 90 perlas con ambas microalgas en numero de células original
por separado (E 3vs E 5y 8).

Al utilizar el doble de células por perla si hay diferencia significativa en la remocién de
BaA y BaP entre las cuentas con ambas microalgas por separado y el blanco
(E3vsE7y10).

Si hay una diferencia significativa en la remocion entre el BaA y BaP con la microalga
S. capricornutum utilizando tanto 90 y 180 perlas (E 5 y 6); asi como también variando

el niumero de células por perla (E 5y 7). Sin embargo con 180 perlas no hay diferencia
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significativa con el blanco (E 4 y 6), suponiéndose que la remocion por la adsorciéon de

los compuestos a las perlas es predominante a la remocion por la microalgas
e En cuanto a la remocion de los HAPs con las microalgas inmovilizadas en diferentes

proporciones de las dos especies manejadas, no hay diferencia significativa en la
remocion de ambos HAPs, al comparar los resultados de las 3 combinaciones

(E 11-13).

Con los resultados anteriores, se puede apreciar que el nimero de microalgas por cuenta
si importa en la remocién del HAP; en el caso de la mezcla 75:25 SCAP-SAC, los ug de
BaP recuperados son menores que los recuperados con SAC 2C, pero no para los ug de
BaA, por lo que se decidi6 utilizar las perlas en las que la remocion de ambos HAPs fuera
la mayor posible. Ademas para no depender de un tipo de alga, realizar mezclas de perlas
se vio que no se afectd el % Remocién.

La finalidad de hacer estas pruebas fue para hacer una propuesta del empaque de un
bioreactor pensando en una futura aplicacién practica de estos sistemas. Se observé que
el tiempo de contacto del medio con las perlas y el nimero de microalgas por perla, bajo
esas condiciones de luz y agitacion, son factores que influyen en la remocién de los
HAPs.

Por tanto para probar los bioreactores, se decidié utilizar una mezcla de 90 perlas
(relacion 50:50, con una concentracion 1.5 - 1.3x10° microalgas/perla, S. capricornutum/S.
acutus, respectivamente) como empaque en el bioreactor, condiciones donde se

observaron las mayores diferencias con los controles.

3.2.4 HAPs en la biomasa
De acuerdo a lo reportado con Garcia de Llasera et al. (2016), en los ensayos con
microalgas libres, la mayor cantidad de metabolitos formados que son liberados en el
medio liquido ocurre después de 6 horas de exposicion, para S. capricornutum; sin
embargo para S. acutus la mayor cantidad de metabolitos formados liberados al medio
liquido ocurre después entre las 6-15 horas de exposicién. Los ug presentes en la
biomasa, en medio liquido, el % de degradacion y el % de remocion medidos de cuatro
ensayos en algas que habian sido inmovilizadas (dos para cada especie de microalgas,
con agitacion orbital y 6 horas de exposicion) se muestran en la tabla 3.6. En la tabla se
aprecia que la cantidad de HAPs tanto en el medio liquido como en la biomasa, para la S.
capricornutum es menor que para S. acutus, este comportamiento coincide con el de las

microalgas libres.
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Al observar que este comportamiento se repite podemos inferir que la remocién de
los HAPs con microalgas inmovilizadas sucede mayormente por degradacion, similar a las

microalgas libres y que la biodegradacién ocurre mas rapido con S. capricornutum.

Tabla 3.6 Cantidades de HAPs, encontradas en medio acuoso y biomasa
(resultado promedio, n=2).

ug recuperados de BaA ng recuperados de BaP % Degradacion | % Remocion
Microalga i i
s aedis Biomasa Medio Biomasa | BaA | BaP | BaA | BaP
liquido liquido
S. capricornutum 0.82 0.14 1.20 0.08 76 68 80 70
S. acutus 0.96 0.26 1.39 0.13 70 62 76 65

3.2.5 Comparacion de la remocidon entre microalgas inmovilizadas y
microalgas libres
Se hizo la comparacion de la remocion con respecto a ensayos realizados con microalgas
libres. Estos ensayos se realizaron en 15 mL de medio de cultivos con cada especie por
separado. De acuerdo a los resultados reportados por Diaz Flores (2013), la remocion de
la mezcla de BaA-BaP (concentracion de 0.266 mg/L cada uno, 6 h de exposicion),
mostraron que de los ensayos con la microalga S. capricornutum removid
aproximadamente el 75 y 80% de BaA y BaP, respectivamente, estas cantidades son
menores que las que se recuperaron de las microalgas liberadas de la matriz alginato (ver
tabla 3.6); Montario Montiel (2013) report6 para la microalga S. acutus que la remocién de
una mezcla BaA-BaP (concentracion de 0.266 mg/L cada uno, 6 h de exposicion) fue
cercana al 50% para ambos HAPs, remocidon menor que la reportada para las microalgas
inmovilizadas (ver tabla 3.6).

De acuerdo a los resultados anteriores, se aprecia que hay una influencia por parte
del alginato sobre la remocion, para el caso de la S. capricornutum la remocion para el
BaA no varia demasiado pero si para el BaP, donde disminuye el % de remocion. Para el
caso de la S. acutus, la remocion se ve favorecida por la inmovilizacion, aumentando la
remocion para ambos HAPs. El uso de las microalgas inmovilizadas, puede representar
una ventaja en la remocidon por que se favorece la remociéon del BaA y la del BaP no

disminuye en gran medida.
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3.3 Bioreactores

3.3.1 Diseio y evaluacién de los disefos
Como se menciond anteriormente el disefio de cada bioreactor fue pensado para contener
15 mL de medio y las 90 perlas (que ocupan un volumen aproximado de 7 mL), para un
volumen total de 22 mL, contenidos en bioreactores de 25 mL.

Pensando en que se queria adaptar a un reactor que operara en forma
semicontinua todos los disefios se hicieron con una entrada y una salida. Los tubos de
vidrio con los que se hicieron los bioreactores fueron de diametros pequenos para que
tuvieran una mayor longitud y hubiera un mayor tiempo de contacto entre las perlas y el
medio.

Las dimensiones del tubo utilizado en los reactores fueron: diametro interno de 1
cm y longitud de 32 cm. A cada tubo se le dio tres formas diferentes 1) como tubo recto
2) forma de “S” 3) forma de espiral. En las figuras 3.13, 3.14 y 3.15 se pueden ver,

respectivamente, cada disefo.

Figura 3.13 Reactor de tubo recto.

Figura 3.15 Reactor de “S”.

Figura 3.14 Reactor en espiral.
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Cada diseno, fue probado en 2 ciclos de 6 horas, con un tiempo total de operacién
de 12 horas. En la tabla 3.7 se muestran los parametros evaluados en cuanto a la
operacién de cada reactor.

Al observar los resultados, el reactor en forma de S es el que presentd ventajas
como menor area ocupada, la facilidad de alimentacién del medio liquido (las perlas no se
movian), facilidad en el empacado y desempacado de las perlas, asi como en una mejor
distribucion de las perlas.

Los reactores de tubo recto y en espiral fueron dificiles de mantener en una
posicion fija, debido a que cuando se accionaba la bomba, el ligero movimiento del
cabezal de la bomba hacia que se movieran un poco de su lugar y eso provocaba que se
movieran las perlas; en el caso del reactor de tubo recto si se movian las perlas tendian a
juntarse en un extremo del tubo y por lo tanto ya no quedaban distribuidas a lo largo del
tubo.

Tabla 3.7 Parametros para la evaluacién de los reactores propuestos.

: Diseno del bioreactor
Parametros evaluados -

Recto S Espiral

Area ocupada por el sistema 400 cm? 250 cm? 250 cm?
Estabilidad (movimiento del reactor) poca muy estable poca
Alimentacion del medio facil facil dificil
Empacado / desempacado facil facil dificil
Distribucion empaque buena buena mala

. dificil recuperacion del
Otras observaciones )
volumen final

Para el reactor en espiral no se logré la distribuciéon uniforme de las perlas a lo
largo de todo el tubo, porque la curvatura de cada espiral hacia que las perlas se fueran
al fondo. Al momento de recuperar los ultimos mililitros la presiéon de la bomba no era
suficiente para empujar el medio contenido en el fondo de la espiral.

En la tabla 3.8 se muestra de manera comparativa los ug recuperados, después de
cada ciclo, para cada bioreactor. Se observa que se tuvieron recuperaciones similares,
pero el reactor en S, muestra una mayor remocion del BaP. Ademas para los 3 reactores
se observa que en el segundo ciclo hay una mayor remocion; esto puede deberse a que
las perlas-microalgas ya se adaptaron al ambiente del bioreactor (medio acuoso,
iluminacion, temperatura) y en el segundo ciclo ya remueven un poco mas.

Por los resultados obtenidos en el porcentaje de remocién y las ventajas
operativas mostradas en la tabla 3.6, se decidié trabajar con el reactor en forma de S para

las pruebas posteriores de la optimizacion de los parametros de operacién. En esta
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evaluacion no se hicieron ciclos con perlas de alginato sin microalgas (blanco), solo se

enfocaron a detectar la mayor remocién y el enfoque practico.

Tabla 3.8 Comparacion del % de remocion de los HAPs, utilizando diferentes
bioreactores.

Sistema Ciclo recupp:agrados reof;cBn?iAdo Hg r(:iceugg::ados reof:\c?\?if:lo
de BaA
Reactor 1 1.2 71 1.5 62
tubo recto 2 0.7 84 1.0 76
Reactor 1 1.2 69 1.3 66
forma § 2 0.7 83 0.7 83
Reactor 1 1.3 68 14 66
espiral 2 1.1 73 1.1 72

3.3.2 Optimizacioén de los parametros de operacion
El disefio del bioreactor elegido como 6ptimo fue el reactor en forma de S. Se hicieron
variaciones en la velocidad del flujo, tiempo de contacto estatico entre la muestra acuosa-
perlas, recirculaciéon del medio y el cambio de la proporcién volumen muestra acuosa-
perlas. Con estas pruebas se observo la eficiencia de la remocion y a continuacion se

describen y discuten los resultados.

3.3.2.1 Modificacion del flujo

Las graficas de la figura 3.16 muestran la tendencia que a menor flujo mayor remocion de
ambos HAPs dado que el tiempo de contacto aumenta. Esta tendencia se verifico al
someter a las mismas condiciones perlas de alginato solo. Sin embargo, las perlas de
alginato sin microalgas no removieron los HAPs en la misma proporcién que lo hicieron
las perlas con microalgas. La prueba estadistica demuestra que si hay diferencias
significativas entre blancos y perlas con microalgas. En ambos casos el % de remocién
fue mayor en el segundo ciclo.

En la busqueda de un sistema que pueda ofrecer una rapida accién en la remocion
sin sacrificar la eficiencia, se optdé por comparar el % de remocion de las exposiciones que
duraron un tiempo estatico (TE1) de 3 h mas un tiempo dinamico (TD1y TD2) de 6 y 4.5
horas a flujos F1 (0.08 mL/min) y F2 (0.16 mL/min). Se hizo una prueba t al 95% de
confianza en donde se muestra que no hay diferencia significativa entre el % de remocion
de BaA de las microalgas en el primer ciclo, entre los tiempos dinamicos TD1 y TD2 de 6

y 4.5 horas.
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Figura 3.16 Comparacion de los % de remocién entre blancos y perlas con
microalgas, variando flujos.
TE1= 3h, F1=0.08 mL/min, TD1= 3h F2= 0.16 mL/min, TD2= 1.5h,
F3= 0.5 mL/min, TD3= 0.5h. (Resultado promedio, n=3)

Haciendo una prueba t, al 95% de confianza, para el BaP no hubo diferencias
significativas en el % de remocioén con las perlas con microalgas en ninguno de los dos
ciclos, comparando los tiempos TD1 y TD2 de 6 y 4.5 horas, con respectivos flujos F1 y
F2. Se analizaron los resultados obtenidos para F3 con un TD3 de 3.5 hrs, con una
prueba t, al 95% de confianza, para lo que los resultados muestran una remocion sin
diferencia significativa para el BaA, comparado con el blanco, para la primera y segunda

toma de muestra. Para el BaP si hay diferencia significativa en ambas tomas. Con base a
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estos resultados se optd por trabajar el reactor en un tiempo de 4.5 h por ciclo y

buscando optimizar nuevamente las condiciones de operacion.

3.3.2.2 Modificacion al tiempo de contacto
El aumento del tiempo estatico de contacto (TE2) en los ciclos no mostré mejoria en la
disminuciéon de los HAPs remanentes en el medio. Al contrario, como se observa en la
figura 3.17 para 4 horas de contacto estatico y flujo F3, ambos HAPs, tanto en el primero
como en el segundo ciclo, el % de remocién fue menor que cuando se dej6é 3 horas de
contacto estatico a un menor flujo (F2). Esto nos da indicio que la remocién del HAP se
mejora si hay movimiento en el medio y las perlas, lo que haria que haya una mayor
interaccion de los contaminantes presentes en el medio y las perlas con microalgas y un

flujo mas bajo favorece la remocion mas que un tiempo estatico mayor.

Figura 3.17 Remocion con dos tiempos de contacto estatico.
TE1=3 h+ TD2=1.5h con 0.16 mL/min (F2) y TE2=4 h + TD3=0.5 h con 0.5
mL/min (F3). Tiempo de operacion total para ambos ensayos = 4.5 h
(Resultado promedio + desviacion estandar, n=3).

Se hizo una prueba t al 95% de confianza para comparar la remocion del BaA con las dos
combinaciones y la diferencia del % de remocion fue significativa en el segundo ciclo; sin
embargo para el BaP en ambos ciclos, la diferencia fue significativa, removiéndose mayor
cantidad de BaP cuando se deja en contacto estatico 3 horas la muestra acuosa y las
perlas, que cuando se dejan 4 horas en contacto. Este resultado mostré que la condicion
adecuada para operar el bioreactor es dejando en contacto las perlas y el medio tres

horas, de forma estatica, renovando la muestra con un flujo de 0.16 mL/min.
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3.3.2.3 Recirculacion del medio

Al realizar este ensayo por triplicado para las perlas de alginato sin microalgas (blancos)
se observo una remocion de entre el 70-80% para ambos HAPs, en el primer ciclo y
alrededor del 95% para ambos HAPs en el segundo; esta remocion sin duda fue mayor
comparada con los ensayos anteriores, pero sin embargo se dudo de la certeza de que
toda la remocién pueda asociarse al sistema alginato-microalgas, debido a que los HAPs
son compuestos que al ser hidrofobos, tienden a adherirse a superficies como el silicon,
material del cual estad hecha la manguera con la cual se suministra la muestra acuosa al
bioreactor. Por lo tanto, al estar en contacto continuo toda la muestra con la manguera, la
adsorcion por parte de la manguera puede ser mayor de lo que adsorbe el sistema sin
recirculacion.

Por la incertidumbre respecto a este resultado se decidié no realizar recirculacion
en el ensayo empacando el bioreactor con las perlas-microalgas. Consultando con el
distribuidor de la bomba peristaltica acerca de otros materiales disponibles para trabajar
con la bomba, se encontré que existen materiales de baja adsorcion, resistencia a varios
disolventes y con la flexibilidad necesaria para operar la bomba. Por lo que una opcién
para proponer el uso de un sistema con recirculacion puede ser viable con mangueras
hechas de materiales de absorcion minima de los compuestos (en este caso los HAPs),

ejemplo de estos materiales es el conocido comercialmente como “Viton”.

3.3.2.4 Cambio de la proporciéon volumen muestra acuosa-perlas
Al hacer el cambio de proporcion del volumen de la muestra acuosa con respecto a las
perlas de microalgas (volumen muestra-perlas) se interpretaron los resultados de la
siguiente manera:

1) La figura 3.18 muestra las comparaciones de: A) Los resultados de la muestra
acuosa tratada con las perlas sin algas (blanco) contra el resultado de la muestra acuosa
tratada con las perlas-microalgas para el primer ciclo. Los resultados no muestran
diferencia significativa en la remocion de ambos HAPs para el primer ciclo. La
comparacion de resultados se hizo con una prueba t al 95% de confianza, (n=3 para cada
ensayo). Esto puede deberse a que los HAPs al encontrarse en un mayor volumen, no
tienen el mismo contacto que en un volumen menor, pareciera mas lenta la difusion, es
por ello que no se ve diferencia con el blanco. B) Los resultados del tratamiento de la
muestra acuosa con las microalgas en el segundo ciclo comparados con su respectivo

blanco (perlas sin microalgas). Es de notarse que para el segundo ciclo, si hay una
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diferencia significativa (se hizo con una prueba t al 95% de confianza, n=3) entre la
remocion cuando hay perlas con microalgas y perlas en blanco, para ambos HAPs,
observandose nuevamente el comportamiento de que en el segundo ciclo se observa
mayor remocioén de las perlas con microalgas, lo cual puede deberse a la adaptacion de
las microalgas a las condiciones de temperatura e iluminacién y mayor tiempo de contacto
global. Los resultados obtenidos en el ciclo 2 provenientes de R2, no muestran diferencias
significativas con R3, confirmandose la homogeneidad del medio contenido en el

bioreactor.y el porciento de remocién medido en R2.

Figura 3.18 Comparacién de la remocion entre las perlas con
microalgas y el blanco, en el reactor de 50 mL.
TE1= 3h, TD2= 1.5h (Resultado promedio * desviacion estandar, n=3).

2) Comparando los resultados de la remocién del sistema 2:1 vs 4:1 (reactor 25
mL vs reactor de 50 mL) no hay diferencia significativas en la remocion de BaP, ni para
BaA. Esto se comparé con una prueba t al 95% de confianza (n=3). Con estos resultados
se puede inferir que el tratamiento con el doble de volumen de medio en el bioreactor (30
mL), que contenga los mismos nug de cada HAP (4 ng), puede ser tratado con la misma
cantidad de perlas sin afectar el % de remocion (ver figura 3.19). En ambos casos, la
bioremocion fue mayor en el segundo ciclo.

3) Comparando los resultados de volumen 6:1 vs 2:1 (ciclo 2 para ambos
reactores), donde la cantidad de HAPs, en el bioreactor, es igual a 4 ug provenientes de
30 mL de muestra acuosa mas los ug provenientes de los 15 mL que se quedaron del

primer ciclo (1.03 £0.15 ug BaA y 1.19+0.21ug BaP), es decir un total de 5.03 ug y 5.19
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ug, para BaA y BaP respectivamente, aparentemente la remocién disminuye y es menor
que cuando la relacion es 2:1; la figura 3.19 muestra esta comparacién. Sin embargo la
cantidad de HAPs iniciales a tratar fue mayor, y el % en que se aumento la masa de HAPs
(25%) es equivalente al % de remocion que disminuye, en el caso del BaP, no asi para el
BaA, mostrando que se sigue la misma tendencia de remover mas BaA que BaP.

Con base a estas observaciones se puede ver que en proporciones mayores de
muestra acuosa-perlas, la interaccién de los HAPs con las perlas no es igual, no ofrecen
una mejor remocion. Sin embargo, se concluye que una relacion éptima de volumen de
muestra acuosa-perlas, para tratar un medio acuoso con esa cantidad de HAPs presentes
y perlas de esas caracteristicas, seria 2:1 ya que con 4:1 no hay diferencia con los
blancos, indicando que se favorece la remociéon por sorcién con una proporcion mas
diferente.

En la tabla 3.9, se observan los resultados de ambos reactores

Comparacion del % remocion de HAPs, entre
bioreactores de diferente tamaiio, operando con
TE1+TD2

Figura 3.19 Comparacién de la remocion en los dos tamafios del
reactor, proporciones 4:1 vs 2:1y 6:1 vs 2:1
TE1= 3h, TD2= 1.5h (Resultado promedio + desviacion estandar, n=3).

Comparando los resultados de Bernal Toris (2015), donde el tratamiento fue hecho
de manera discontinua (por lotes), se aprecia una remocion aproximada de 70 para el
BaP, lo cual es un valor cercano al obtenido en el reactor de 25 mL, en un tiempo de
operacion de 4.5 horas (primer ciclo); lo cual es una ventaja por que se disminuye el

tiempo de exposicion.
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Tabla 3.9 Microgramos recuperados (+ desviacién estandar) y % de remocién de los
HAPs, con dos bioreactores de diferente volumen (n=3)

REACTORES
| Bioensayos (con microalgas) | Blancos (sin microalgas)
Ciclo 1
25 mL 50 mL 25 mL 50 mL
ug rec. (ﬁaiem“ié”) 21.13 +0.16 (72) | ©1.03 £0.15 (74) | 1.55+0.13 (61) | ©0.88 +0.04 (78)
Hg rec. (§§§m°"i"’”) 21.33 0.04 (67) | 1.19 £0.21 (70) | 21.95+0.00 (51) | ®1.09 +0.23 (73)
Ciclo 2
Mg rec. (ﬁaiemoc'on) 20.61 +0.02 (85) | ©1.38 +0.07 (72) | 0.86+0.12 (78) | ©2.01+0.11 (60)
Mg rec. (‘g’slfm“ié”) 20.69+0.12 (83) | ©2.04+0.12 (61) | *1.02+0.15 (75) | °©2.49+0.15 (51)

2Relacidn 2:1; ®Relacidn 4:1; ©Relacién 6:1

Es importante destacar que en los resultados de todos los experimentos las perlas
del blanco (sin microalgas), nunca alcanzaron el % de remocion de las perlas que
contenian a las microalgas y para obtener una remocién mayor fue necesario que
operaran el doble de tiempo; con los resultados obtenidos se confirma que la remocién de

HAPs se ve favorecida con la presencia de las microalgas.
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CAPITULO 4
CONCLUSIONES

La metodologia de extraccion y analisis por EFS-HPLC-UV optimizada y validada,
demostré ser precisa (C.V. <10%) y lograr una recuperacién aceptable (=75%) de los
HAPs estudiados, acordes con los % de recuperacion de métodos oficiales, como los
métodos EPA, lineal en el rango de trabajo, ademas de contar con limites de deteccioén y
cuantificacion muy pequefios (=0.025 mg/L o 25 partes por billén), que son muy utiles en
el analisis de muestras ambientales y necesarios para cumplir con las normatividades
oficiales. También mostré ser un método ecoldgico, porque con 6 mL de acetonitrilo, se
pudieron recuperar los analitos de interés, ventaja con respecto al método clasico de la

extraccion Liquido-Liquido.

En cuanto a las microalgas inmovilizadas, se demostré que la matriz alginato permite la
supervivencia de estos microorganismos e incluso permite que sigan reproduciéndose. La
ventaja de tener las microalgas inmovilizadas es que pueden manejarse con mayor
facilidad, pues todo el tratamiento del agua se hizo en un medio que no estaba aséptico y
la remocion de los HAPs fue similar que cuando las perlas se encontraban en un medio

estéril.

De acuerdo a los resultados, los factores que influyen en la remocion de los HAPs fueron
el tiempo de contacto del medio acuoso y las perlas, la cantidad de microalgas por perla,
el flujo con el cual se renueva el medio, relacionado con el movimiento (agitacion) del

medio acuoso. El volumen parece no tener un efecto marcado en la remocién.

Se logré cumplir el objetivo principal de esta investigacion, el cual fue evaluar la remocién
de Benzo(a)Antraceno y Benzo(a)Pireno en un reactor de flujo semicontinuo, utilizando
las microalgas Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus, inmovilizadas en

alginato, demostrando que son capaces de remover estos contaminantes.
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Con este trabajo se puede pensar en el tratamiento de aguas utilizando microalgas
inmovilizadas para la remocién de HAPs, no descartandose que se pueden remover otros

contaminantes.

PERSPECTIVAS A FUTURO

Para complementar este estudio, y pensando en utilizar este método de remediacion de
agua a mayor escala, queda pendiente el estudiar cuantos son los ciclos de tratamiento
maximos que se pueden realizar con las perlas antes de que éstas se desgasten y

puedan dar paso a la fuga de los microalgas.

Otro estudio pendiente es la disposicién de las perlas-cultivo de microalgas una vez que

hayan sido utilizadas, pensando en un uso adecuado de la biomasa.

El disefio del reactor y el material con que esta hecho, pudiera cambiar si se mejora la

remocion de los HAPs.
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