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Resumen

Se evalu6 la capacidad de sorcién de los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPs), Benzo[a]antraceno (BaA) y Benzo[a]pireno (BaP por parte de microalgas
inmovilizadas en cuentas de alginato de calcio. Se aplicé un método cromatografico
previamente desarrollado y validado para la cuantificacion de hidrocarburos en
cultivos de microalgas inmovilizadas en alginato expuestas a dichos contaminantes
en agua. Se manejaron las especies Scenedesmus acutus y Selenastrum
capricornutum, aislando a los analitos de la biomasa mediante la técnica de
dispersion de matriz en fase sdlida (DMFS) y analizando los extractos por
cromatografia de liquidos de alta resolucion con deteccion espectrofotométrica en
el ultravioleta (CLAR-UV). Se realizaron diferentes bioensayos de exposicion a los
contaminantes en donde se observé que S. capricornutum sorbié la mayor cantidad
de BaP y BaA a las 15 h y S acutus lo hizo a las 24 h. Esta ultima retiene a los
hidrocarburos a un mayor tiempo que la otra especie debido a que presenta una

degradacion mas lenta.
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Introduccién

El uso de procedimientos biologicos para la degradacion de compuestos
potencialmente téxicos constituye una alternativa practica a las tecnologias
tradicionales para remediar la contaminacion. La efectividad de la biorremediacion
en la desintoxicacion de productos quimicos potencialmente peligrosos que
contaminan el suelo y el agua es directamente proporcional a la estructura quimica
de los contaminantes.

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPsS) son una clase importante de
xenobidticos (sustancias ajenas o extrafias a la composicion y metabolismo natural
de los organismos vivos) que persisten principalmente en suelos y sedimentos,
aunque también puede encontrarse en el aire y en el agua. Los HAPs son
contaminantes persistentes que se forman como subproductos de combustibles
fésiles y residuos del procesamiento del carbon. Son ubicuos como contaminantes
de petréleo y carbdn, y son particularmente de preocupacién ambiental debido a sus
propiedades toxicas, mutagénicas y carcinogénicas. Debido a su persistencia en el
medio ambiente y su genotoxicidad, muchos esfuerzos en la investigacién han
estado dirigidos a la remediacién de sitios contaminados con HAPs. Estos pueden
ser removidos de los lugares donde contaminan por medio de degradacién
microbiana; por la volatilizacién, la foto-oxidacion, oxidacion quimica vy

bioacumulacion.

Los HAPs con cuatro y cinco anillos de benceno fusionados son mas resistentes a

la biodegradacion que aquellos que soOlo tienen dos o tres anillos. Su
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carcinogenicidad vy lipofilia resultan en un riesgo para la salud humana y para el
medio ambiente. Un factor que limita su degradacion es la pobre biodisponibilidad
causado por su baja solubilidad en agua, una baja velocidad de disolucion y la fuerte
adsorcién a la matriz del suelo.

Los hidrocarburos de 3 anillos predominan principalmente en la superficie de aguas
y aceites, mientras que los HAPs de 4 anillos se encuentran en su mayoria en los
sedimentos. Los HAPs no solo afectan la salud del ser humano, pueden ser un serio
problema para ecosistemas acuaticos; un cuerpo de agua puede actuar como fuente
de HAP en el medio ambiente. Los HAPs entran en un cuerpo de agua a través de
la descarga de aguas residuales, deposicion atmosférica (Franz et al; 1998) y otros
medios, como fugas de petréleo crudo (Heemken et al; 1998). Los HAPs existen en
varias formas en los sistemas acuaticos, incluyendo la fase libre disuelta, la fase
ligada a la materia organica disuelta (DOM por sus siglas en inglés), la fase
adsorbida a la materia en suspension (SPM por sus siglas en inglés) y la fase
asociada con los sedimentos superficiales. !

A pesar de la variedad de alternativas, el tratamiento utilizando microorganismos
para remover los HAPs en sedimentos y cuerpos de agua constituye un método mas
econdmico que el uso de algun otro método fisico o quimico. El empleo de bacterias
y hongos hoy estd ampliamente estudiado, al grado de conocer las enzimas
especificas que emplea cada uno de los microorganismos.

Para el caso de la biorremediacién por microalgas existen pocos reportes en la
literatura, aunque el uso de microalgas verdes para la remocién de HAPs de baja
masa molar se conoce desde hace varios afios, y solo en afios recientes se ha

estudiado el uso de microalgas para la remocion de los HAPs de alta masa molar.
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Entre las especies mas utilizadas se encuentran Chlorella vulgaris, Scenedesmus
platydiscus, Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus acutus, Selenastrum
capricornutum, Skeletonema costatum y Nitzschia sp. 2

Cada una de estas especies presenta diferentes mecanismos de remocién, los
cuales pueden consistir en bioacumulacién (acumulacion gradual de los
hidrocarburos en los microorganismos) o en degradacion (transformacion de los
hidrocarburos en sustancias menos toxicas), los cuales dependen de la morfologia,
tamafio (radio de las células) y la concentracion de las algas en el medio. La
remocion y biodegradacion de HAPs de bajo peso molecular mediante diversos
tipos de microorganismos han sido ampliamente reportadas, asi como algunas vias
metabdlicas bacterianas aerdbicas para determinados compuestos como naftaleno
y antraceno (Peng et al., 2008). Por ejemplo, para el BaP, la degradacién
microbiolégica se practica mas con respecto a otras como la fotdlisis o la
volatilizacion. 3

La inmovilizacién de las células pretende establecer ventajas con respecto a las
células libres como: el aumento de la actividad metabdlica y la produccion de
metabolitos, la proteccion contra sustancias toxicas y el aumento de la estabilidad
del plasmido de células encapsuladas en comparacion a células libres #; el
atrapamiento en geles permite un procedimiento de inmovilizacibn suave
(permeabilidad, toxicidad nula y transparencia de la matriz formada). La
inmovilizacion con alginato de calcio se explica con el modelo de la caja de huevo,
donde dos pares de dos unidades G consecutivas, cada par perteneciente a
diferentes cadenas poliméricas, se "pegan" conjuntamente mediante la

coordinacién de un catién Ca?*. El anillo de azlcar del &cido gulurénico esta en la
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conformacién 1C4, y la cadena de polimero adopta una forma caracteristica en
zigzag.

En el presente trabajo se implemento y se re-validé una metodologia analitica para
la determinacion de los HAPs de alta masa molar (BaA y BaP) en biomasa de dos
diferentes especies de microalgas (S. acutus y S. capricornutum) que estuvieron
encapsuladas en cuentas de alginato para su exposicion a los contaminantes en
agua potable. La técnica utilizada para el aislamiento de los analitos fue la DMFS y
para el andlisis de los extractos, la cromatografia liquida de alta resoluciéon (CLAR)
con deteccion espectrofotométrica UV. La metodologia utilizada DMFS-CLAR-UV
permitio la cuantificacion de los dos HAPs en la biomasa microalgal encapsulada

expuesta a los contaminantes a diferentes tiempos de incubacion.

El trabajo realizado presenta un complemento a los trabajos realizados con
anterioridad, los cuales han sido mayormente dirigidos a evaluar la remocion de los
HAPs de medio de cultivo utilizando la técnica de extraccion en fase solida (EFS).
La sorcion que puedan presentar las algas inmovilizadas ante la mezcla de
hidrocarburos mediante DMFS representa un apoyo a la alternativa que representa

la degradacion microbiana ante el problema ambiental provocado por los HAPs.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1. Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPS)

1.1.1 Definicion y propiedades

Los hidrocarburos arométicos policiclicos son sustancias lipofilicas, producto de la
combustion incompleta de combustibles fosiles y son ubicuos en la naturaleza.
Algunos de estos productos quimicos son particularmente de preocupacién
ambiental debido a su potencial genotéxico y cancerigeno y su persistencia en el
medio ambiente. En los udltimos afios, muchos investigadores han realizado
investigaciones centradas en la biodegradacion de los contaminantes. Los HAPs
con cuatro y cinco anillos de benceno fusionados son mas resistentes a la

biodegradacion que aquellos que sélo poseen dos o tres anillos. *

Los HAPs poseen una alta transferencia tréfica y bioamplificacién dentro de los
ecosistemas debido a la naturaleza lipéfila y la baja solubilidad en agua que

disminuye con el peso molecular.

Los HAPs son un grupo de mas de cien compuestos organicos conocidos por su
toxicidad y persistencia medio ambiental. Sus propiedades fisicoquimicas estan
determinadas por su sistema de electrones pi conjugado, el cual depende de los
anillos aromaticos y del peso molecular. Los HAPs con dos o tres anillos aromaticos
condensados se consideran de bajo peso molecular, mientras que si poseen cuatro
o mas anillos aromaticos condensados son considerados de alto peso molecular.

Los HAPs también pueden clasificarse como alternantes si su estructura se

18



compone enteramente de anillos de benceno, o no alternantes si cuatro, cinco o

seis miembros no aromaticos estan incluidos en su estructura. °

Los HAPs con menores presiones de vapor estan asociados con las particulas,
mientras que aquellos con presiones de vapor mayores se encuentran en forma de
vapor a temperatura ambiente en el aire. En general, la solubilidad de los PAHs
disminuye y la hidrofobicidad aumenta con un aumento en el nimero de anillos de
benceno asociados. La volatilidad disminuye a medida que el niumero de anillos

aromaticos condensados aumenta.

Dieciséis HAPs se han incluido en la lista de contaminantes prioritarios para los
Estados Unidos (US-EPA, 2008) por su potencial carcinogénico, efectos mutagenos
y teratégenos en organismos, incluidos los humanos. Parece ser que su caracter
carcindgeno y genotoxico esta relacionado con la formacion de epdxidos de diol

unido covalentemente al ADN.

La tabla 1.1, adaptada de Bojes y Pope® et al., 2009, presenta a los 16 HAPs
listados por la US-EPA como prioritarios, incluyendo algunas de sus caracteristicas
fisico-quimicas como: estructura, peso molecular, solubilidad y presion de vapor. En
este trabajo, se usaron el Benzo(a)pireno y Benzo(a)antraceno, los cuéles

presentan 5y 4 anillos en su estructura, respectivamente.
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Tabla 1.1 Propiedades fisicoquimicas de los 16 HAPs principales

Compuesto No.CAS Estructura Peso Solubilidad | Presion
(nimero | molecular (mg/l) de vapor
de anillos) (g/mol)
Benzo(a)antraceno [56-55-3] 4 228.29 0.011 1.54E-07
(BaA)
Criseno (Chr) [218-01-9] 4 228.29 0.0015 7.80E-09
Pireno (Pyr) [129-00-0] 4 202.26 0.132 4.25E-06
Benzo(a)pireno (BaP) [50-32-8] 5 252.32 0.0038 4.89E-09
Benzo(b)fluoranteno [205-99-2] 5 252.32 0.0015 8.06E-08
(BbFL)
Benzo(k)fluoranteno [207-08-9] 5 252.32 0.0008 9.59E-11
(BKFL)
Dibenzo(a,h)antraceno [53-70-3] 6 278.35 0.0005 2.10E-11
(DBA)
Benzo(g,h,i)perileno [191-24-2] 6 276.34 0.00026 1.00E-10
(BghiP)
Indeno [1,2,3-cd]pireno | [193-39-5] 6 276.34 0.062 1.40E-10

(InP)
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Tabla 1.1 Propiedades fisicoquimicas de los 16 HAPs principales (continuacion)

Compuesto No.CAS Estructura | Peso molecular | Solubilidad | Presion
(nimero de (g/mol) (mg/ L) de vapor
anillos)

Naftaleno (Nap) [91-20-3] 2 128.17 31 8.89E-02
Acenafteno (AcP) [83-32-9] 3 154.21 3.8 3.75E-03
Acenaftileno (AcPy) [208-96-8] 3 152.20 16.1 2.90E-02
Antraceno (Ant) [120-12-7] 3 178.23 0.045 2.55E-05
Fenantreno (Phe) [85-01-8] 3 178.23 1.1 6.80E-04
Fluoreno (Flu) [86-73-7] 3 166.22 1.9 3.24E-03
Fluoranteno (FL) [206-44-0] 4 202.26 0.26 8.13E-06
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1.1.2 Fuentes de los HAPs

Masivas cantidades de HAPs procedentes de diferentes actividades industriales
como refinacion del petroéleo, la produccion de coque, carbdn y quema de gasolina,
descarga de aguas residuales y derrame de petréleo, emision vehicular, etc han
entrado a nuestro entorno. Cada afio, aproximadamente 9406 toneladas métricas
de HAPs son producidas en Estados Unidos, Suecia y Noruega. Estos compuestos

son persistentes y se acumulan en suelos, sedimentos y en la biota. ’

Los HAPs se encuentran en una amplia gama de ambientes, los cuales incluyen
suelos, sedimentos, aguas subterraneas y la atmosfera. Se han detectado en las
emisiones del motor, tabaco y en alimentos como las carnes ahumadas, pescado,
verduras de hoja verde, grasas y aceite. En los ambientes acuéticos los HAPs
tienden a adsorber particulas organicas y la mayoria de HAPS en estos ambientes
se concentra en los sedimentos o0 esta asociado a la presencia de sdlidos

suspendidos en aguas superficiales.

Los compuestos como los HAPs se generan durante la combustion incompleta de
materiales que contienen carbon e hidrogeno, combustible de carbon, petréleo
crudo, madera, gas y materiales organicos, tanto como: combustién del
polipropileno y poliestireno, residuos comunes/industriales y neumaticos usados. El
proceso de combustidn es incompleto cuando la temperatura de combustion es baja
y cuando no hay acceso para el aire. Las plantas industriales y calefacciéon
constituyen la principal fuente de HAPs (51%), seguido por la incineracién de
materia organica y combustion al aire libre (28%), las industrias de aluminio,

fundidoras de acero e ingenieria de gas (20%) y el transporte terrestre (0.9 %).8
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Entre las fuentes naturales de HAPSs, los incendios forestales y las erupciones

volcanicas son de gran importancia.

Las fuentes antropogénicas de HAPs incluyen la combustion de combustibles
fésiles, alquitran, madera, basura, lubricantes vy filtros de aceite. La persistencia de
estos compuestos aumenta conforme aumenta su peso molecular. Esto ha llamado
pronto la atencién debido a su presencia en todos los componentes del medio
ambiente, la resistencia a la biodegradacion, su potencial bioacumulacién y su
actividad cancerigena. Los peligros asociados con los HAPs se pueden superar
mediante el uso de métodos convencionales que implican la eliminacion, alteraciéon
o aislamiento del contaminante. La biorremediacion resulta ser la herramienta para

transformar los compuestos en formas menos peligrosas o no peligrosas.?

Los HAPs se liberan a la atmdsfera principalmente a través de emisiones gaseosas,
pero también pueden ser descargados de los compartimientos del suelo y del agua
mediante evaporacion o resuspension de particulas. Una vez en el ambiente, los
HAPSs estan sujetos a un transporte de rango corto-largo. Se eliminan por deposicion
hameda y seca sobre el agua, el suelo y vegetacion; estos compuestos también
pueden llegar a sistemas acuéaticos a través de filtraciones naturales de aceites, por
deposicion atmosférica y/o a través de descargas accidentales o intencionales,
principalmente de la extracciéon del petréleo, transporte y refinacion. ° Las fuentes
de donde provienen los HAPs y su interrelacion se presentan en un esquema en la

Figura 1.1.

Numerosos factores bioticos y abibticos afectan la degradacion de los HAPs en
medios tales como el suelo. El nimero de anillos aromaticos presentes y las
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propiedades quimicas de los HAPs tienen un mayor efecto en su destino ambiental;
aquellos que poseen compuestos con mayor peso molecular persisten por mas
tiempo. A pesar que los factores abidticos como el pH, el contenido de humedad,
los niveles de oxigeno y la disponibilidad de las nutrientes influenciada por la
degradacion de los HAPs, es claro que los procesos microbianos son en gran parte
responsables de la mayor degradacion. El metabolismo de los HAPs de bajo peso
molecular es mejor entendido, con una considerable cantidad de informacion

existente en la actualidad de las vias, enzimas y la genética de la degradacion de

los HAPs, particularmente las pseudomonas.®
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Figura 1.1 Fuentes de los HAPs. ° (Rubio-Clemente et al., 2014)
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1.1.3 Toxicidad

La toxicidad de los HAPs puede oscilar entre no toxico hasta extremadamente toxico
para los seres humanos; muchos HAPs son mutagénicos (Mielzynska et al., 2006),
carcinogénicos (Bostrom et al., 2002), y teratogénicos (Singh et al., 2008). Los HAPs
se encuentran entre los compuestos organicos que causan mayores riesgos debido
a sus propiedades cancerigenas (IARC, 1987), y genotoxicas (Kawanaka et al.,
2004; Villalobos-Pietrini et al., 2007), asociadas a particulas atmosféricas de
diferentes tamafios (Venkataraman et al., 1994, Allen et al., 2008) que pueden influir

en su deposicion en los pulmones humanos .1°

Los HAPs presentes en el medio ambiente no son activos y son capaces de causar
carcinogénesis solamente después de ser metabolizados y transformarse en
compuestos carcinogénicos. EI mecanismo de esta activacion es conocido en los
mamiferos; la primera fase de la transformacion metabdlica implica reacciones de
oxidacion catalizadas por enzimas de la familia del citocromo P 450 y la hidroxilacién
catalizada por la enzima epéxido hidrolasa. En la segunda fase ocurre una reaccién

de conjugacion con el glutatién, cuyo Unico objetivo es facilitar la excrecion.

Se cree que los HAPs son los principales compuestos causales de efectos sobre la
salud por contaminantes del aire. Los HAPs generan diversos derivados, tanto en
la atmdsfera como en el cuerpo. Se sabe que los derivados de los HAPs tienen
efectos particulares, como el estrés oxidativo y la alteracion endocrina. Una
evaluacion exhaustiva de las toxicidades de los HAPs no es facil, ya que existen

numerosos derivados en la atmdsfera, los cuales poseen diferentes toxicidades.
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Es bien sabido que los derivados de los HAPs, como los HAPs hidroxilados y los
HAPS quinonas se generan en la atmoésfera a través de reacciones quimicas con

radicales nitrogenados (NOs), radicales hidréxidos (OH) y luz ultravioleta. 1!

Estos derivados de HAPs también se generan en el cuerpo. Después de entrar en
el cuerpo, los HAPs se unen a uno de los receptores nucleares, el receptor de
hidrocarburo de arilo y luego inducen a las enzimas metabolizadoras del farmaco
del citocromo P 450 como Cyplal, Cypla2 y Cyplabl que metabolizan los HAPs

en diversos derivados de HAPs.

Tras la irradiacion con luz, los HAPs y todos los productos de fotoreaccion de HAPs
pueden absorber energia luminosa para alcanzar estados fotoexcitados que
reaccionan con oxigeno molecular, medio y productos quimicos coexistentes para
producir especies reactivas de oxigeno (ERO) y otros intermedios reactivos, como
HAPs oxigenados y radicales libres. Estos intermedios, incluyendo ERO, inducen la
peroxidacién de lipidos y dafio al ADN, incluyendo rotura de la cadena de ADN
oxidacion a 8-o0xo-2 \ beta-desoxiguanosina y aductos de ADN. Dado que estos
pardmetros toxicologicos estan asociados con enfermedades relacionadas con la
edad, incluido el cancer, los HAPs ambientales expuestos simultaneamente a la luz
solar pueden potencialmente causar dafio a la piel humana, lo que lleva al

envejecimiento y a los canceres de piel. 12

A lo largo del tiempo, se han reportado evidencias del efecto de los HAPs en
organismos vivos, especialmente humanos (Chen and Liao, 2006; Chiang et al.,
2009; Delgado-Saborit et al., 2011; Guo et al., 2012; Okona- Mensah et al., 2005;
Siddens et al., 2012; Straif et al., 2005; Wester et al., 2012; Xu et al., 2013), las
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cuales provienen principalmente de estudios sobre trabajadores expuestos a
mezclas que contienen estos contaminantes. Estos compuestos poliaromaticos se
han asociado con diversos tipos de cancer como: pulmon, vejiga, laringe, escroto,
mama, esoéfago, prostata, rifion, piel y cancer de pancreas. También son capaces

de suprimir la inmunidad y se sospecha que son disruptores enddcrinos. 8

El benzo[a]antraceno fue el primer hidrocarburo obtenido en estado quimicamente
puro. Posee un peso molecular de 228 g/mol, un punto de fusién de 162 °C y un
punto de ebullicion de 400°C. Es un compuesto carcinégeno y teratogénico de 4
anillos que posee un coeficiente de reparto de 5.47, lo que indica una alta afinidad

hacia los lipidos.

El benzo[a]pireno es un compuesto de alto peso molecular altamente peligroso por
su carcinogenicidad, teratogenicidad y toxicidad. Se trata de un HAP de 5 anillos,
que tiene baja solubilidad y baja presién de vapor; su coeficiente de reparto
octanol:agua es elevado (6.04), lo que sugiere que su preferencia por las fases no-
acuosas. Se ha observado que el BaP se acumula en organismos marinos y plantas
gue podrian causar indirectamente exposicion al ser humano, mediante la ingesta

de alimentos.13

1.1.4 HAPs en México

En el caso de nuestro pais, la Norma Oficial Mexicana NOM-138-
SEMARNAT/SSA1-2012, “Limites maximos permisibles de hidrocarburos en suelos
y lineamientos para el muestreo en la caracterizacion y especificaciones para la

remediacion.” establece los Limites Maximos Permisibles (LMP) de HAPs en suelo.
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Las tablas 1.2 y 1.3 (SEMARNAT, 2013) indican los hidrocarburos que deberan
analizarse en funcion del producto contaminante y los LMP para HAPs especificos

en suelo.1*

Por otro lado, la NMX-AA-146-SCFI-2008, publicada en el Diario Oficial de la
Federacion el 26 de marzo de 2009, establece las condiciones de analisis de HAPs
en suelo mediante cromatografia de gases/ espectrometria de masas o por
cromatografia de alta resolucion con detectores de fluorescencia y ultravioleta
visible (UV-Vis). Los compuestos que se mencionan son los siguientes:
Benzo[a]pireno; Dibenzo[a,h]antraceno; Benzo[a]antraceno; Benzo[b]fluoranteno;

Benzo[K]fluoranteno e Indeno (1,2,3-cd)pireno.*®

Tabla 1.2 Hidrocarburos que se analizan con base al producto contaminante.

Hidrocarburos

Producto

Contaminante

Fraccion
pesada

Fraccion
media

HAP

Fraccioén
ligera

BTEX

Mezcla de productos
desconocidos
derivados del petréleo

X

X

X

X

Petréleo crudo

Combustdleo

Parafinas

Petrolatos

Aceites derivados del
petréleo

XX | XX | X

XX | XX | X

Gasobleo

Diesel

Turbosina

Queroseno

Mezcla de Creotosona

XX | X[ X | X

XX | X[ X | X
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Tabla 1.3 Limites Maximos Permisibles para HAPs en suelo.

Hidrocarburos Uso de suelo predominante (mg/Kg Método
Especificos Base seca) analitico
Agricola, Residencial | Industrial
forestal, y creativo y
pecuario y de comercial
conservacion

Benzo[a]pireno 2 2 10 NMX-AA-
(BaP) 141-SCFI-

2008
Dibenzo[a,h]antraceno 2 2 10 NMX-AA-
(DBA) 141-SCFI-

2008
Benzo[a]antraceno 2 2 10 NMX-AA-
(BaA) 141-SCFI-

2008
Benzo[b]fluoranteno 2 2 10 NMX-AA-
(BbFL) 141-SCFI-

2008
Benzo[Kk]fluoranteno 8 8 80 NMX-AA-
(BKFL) 141-SCFI-

2008
Indeno[1,2,3-cd) 2 2 10 NMX-AA-
pireno 141-SCFI-

(InP) 2008

Los limites maximos permisibles dependeran del tipo de ambiente que se desee
regular. La Agencia de Proteccién Ambiental de EUA (EPA, por sus siglas en inglés),
por su parte, contempla solo al BaP para muestras de agua potable, estableciendo

un limite maximo de 0.0002 mg/ L (US-EPA 2009).

1.1.5 Remocioén de los HAPs

Un factor que limita la degradacion de los HAPs es la pobre biodisponibilidad, esto
es causado por su baja solubilidad en agua, una baja velocidad de disolucion y la

fuerte adsorcion a la matriz del suelo. Los HAPs de bajo peso molecular tienden a

29



ser mas solubles y volétiles y tienen menos afinidad por las superficies, en relacion
con los de alto peso molecular. Algunos otros factores que también influyen son: el
tipo de suelo, el contenido de humedad, la concentracion de HAPs, las condiciones
Redox, la toxicidad de los sedimentos, la temperatura, el pH, la presencia de
microorganismos que los degraden, la disponibilidad de nutrientes inorganicos, las

propiedades fisicoquimicas de los HAPs, entre otros.!

Los procesos convencionales de oxidacion pueden eliminar los HAPs del agua con
oxidantes como el ozono, el cloro y el permanganato de potasio. Sin embargo,
durante el proceso de descontaminacién pueden surgir algunos problemas, por
ejemplo, el cloro se ha demostrado que reacciona con la materia organica natural
en agua para producir hidrocarburos halogenados carcindbgenos y mutagenos como
trihalometanos y acidos haloacéticos, conocidos como subproductos de la

desinfeccion.

De los procesos quimicos, los mas utilizados para la remocion de HAPs son la

ozonizacion y la fotdlisis directa:

*Ozonizacion: La degradacion ocurre por dos mecanismos: oxidacion directa del
compuesto objetivo por Oz y la oxidacién indirecta por radical hidroxilo de la

transformacion de Os a un pH basico.

*Fotdlisis directa: La via de degradacién consiste en la absorcién de luz por los
HAPs, causando su excitacion. Los HAPs excitados pueden: volver al estado
fundamental, disipando asi su energia o transformarse en un catién radical (HAP

°+) y un electrén solvatado.
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Los procesos de oxidacion avanzada (POAs) se refieren a varios métodos de
oxidacién quimicos, cuya comun caracteristica es la produccion de radicales
hidroxilo. Los radicales hidroxilo son especies quimicas altamente reactivas y no
selectivas, capaces de atacar y destruir la mayor parte de moléculas organicas
toxicas y persistentes. Lo anterior se logra primordialmente por: adicion de H a
enlaces C-C o a anillos arométicos, extraccion de H de enlaces C-H, N-H 0 O-H y
por reacciones de transferencia de electrones. Los POAs incluso pueden producir
la mineralizacion total de las sustancias organicas y de iones inorgénicos tales como

sulfato, cloro y amonio.®

En el caso del BaP, una serie de factores fisicos, quimicos, biolégicos y ambientales
influyen en su degradacion. La degradacion del BaP puede no ocurrir debido a la
falta de nutrientes esenciales (como nitrogeno, fosforo y potasio) o sustratos de
crecimiento, la disponibilidad del oxigeno o el pH. El BaP puede no ser accesible
debido a su baja solubilidad en agua o puede encontrarse en una concentracion en
la cual resulte téxico para hongos y algas. Ademas, pueden presentarse problemas
cuando el BaP sea transportado a la célula, puede no ser un sustrato para las
enzimas o puede no ser un inductor para el transporte apropiado o las enzimas que

degradan.?

El uso de biorremediacion para degradar productos quimicos peligrosos es una
alternativa practica a las técnicas quimicas y fisicas utilizadas tradicionalmente. Los
HAPs son una clase importante de xenobidticos que persisten en el medio ambiente.
Son retirados de los lugares contaminados principalmente por degradacion

microbiana.l
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La biorremediacion resulta ser la herramienta para transformar los compuestos a
formas menos peligrosas/ no peligrosas. Los microorganismos que degradan HAPs
pueden ser microalgas, bacterias u hongos. Se trata de la ruptura de compuestos
organicos a través de la biotransformacion en metabolitos menos complejos y a
través de la mineralizacion en minerales inorganicos, H20, CO2 o CHa. El grado y
velocidad de biorremediacién depende de diversos factores como pH, temperatura,
oxigeno, poblacion microbiana, grado de aclimatacion, accesibilidad a los
nutrientes, estructura quimica del compuesto, propiedades de transporte de células,

entre otras.3

La biorremediacion por microorganismos resulta mas rentable que los procesos
abidticos (que incluyen oxidacion quimica y ultravioleta, la adsorcion en adsorbentes
tales como carbén activado y los filtros de tela). Los microorganismos generalmente
eliminan contaminantes a través de la adsorcién fisico-quimica rapida y pasiva en
las paredes celulares o de células de la superficie; similar a como ocurre en plantas
superiores, los contaminantes se acumulan dentro de la célula por absorcion activa

y son degradadas a través de una serie de enzimas.’

La degradacion de HAPs por microalgas ha sido menos estudiada que para
bacterias y hongos. Los biotratamientos con microalgas son particularmente
atractivos debido a las capacidades fotosintéticas de estos organismos, que los
hace convertir la luz solar en biomasa (til e incorporando nutrientes como nitrogeno
y fosforo. Palmer (1974) reconoce algunos géneros de microalgas que resultan ser

muy Utiles por su amplia distribucion y su capacidad para la estabilizacion de
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residuos, destacandose los siguientes: Chlorella, Ankistrodesmus, Scedenesmus,

Euglena, Chlamydomonas, Oscillatoria, Micractinium y Golenkinia.

Las cianobacterias (algas verdes azules) y las microalgas eucariotas son capaces
de biotransformar el naftaleno en el fenol mas soluble en agua, el 1-naftol.
Scedenesmus obliques es capaz de utilizar acidos sulfénicos del naftaleno como
fuente de azufre para su biomasa liberando el anillo de carbono en el medio. Las
algas podrian utilizar nitro y amino-sustituyentes, de amino naftalenos, y amino y
nitrobenzoatos como fuentes de nitrégeno, y clorobenzoatos podrian ser
deshalogenados y el cloruro que se acumula por las células. Hay pocos ejemplos
de compuestos aromaticos que son degradados por las algas; se ha examinado el
efecto del alga Selenastrum capricornutum, sobre el benzo pireno. Esta especie de
algas usa un sistema de dioxigenasa para oxidar el compuesto a dihidrodioles cis
gue luego se convirtieron en conjugados de éster de sulfato y glucésido. La via
anaerobia para la descomposicion del anillo aromatico era diferente y bastante

distinta de la via aerébica.

An-ping (2006) demostré la eficiencia de cuatro especies de algas (Chlorella
vulgaris, Scedenesmus platydiscus, Scedenesmus quadricauda y Selenastrum
capricornutum) para remover fluoranteno y pireno. Los resultados arrojaron que S.
capricornutum resulté ser la especie mas efectiva para la remocién, mientras que

C. vulgaris resulté ser la menos eficiente para remover y transformar dichos HAPs.6

Los microorganismos son muy sensibles a bajas concentraciones de contaminantes
y responden rapidamente a perturbaciones ambientales. En la mayor parte de los
estudios realizados sobre la degradacion de HAPs por microorganismos, se han
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utilizado cepas simples verséatiles o se ha recurrido a construir un consorcio
microbiano artificial que muestra capacidad de crecer con HAPs como Unica fuente

de carbono, mediante la mezcla de varias cepas conocidas.’

Diversos microorganismos han sido encontrados para degradar HAPs como fuente
de carbono y energia, como un medio para la reduccion de la toxicidad del HAP y
como sustratos co-metabdlicos. La velocidad y el grado de degradacién dependen
del nimero de anillos de los HAPs. Han sido pocas las bacterias capaces de utilizar
HAPs con cuatro o mas anillos como fuente de carbono y energia. Pseudomonas
sp, Alcaligenes sp, Rhodococcus sp, Beijerinckia sp, Mycobacterium sp,
Staphylococcus sp y Arthrobacter sp son bacterias que pueden degradar
completamente o co-metabolizar HAPs de mayor peso molecular, como el

fluoranteno, pireno, fluoreno y benzo [a] antraceno.?

La degradacion bacteriana de los HAPs por bacterias procede primeramente por la
oxidacion de los HAPs a un catecol, que se hidroliza posteriormente a intemediarios
de acidos tricarboxilicos. Las bacterias suelen incorporar dos moléculas de oxigeno
en uno de los anillos de benceno a través de la accibn de dioxigenasas
intracelulares, formando un cis-dihidrodiol que se convierte posteriormente en un
catecol. Una vez que el anillo hidroxilado inicial ha sido degradado, el segundo anillo

es atacado de la misma manera.®

Al igual que con las bacterias, las vias de degradacion de los HAPs con hongos han
sido bien estudiadas. Los hongos no utilizan HAPs como su Unica fuente de carbono
y energia, pero transforman HAPs co-metabdlicamente para detoxificar productos
quimicos. Un grupo diverso de hongos ligninoliticos y no ligniloniticos son capaces
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de oxidar a los HAPs. El citocromo P-450 monooxigenasas y las peroxidasas de
lignina son los dos principales grupos de enzimas involucrados en el ataque inicial

hacia los HAPs.!

Algas procariotas y eucariotas han sido reportadas con la capacidad de oxidar HAPs
a partir de intermediarios hidroxilados. Las cianobacterias emplean
monooxigenasas para la oxidacion de HAPs de bajo peso molecular, produciendo
metabolitos similares a los de mamiferos y hongos. En contraste, la produccion de
cis-dihidrodioles por el alga eucariota Selenastrum capricornutum creciente con la
concentracion de benzo[a]pireno indic6 una dioxigenasa. La degradacion de los
HAPs es mas extensa en condiciones aerobias, pero se sabe que también ocurre
en cierta medida en ambientes anaerdbicos; en la tabla 1.4 se mencionan algunas

de los hongos y algas que degradan a los HAPs.?

Tabla 1.4 Ejemplos de hongos y algas que degradan HAPs. °

Fungi Cyanobacteria and Algae
Phanerochaete chrysosporium Anabaena sp.
Pleurotus ostreatus Aphanocapsa sp.
Penicillium spp. Petalonia sp.
Phanerochaete sordida Chorella sp.
Cunninghamella spp., Coccochloris sp.
Cunninghamella elegans Nostoc sp.
Aspergillus spp. Oscillatoria sp.
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1.2 Andlisis de HAPs en muestras de agua

Existe una preocupacion constante por el alcance perjudicial que pueden tener los
HAPs en el medio acuoso, ya que muchos de ellos tienen potencial toxico,
mutagénico y/o carcindbgeno (Samanta et al., 2002) y tienden a bioacumularse.
Debido a sus propiedades hidrofobas, los HAPs tienden a absorberse fuertemente
sobre las particulas y se asientan a través de la columna de agua a los sedimentos,
que actian como su repositorio primario en el medio marino (e.g., Latimer and
Zheng, 2003; Lima et al.,, 2005). Los HAPs unidos a los sedimentos pueden
representar un riesgo para los organismos que dependen de las redes alimenticias

bentdnicas.6

La preocupacion por la determinacion de HAPs en el agua, dulce es porque muchas
masas de aguas naturales son usadas como agua potable después de su
tratamiento, ademas de afectar a los ecosistemas Muchas agencias ambientales
han adoptado niveles muy bajos de HAPs para aguas potables y naturales. Por
ejemplo, la United States Environmental Protection Agency (USEPA) ha propuesto
un limite maximo de concentracion (MC) de 0.2 pg/L para benzo[a]pireno en agua
potable. Existen muchas fuentes de HAPs en el caso de las aguas naturales, las
cuales incluyen: (a) escurrimiento urbano y rural, (b) derrame de petréleo durante el
transporte, refinacion y perforacién de pozos de petréleo en alta mar, (c) aguas

residuales de actividades industriales y (d) deposicion atmosférica.
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1.2.1 Andlisis de HAPs

La determinacibn de HAPs en agua se realiza generalmente por técnicas
cromatograficas después de la extraccion de HAPs de las muestras. La deteccion
por espectrometria en cromatografia de alta resolucién acoplada a masas y la
deteccion por cromatografia de liquidos acoplada con detector de UV-arreglo de
diodos y/o fluorescencia suelen ser los métodos para realizar el analisis de los

HAPs, después de su extraccion de agua y otros medios. 8

1.3 Cromatografia de liquidos de alta resolucion

Segun la International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), la
cromatografia es un método fisico de separacion en el cual los componentes a
separar se distribuyen entre dos fases, una de las cuales es estacionaria (fase
estacionaria) mientras que la otra (la fase movil) se mueve en una direccion definida.
La cromatografia liquida puede llevarse a cabo tanto en una columna como en un
plano. La cromatografia liquida moderna que utiliza generalmente particulas muy
pequefias y una presion de entrada relativamente alta se caracteriza a menudo por
el término cromatografia liquida de alta resolucién (o de alta presion) y el acronimo

HPLC (por sus siglas en inglés).1®

Las principales ventajas que ofrece la cromatografia de liquidos de alta resolucion

son:
*Amplio espectro de aplicaciones

*Excelente capacidad de analisis de trazas
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*Rapidez y adaptabilidad al analisis cuantitativo

*Variedad de mecanismos de operacion

*Alta sensibilidad, exactitud, especificidad y precision de los datos
*Potencial en la investigacion y desarrollo

*Simplicidad en la metodologia 2°

Se requieren presiones de varios centenares de atmosferas para conseguir

caudales razonables con los modernos empaquetados de cromatografia de

liquidos, que constan de particulas de diametro igual o inferior a 10um. Los

componentes de un equipo de HPLC se muestran en la figura 1.2.
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Figura 1.2 Esquema de un equipo de HPLC. (Perkin Elmer, Norwalk, CT)
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La forma mas sencilla de llevar a cabo una separacion en cromatografia de liquidos
es mediante la elucion isocratica, es decir, utilizando un solo disolvente para hacer
pasar los analitos a través de la columna. Sin embargo, a menudo se puede obtener
un cromatograma mas satisfactorio mediante la elucion gradiente, que consiste en
utilizar mezclas variables de dos (0 mas) disolventes de distinta polaridad. La
relacion de volumenes de los dos disolventes se modifica, de acuerdo con un
programa previamente establecido, unas veces de forma continua y otras veces de

formas escalonada.

Se pueden distinguir dos tipos de cromatografia de reparto en funcién de las
polaridades relativas de las fases moévil y estacionaria: normal e inversa. En la
cromatografia de fase inversa, la fase estacionaria es no polar, a menudo
hidrocarburos, y la fase movil es un disolvente relativamente polar como agua,
metanol y acetonitrilo; el componente mas polar es el primero que se eluye, y al
aumentar la polaridad de la fase movil aumenta el tiempo de elucién. Se estima que
mas de tres cuartas partes de las separaciones por HPLC se realizan en fase

inversa, regularmente con empaquetado de octil u octodesiloxano.

La mayoria de las separaciones cromatograficas se logran gracias a la
compatibilidad que tiene la polaridad del analito con la de la fase estacionaria; y
usando luego una fase movil de polaridad considerablemente diferente a la fase

estacionaria.?!
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1.3.1 Parédmetros cromatograficos

-Volumen muerto (Vo): Es el volumen que la fase movil puede ocupar entre las
particulas de la fase estacionaria y todos los espacios libres existentes en la

columna, tuberias, uniones, etc.

-Volumen de retencion (Vr): Es el volumen de fase movil necesario para transportar
la banda de soluto desde el punto de inyeccion a través de la columna, hasta el

detector.?°

-Tiempo de retencién (tr): Es el tiempo en que transcurre entre una inyeccion de

una muestra desde la columna hasta el detector.

-Tiempo muerto (tm): Es el tiempo necesario para que una especie no retenida

alcance el detector.

-La constante de equlibrio (K): Es la distribucidn de la especie A entre las dos fases

se denomina constante de distribucion o coeficiente de reparto y se define como:

K= Cs/ Cwm

Donde Cs es la concentracion molar del soluto en la fase estacionaria y Cwm la

concentracion molar del soluto en la fase movil.

-Factor de capacidad (k'): Es la relacion del tiempo transcurrido en la fase
estacionaria contra el tiempo transcurrido en la fase mévil. Matematicamente se
define como el cociente de los moles de un soluto en la fase estacionaria entre los

moles en la fase movil

k'=Ce*VE/ Cm *Vm
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El factor de capacidad también puede ser calculado para cada pico con la siguiente

ecuacion:
K'=tr-to / to

El primer componente eluido debera tener un tiempo de retencion del doble del

tiempo muerto. Para una resolucién optima, k debe estar en el intervalo entre 2 y 5.

-Eficiencia: Se expresa comunmente como platos tedricos, una cantidad
adimensional. El nUmero de platos tedricos refleja el nimero de veces que el soluto
se reparte entre las dos fases durante su paso a través de la columna. Entre mayor
namero de platos teéricos mayor sera la eficiencia y habra una mejor resolucién. La

eficiencia de un pico puede determinarse de la siguiente manera:
N= 5.54 [tr / W12]?
Donde W % es el ancho del pico medido a la mitad de la altura del mismo.

Algunas veces, los platos tedricos se expresan como platos por metro de columna,

por lo que la altura equivalente a un plato ted6rico H esta dada por:
H=L/N
Dénde L es la longitud de la columna y N el nUmero de platos teéricos.

-Selectividad: La selectividad se refiere a la capacidad del método para distinguir
las propiedades de los componentes a nivel molecular y que permite diferenciarlos.
La selectividad (a) es equivalente a la retencién relativa de los picos de la muestra
y esta dada por la siguiente expresion:

a=k'2/k'1=V2/V1
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Donde Vi y V2 son los volumenes de retencion, k1 y k2 son los factores de

capacidad para los picos 1y 2.

-Resolucidén: La resolucion de una columna constituye una medida cuantitativa de
su capacidad para separar dos solutos. Los parametros que contribuyen en la
resolucién (Rs) de los picos son la selectividad (a),

la eficiencia o nUmero de platos tedricos (N) y el factor de retencion k’.

_ (a1 K
Rs= 4 X VN x 1+k’

Un valor de resolucién de 1.5 o mayor entre dos picos asegura que los componentes

de la muestra estan bien separados.?!

1.4 Extraccion de HAPs de muestras complejas

Los procedimientos analiticos utilizados para la determinacion de HAPs en muestras
ambientales (agua, sedimento, biota y suelo) suelen implicar un nimero de pasos
igualmente relevantes para el muestreo, preparacion de la muestra, separacion y
deteccién de compuestos determinados, identificacion, cuantificacion y manejo de
datos. El proceso analitico puede verse desperdiciado si se emplea un
procedimiento de preparacion de muestra inadecuado antes de que la muestra
llegue al detector para su andlisis cromatografico. Lo anterior es especialmente
importante en el analisis ambiental donde la complejidad de muchas matrices y las
concentraciones bajas en las que los analitos de interés han de ser identificados y /
o cuantificados (en presencia de muchos otros compuestos estrechamente
relacionados) hacen obligatorio el tratamiento previo de la muestra. La preparacion
de la muestra suele ser un procedimiento de varios pasos.
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El analisis de los HAPs en muestras ambientales requiere el uso de técnicas de
extraccion de analitos, que permiten la liberacién de los analitos de la matriz sélida,
con optimo rendimiento y selectividad, utilizando un disolvente adecuado, de tal
manera que muy pocas especies interferentes sean llevadas a la etapa de
separacion analitica. Los disolventes pueden ser liquidos organicos, fluidos

supercriticos, liquidos presurizados o sobrecalentados.??

La extraccion con disolvente se realiza, en su forma mas simple, afiadiendo un
diluyente individual (un solo disolvente o una mezcla de disolventes) a la muestra
para extraer el farmaco o los analitos de interés. En otros casos, dos fases se
requieren para dividir al analito y los componentes de la matriz para obtener una
solucion muestra compatible con la técnica de analisis. Las dos fases pueden ser
liquidos como en la extraccion liquido-liquido (ELL), una fase puede ser sélida y la
otra liquida como en la extraccion por fase solida (EFS), o una fase puede ser un

gasy el otro un liguido, como en la cromatografia de gases (CG).

La ELL representa una técnica clasica para preparacion de muestras utilizada para
extraer compuestos de interés, para eliminar o limpiar elementos de la matriz
interferente, para preconcentrar analitos o para realizar un intercambio de
disolventes para hacer la solucion de muestra compatible con la técnica de analisis.
La ELL utiliza dos fases liquidas inmiscibles para realizar una extraccién y
separacion; las dos fases son tipicamente una fase acuosa y una fase organica. El
analito de interés debe de tener mayor solubilidad en una de éstas fases que en la
otra fase, ya que el analito se distribuird entre ambas fases en base a su solubilidad

relativa entre cada disolvente. Por su parte, en la EFS, el reparto de los analitos
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ocurre entre un soélido y una fase liquida. Las muestras son expuestas a una fase
adsorbente para la retencion de los analitos de interés para aumentar su
concentracion o eliminar las posibles interferencias de la matriz. La EFS puede
realizarse en modo de fase inversa (FI-EFS), modo de fase normal (FN-EFS) o
modo de intercambio de iones (lI-EFS). La eleccion del modo de operacion EFS es
el primer paso para el desarrollo del método y se determina basandose en las
caracteristicas del analito y de la matriz; en particular la polaridad, el pKa y la

solubilidad.?®

1.4.1 Extraccion en fase solida (EFS)

Un método por EFS se compone siempre de tres a cuatro pasos sucesivos, como

se indica en la figura 1.3.
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Figura 1.3 Pasos que componen la EFS.?*

La extraccion en fase soélida (EFS) es una técnica de extraccion que utiliza una fase
sélida y una fase liquida para aislar uno o un tipo de analito de una solucién.
Normalmente se usa para limpiar una muestra antes de usar un método analitico
cromatografico u otro método analitico para cuantificar la cantidad de analito (s) en
la muestra.?* El procedimiento general consiste en cargar una solucién en la fase
de EFS, eliminar los componentes no deseados de la muestra y luego recuperar los
analitos deseados con otro disolvente. Los métodos por extraccion en fase soélida
usan el mismo tipo de fases estacionarias que las que se usan en columnas de

cromatografia liquida. La fase estacionaria esta contenida en una columna de vidrio
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o de plastico por encima de una frita o lana de vidrio. La columna puede tener un frit
encima de la fase estacionaria y también puede tener una llave de paso para

controlar el flujo de disolvente a través de la columna.?®

La seleccion de un sorbente apropiado para la extraccion en EFS depende de la
comprension del mecanismo (s) de interaccion entre el sorbente y el analito de
interés. Esta comprension a su vez depende del conocimiento de las propiedades
hidrofobas, polares e iondgenas tanto del soluto como del sorbente. Los
mecanismos de retencidon mas comunes en EFS se basan en fuerzas de van der
Waals ("interacciones no-polares"), enlace de hidrogeno, fuerzas de dipolo-dipolo

(interacciones "polares") e interacciones catidn-anion (interacciones idnicas).

Primeramente, el sorbente solido debe acondicionarse usando un disolvente
apropiado, seguido por aplicacion del mismo disolvente que el disolvente de la
muestra. Este paso es crucial, ya que permite el humedecimiento del material de
relleno y la solvatacion de los grupos funcionales. Ademas, elimina posibles
impurezas contenidas inicialmente en el sorbente/envase y permite eliminar el aire
presente en los intersticios del empaque y llenar el volumen vacio con disolvente.
Tipicamente, para el sorbente de fase inversa (tal como silice unida a
octadecilsilano), se utiliza frecuentemente metanol, seguido de agua o tampdn
acuoso cuyo pH y fuerza idénica son similares a los de la muestra. Debe tenerse
cuidado de no permitir que el sorbente solido se seque entre el acondicionador y las
etapas de tratamiento de la muestra, de lo contrario los analitos no seran retenidos

eficientemente y se obtendran recuperaciones deficientes.
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El segundo paso es el paso de la muestra a través del sorbente sélido. La muestra
puede aplicarse a la columna por gravedad, bombeo, aspiracién por vacio o por un
sistema automatizado. El flujo de la muestra a través del sorbente debe ser lo
suficientemente bajo como para permitir una retencion eficiente de los analitos, y
suficientemente alto para evitar una duracion excesiva. En esta etapa, los analitos

se concentran en el sorbente.

El tercer paso (opcional) consiste en el lavado del sorbente solido con un disolvente
apropiado, con una baja fuerza de elucion, para eliminar los componentes de la
matriz que han sido retenidos por el sorbente sélido, sin desplazar los analitos. Un
secado también puede ser aconsejable, especialmente para matrices acuosas, para

eliminar las trazas de agua del sorbente solido.

Finalmente, la etapa final consiste en la elucion de los analitos de interés por un
disolvente apropiado, sin eliminar los componentes de matriz retenidos. El volumen
del disolvente debe ser ajustado de modo que se consiga la recuperacion
cuantitativa de los analitos con posterior dilucién baja. Ademas, el flujo debe

ajustarse correctamente para garantizar una buena elucion. 2*
1.4.2 Dispersién de matriz en fase solida (DMFS)

Aunque muchos fluidos biolégicos, tales como orina 0 plasma sanguineo o suero,
se pueden aplicar directamente a las columnas de EFS, la mayoria de las demas
muestras no son directamente aplicables a la EFS, particularmente los solidos y
semisolidos que se derivan de origenes biologicos. La DMFS es una técnica de

extraccion con creciente aceptacion para el aislamiento de compuestos organicos
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de muestras sdlidas, semisdlidas y viscosas. Esta técnica implica el molido de una
porcion de la muestra con un material solido abrasivo, tipicamente un adsorbente
como los usados en EFS. El proceso de molienda rompe la estructura de la muestra
y la dispersa sobre la superficie del material extractor (por la aparicién de fuerzas
de cizallamiento y molienda), y como un disolvente “unido” que ayuda a lograr la
disgregacion y dispersion completa de la muestra. La mezcla muestra/adsorbente
se empaca entonces en un tubo de EFS con frit, y finalmente los analitos se

desorben selectivamente con un disolvente apropiado.

En muchos ensayos, la pureza de los extractos finales de DMFS se mejora mediante
la extraccion subsiguiente, muchas a menudo por EFS, o simplemente mediante el
empaquetamiento de una capa sorbente extra en el fondo del tubo DMFS. Esta
técnica también reduce el consumo de muestras y disolventes, y no necesita
instrumentacién especial. Por otra parte, la DMFS es muy adecuada para los

procedimientos a pequefia escala.

Esta técnica ha demostrado ser eficiente y algo genérica para el aislamiento de una
amplia gama de farmacos, pesticidas, constituyentes naturales y otros compuestos
de una amplia variedad de muestras complejas de plantas y animales.?® La
selectividad y eficiencia de la DMFS depende principalmente del adsorbente y
disolvente extractivo utilizado. También influyen factores como el estado fisico y
origen de la muestra, las concentraciones y propiedades relativas (como polaridad
y estabilidad quimica) de los analitos y las posibles interferencias.?’ En cuanto a los

adsorbentes, en la mayoria de los métodos se utilizan fases como la C18, y C8 para
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la dispersion y retencion de analitos lipofilos (fase inversa); también se utilizan silice

y alimina (fase normal).?®

La DMFS elimina la mayoria de las complicaciones de realizar extracciones clasicas
liquido-liquido y / o de la fase solida de muestras sélidas y semisdlidas,
particularmente muestras biolégicas complejas. De hecho, todas las formas clasicas
de cromatografia liquida requieren que la muestra se aplique en estado solubilizado
a la cabeza de la columna. Las diferencias mas significativas entre la aplicacion de
DMFS a muestras sélidas y liquidas tiene que ver con: las interacciones analito-
muestra (mas fuertes para este ultimo) y el nivel generalmente mas alto de

interferencias potenciales en matrices sdlidas.

Los pasos para realizar una DMFS se presentan en la figura 1.4. Primeramente, se
coloca una muestra en un mortero de vidrio o de 4gata, que contiene un material de
soporte soélido apropiado u otro material solido, tal como silice (C18). El soporte
sélido y la muestra se mezclan manualmente juntos usando un pilén de vidrio o de

agata, un paso que toma aproximadamente 30 s.

Después, el material mezclado se transfiere y se envasa en una columna adecuada
para conducir una secuencia de elucién con disolventes de fuerza creciente. La
longitud total de la columna consiste en componentes de muestra mezclados y su
distribucion en la fase enlazada y soporte, produciendo una nueva fase que
presenta un caracter Unico para el fraccionamiento de la muestra. 26 Las principales
ventajas que presenta esa técnica son la simplicidad y los bajos costos dado la
reduccion del uso de disolventes; por otra parte, presenta algunos inconvenientes,
entre los cuales se encuentran la necesidad de manipulacion, el gran niamero de
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variables a optimizar y la gran dificultad que representa el optimizar el
procedimiento. El futuro de la DMFS estara determinado por la probabilidad de idear
un funcionamiento reproducible; aun existen ciertos parametros para la mejora de
la técnica: que las variables del proceso de extraccion DMFS son numerosas, su

optimizacion podria resultar una tarea larga y dificil.2®
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Figura 1.4. Etapas que componen la DMFS.26

1.5 Generalidades sobre algas

Las algas son organismos muy simples que contienen clorofila (Bold y Wynne et al.,
1985), compuestos de una célula o agrupados en colonias 0 como organismos con

muchas células, a veces colaborando juntos como tejidos simples. Varian
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enormemente de tamafio - unicelulares de 3-10 micras a gigantes kelps de hasta 70
m de largo y crecen hasta 50 cm por dia (Hillison et al., 1977). Estos organismos se
consideran plantas tal6filas (no poseen raiz, tallo y hojas), no desarrollan embriones
y son capaces de generar su propio alimento.3° Las algas se encuentran en todas
partes en la tierra: en el mar, rios y lagos, en el suelo y las paredes, en animales y

plantas (como simbiontes-socios que colaboran juntos).*

La organizaciéon celular que presentan las algas, con excepcion de los
representantes de las algas verde azules, es de tipo eucaridntica, es decir,
presentan nucleo delimitado por una doble membrana, mitocondrias, cloroplastos,
reticulo endoplasmico, complejo de Golgiy lisosomas. En contraste, las algas verde-
azules, presentan una organizacion celular de tipo procariontica; no tienen
organelos celulares y su ADN se encuentra en una sola molécula circular en el

citoplasma.

Las algas, con excepcion de las algas verde azules y las algas rojas, presentan en
algin momento de su ciclo de vida estructuras de locomocién denominadas
flagelos. En los diferentes grupos de algas, estos 6rganos varian tanto en nimero
como en forma. Sin embargo, tipicamente presentan dos flagelos o multiplos de dos,

gue pueden ser isocontos, anisocontos o0 heterocontos.

Las algas son organismos principalmente autotrofos (fotoautotrofos o
quimioautotrofos). La fotosintesis es su principal via de nutricion, sin embargo,
existen grupos que presentan también una forma de nutricion heteroétrofa
(osmotrofica, fagotrofica o saprobiética). Algunos organismos presentan un tipo de
nutricion mezclada de autotrofia y heterotrofia, la cual se denomina mixotrofia, y a
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los organismos que la presentan se les denomina mixotrofos. Las algas pueden
reproducirse por dos vias, la asexual, que en el caso de las algas verde azules es
tipicamente fision binaria y en otras algas unicelulares es mitosis, y la sexual en

donde podemos observar oogamia, isogamia o anisogamia.?

Durante décadas, las microalgas han demostrado ser capaces de producir una gran
variedad de metabolitos secundarios utiles (Lebeau y Robert, 2006; Moreno-Garrido
et al., 2008) y son potencialmente Utiles como agentes de tratamiento para aguas

residuales.33

Los sistemas de algas pueden tratar las aguas residuales humanas (Shelef et al.,
1980; Mohamed, 1994; Ibraheem, 1998), desechos de ganado (Lincoln y Hill, 1980),
desechos agroindustriales (Zaid-1so, 1990, Ma et al. 1990, Phang, 1990, 1991) y
residuos industriales (Kaplan et al., 1988). Asimismo, las microalgas son muy
eficaces en la purificacion de los desechos mediante la produccién de oxigeno y la

eliminacién de metales pesados y xenobioticos.

Ademas, los sistemas de microalgas se han utilizado para el tratamiento de otros
desechos como el efluente de la pocilga (De Pauw et al., 1980, Martin et al., 1985a,
y Pouliot et al., 1986), el efluente de las fabricas de procesamiento de alimentos
(Rodrigues y Oliveira, 1987) y otros desechos agricolas (Phang y Ong, 1988).
Ademas, se siguen desarrollando los sistemas basados en algas para la eliminacion
de minerales téxicos como plomo, cadmio, mercurio, escandio, el estafo, el
arsenico y el bromo (Soeder et al., 1978, Kaplan et al., 1988, Gerhardt et al., 1991,

Hammouda et al., 1995, Cai-XiaoHua et al., 1995).34
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1.5.1 Selenastrum capricornutum

Selenastrum capricornutum es un alga verde unicelular en forma de media luna, que
se ubica de forma ubicua y que se cultiva facilmente en agua dulce, y representa un
modelo ideal para pruebas comunes de toxicidad estandar y la investigacion de
pigmentos fotosintéticos después de la exposicion a la radiacion.3® S. capricornutum
tiene un volumen aproximado de entre 40 y 60 um3, que puede encontrarse en
sistemas acuaticos epicontinentales eutréficos u oligotréficos. Comunmente
también se le conoce como Pseudokirchneriella subcapitata. Una imagen del alga

S. capricornutum se presenta en la figura 1.5.3¢

Figura 1.5 Microfotografia de S. capricornutum. 36

1.5.2 Scenedesmus acutus

Entre las microalgas verdes, Scenedesmus sp. ha sido ampliamente estudiado
como un organismo prometedor para ser empleado con fines biotecnoldgicos,

principalmente la produccion de biocombustibles y la biorremediacion.3’

53



S. acutus, también conocida como S. obliquus, es una microalga dulceacuicola de
forma elipsoide u ovoide, que se caracteriza por formar grupos de mas de dos
células. Tiene dimensiones promedio de 12 um de largo y 5.9 um de ancho.
Scedenesmus es un género es un frecuentemente estudiado por su potencial como
materia prima para producir biodisel, se reproduce en aguas ricas en nutrientes,
especialmente con alto contenido de nitrégeno, como rios, arroyos, lagunas, lagos

y aguas estacionales.® Una imagen del alga S. acutus se presenta en la figura 1.6.

Figura 1.6 Cultivo de S.acutus. Fotografia tomada con aumento de 40x (imagen propia)

1.6 Inmovilizacion de células

La tecnologia de la inmovilizacion se ha utilizado extensamente en fermentaciones
comerciales con biorreactores para la produccion de compuestos utiles como
aminodcidos, acidos organicos, antibibticos, esteroides y enzimas utilizando células

inmovilizadas. La inmovilizacion es un término general que describe muchas formas
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diferentes de fijacion o atrapamiento celular. Estas diferentes formas incluyen
floculacion, adsorcion sobre superficies, unidon covalente a portadores, reticulacion
de células, encapsulaciéon en un polimero-gel y atrapamiento en una matriz, tal y

como se muestra en la figura 1.7.

Un método que ha surgido como exitoso en el laboratorio y atil en aplicaciones
comerciales es la encapsulacion de células en una matriz gel-polimero. Los
resultados de estudios de biorreactores han demostrado que las células
encapsuladas tienen ventajas sobre las células libres en numerosas condiciones.
Por ejemplo, el aumento de la actividad metabdlica y la produccion de metabolitos,
la proteccion contra sustancias toxicas y el aumento de la estabilidad del plasmido

de células encapsuladas en comparacion a células libres.*

Una célula inmovilizada se define como una célula viva que, por medios naturales
o artificiales, se impide moverse (independientemente de su localizacion original) a
todas las partes de una fase acuosa de un sistema.3® También se puede definir
como “el confinamiento o localizacion de células intactas en una region determinada

del espacio con preservacion de alguna actividad catalitica deseada”.®®

La inmovilizacion de microorganismos a un material de lecho se puede dividir en
dos procesos principales de inmovilizacién: (1) la autoadherencia de
microorganismos al material de lecho, que se define como “crecimiento unido”, (2)

Inmovilizacién de microorganismos al material de cama.*°
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Figura 1.7 Métodos para inmovilizacién de células viables.*

1.6.1 Inmovilizacion de microalgas

El cultivo de microalgas para fines de tratamiento de aguas residuales puede
realizarse en sistemas de células suspendidas o inmovilizadas. Para un cultivo
eficaz y un correcto proceso de remediacién, algunos parametros, como la luz, la
temperatura, el pH, el suministro de nutrientes y la mezcla deben ser
cuidadosamente controlados.* En la tabla 1.5 se presentan las
ventajas/limitaciones de usar células libres o inmovilizadas en el tratamiento de

aguas.
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Tabla 1.5 Ventajas y limitaciones de células libres e inmovilizadas en el tratamiento de aguas

residuales .*

Sistemas de cultivo

Ventajas

Limitaciones

Células suspendidas

*Ampliamente estudiado y
optimizado

*Se pueden procesar mayores
volumenes de agua residual
*Aplicable en operaciones a gran
escala

* La recoleccion de
microalgas antes de la
eliminacién de las
aguas residuales
tratadas es necesaria

Células inmovilizadas

*La recoleccién de microalgas
antes de la eliminacion de las
aguas residuales es mas simple
*Los cultivos envejecidos se
encuentran mas protegidos ante
la fotoinhibicién

*La matriz confiere células de
mayor resistencia ante ambientes
hostiles como la salinidad, la
toxicidad de metales y el pH

*Altos costos
asociados a la matriz
polimérica

*Se puede dar
limitacion por falta de
luz

*Aplicable solo para
pequefas operaciones
y escala piloto

La mayoria de las técnicas generales de inmovilizacion de microorganismos pueden

ser facilmente modificadas y aplicadas a microalgas, tomando en cuenta se trata de

microorganismos fotosintéticos que requieren luz. EI método mas comunmente

utilizado es la inmovilizacion (encapsulacién) en polimeros. Los microorganismos

se inmovilizan (atrapan) vivos dentro del polimero porque sus poros son mas

pequefios que los microorganismos, mientras que el fluido fluye a través de él y

sostiene su metabolismo y crecimiento eventual.*°

La inmovilizacion de las microalgas para el tratamiento de aguas residuales se basa

en el principio de mantener las células vivas dentro de una matriz de gel
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metabdlicamente activa durante el mayor tiempo posible, tiempo durante el cual
tienen una movilidad muy limitada. Después de la absorcion de los contaminantes
por las microalgas, las aguas mas limpias se difunden de los polimeros y se recogen
y reutilizan y el proceso se repite durante varios ciclos. En consecuencia, muchos
polimeros pueden cumplir este requisito. Los principales problemas con cualquiera
de ellos son (1) la eficiencia del sistema para eliminar los contaminantes; (2) costo

del polimero; (3) costo del proceso de inmovilizacion.*?

Hay ciertas propiedades que debe cumplir una matriz para ser ideal en su uso para
inmovilizacion: debe ser no tdxica, fototransparente, estabilidad en medio de
crecimiento, retencion de biomasa y resistencia a la disrupcién debida al crecimiento

celular.4?

1.6.2 Inmovilizacion pasiva

Muchos microorganismos (incluyendo algunos grupos de microalgas) tienen una
tendencia natural a unirse a las superficies y crecer en ellas (Robinson et al., 1986).
Esta caracteristica puede explotarse para inmovilizar células en portadores de
diferentes tipos (Codd et al., 1987). Normalmente, estos procesos son facilmente
reversibles y la contaminacion de efluentes con células desatascadas es inevitable.
Los materiales adsorbentes (portadores) para inmovilizacion pasiva pueden ser

naturales o sintéticos.

Akhtar et al. 2004 utilizaron biomasa de esponja de loofa para inmovilizar células de
Chlorella sorokiniana, para eliminar el niquel (II) de soluciones acuosas. Liu et al.

1998 compararon la capacidad de adsorcion de cubos de esponja de loofa y cubos
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de poliuretano, y no encontraron diferencias en las células libres de plantas (Coffea
arabica). Un problema en el disefio de la investigacion involucrando la esponja loofa
es la repetibilidad. La estructura del esqueleto de los frutos varia de una planta a
otra en funcion de las condiciones de cultivo: cada esponja de loofa tiene una
estructura diferente (Liu et al., 1998). En cualquier caso, para fines industriales o
comerciales, la inmovilizacion pasiva de células de algas en esponjas de loofa

parece ser un campo muy prometedor.

Los materiales sintéticos también son ampliamente utilizados en experimentos que
implican inmovilizacién pasiva. Urrutia et al. 1995 inmovilizaron células de
Scenedesmus obliquus en polivinilo y poliuretano para eliminar el nitrato del agua.
La supervivencia de las células adsorbidas se comparé con células atrapadas
(células inmovilizadas por inmovilizacion "activa"), mezclando células concentradas
con uno de los pre-polimeros. El crecimiento celular es méas alto para las células
adsorbidas que el medido para las células atrapadas, posiblemente debido a la
toxicidad de los prepolimeros (aunque estos autores informaron que no se
encontraron efectos téxicos debido a la presencia residual de reactivos
prepolimeros). Yamaguchi et al. 1999 consiguié una notable degradacién de
hidrocarburos por la microalga hidrofébica incolora Prototheca zopfii, adsorbida en

cubitos de 8 mm de espuma de poliuretano en un reactor de burbujas.

1.6.3 Inmovilizacién activa

En cuanto a las técnicas de inmovilizacién activa, debe distinguirse el uso de

agentes floculantes, la fijacién quimica y el atrapamiento de gel.
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1.6.3.1 Agentes floculantes

Los agentes floculantes se utilizaron principalmente para evitar la tediosa y costosa
centrifugacion cuando se pretende que las algas se eliminen de un medio liquido.
Entre los floculantes de uso comun, el quitosano ha sido el mas ampliamente
empleado. El quitosano es un amino polisacarido lineal que presenta grupos amino
con carga positiva, proporcionando propiedades muy interesantes para adsorber
particulas cargadas negativamente y se demuestra que es util para un gran nimero
de especies de microalgas (Lubia'n et al., 1989). Esta sustancia es biodegradable

y, por tanto, puede utilizarse en la recoleccién de algas con fines nutricionales.

1.6.3.2 Fijacion quimica

La unién quimica presenta algunas grandes desventajas cuando se pretende
inmovilizar las células vivas, ya que la interaccion quimica (principalmente debido a
la union covalente, reticulacion -con participacion de glutaraldehido, por ejemplo- o
resinas fotorreticulables) causa dafios en la superficie celular y reduce
drasticamente la viabilidad de las células. La atraccion de iones no es tan perjudicial
para los organismos vivos, pero la eficacia de esta técnica depende del pH y la
fuerza iénica de los medios circundantes. Es necesario recordar que el pH en el
medio inmediato de una microalga viva puede alcanzar valores muy altos en la luz,

debido al metabolismo fotosintético.

1.6.3.3 Atrapamiento en gel

Este método es la técnica mas utilizada para la inmovilizacion de algas. Siguiendo

a Codd (1987), el atrapamiento de gel puede realizarse mediante el uso de
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polimeros sintéticos (acrilamida, resinas fotorreticulables, poliuretanos), proteinas
(gelatina, coldgeno o clara de huevo) o polisacaridos naturales (agares,
carragenanos o alginatos) .** En este tipo de inmovilizacién, se permite que las
células penetren en la matriz porosa hasta que su movilidad se obstruya por la
presencia de otras células o el material poroso se forme dentro de un cultivo de
células. Se basa en la inclusion de células dentro de una red rigida para evitar que
las células se difundan en el medio circundante, al mismo tiempo que permiten la
transferencia de masa de nutrientes y metabolitos. El crecimiento celular en la matriz
porosa depende de las limitaciones de difusion impuestas por la porosidad del

material y posteriormente por el impacto de la acumulaciéon de biomasa.3?

El atrapamiento en polimeros presenta algunas ventajas, Estos incluyen el logro de
una alta concentracion de biomasa viable, alta resistencia a compuestos toxicos
dentro del fluido tratado, la posibilidad de poder inmovilizar junto con diferentes
especies de microorganismos separados fisicamente entre si, una mayor
estabilidad del plasmido dentro de microorganismos en el caso de la ingenieria
genética.?® En la tabla 1.6 se presenta una comparacion entre los diferentes tipos

de inmovilizaciones artificiales.
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Tabla 1.6 Comparacién entre los diferentes métodos de inmovilizacion artificial de
microorganismos.0

Restriccion en | Concentracion | Problemas | Estabilidad | Complejidad
la difusién de biomasa de toxicidad | mecanica | dela
aplicacion
Micro Relativamente | Alto Sufre de Baja, las Complejo
encapsulacion | bajo toxicidad capsulas
severa tienden a
romperse
Separacion de | La Alto No Alto Complejo
membrana contaminacion
puede causar
severas
restricciones
de difusién
Separacion No Bajo Sufre de Alto Sencilla
covalente toxicidad
severa
Atrapamiento | Relativamente | Alto Problemas | Variacon | Sencilla
dentro de alto, varia con de toxicidad | el tipo de
polimeros el tipo de moderados | polimero
material del
polimero

El procedimiento general de atrapar microorganismos dentro de perlas de polimero

consiste en suspender los microorganismos dentro de una solucion liquida que

contiene monoémeros de macromolécula. El siguiente paso es gelificar la solucién

para que los microorganismos queden atrapados dentro de la matriz. La gelificacion

de la solucidn se crea mediante el enlace de las macromoléculas entre si y mediante

esta formacion de una red tridimensional polimérica. La gelificacion de las

macromoléculas puede realizarse mediante una diversidad de métodos fisicos o

quimicos, dependiendo de la naturaleza de los mondmeros utilizados. Estos

métodos incluyen la reduccion o elevacion de la temperatura, la gelificacion
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ionotropica de macromoléculas con cationes di- y multivalentes y otras reacciones

quimicas o fotoquimicas diferentes.*°

Los tipos de alginato y, en general la concentracion celular inicial, parecen ser muy
importantes en la densidad celular maxima que se puede alcanzar en cultivos

inmovilizados: a mayor densidad celular inicial, mayor densidad celular final.*3

1.6.4 Inmovilizacion en alginato

La produccion comercial actual de alginatos se basa enteramente en las fuentes de
algas. Los alginatos se producen en algas marrones en la matriz intracelular como
geles que contienen iones de sodio, calcio, magnesio, estroncio y bario, de manera
que la composicion de contraion estd determinada por el equilibrio de intercambio
ionico con agua de mar. La afinidad de los alginatos hacia los iones divalentes

disminuye en el orden siguiente: Pb> Cu> Cd> Ba> Sr> Ca> Co, Ni, Zn> Mn.4

Los principales geles naturales utilizados para la inmovilizacién de microorganismos
son alginato y x-carragenano, derivados de algas o algas marinas, los cuales se
estabilizan con Ca 2* y K *, respectivamente. El alginato consiste en grupos D-
manuroénico y acido L-gulurénico y la relacion entre estos grupos determina la
resistencia del gel, tal y cobmo se indica en su estructura presentada en la figura 1.8.
Los grupos acido gulurénico reaccionan con Ca?*y por lo tanto la resistencia del gel
aumenta con una cantidad creciente de los grupos acido gulurénico en el polimero,
dependiendo de las algas y la parte de las especies utilizadas (hoja, stipe, Martinsen
et al., 1989, Smidsrod y Skj ~ k-Braek, 1990). En general, estos geles permiten un

procedimiento de inmovilizacion suave (permeabilidad, toxicidad nula vy
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transparencia de la matriz formada), que permite que la mayoria de las células
puedan sobrevivir a la inmovilizacion (Van Ginkel et al., 1983, Tramper y Grootjen,

1986, Lewandowski et al., 1987).4°

) CcO0 - o TO0C.  OH Cco0
X O HO 0
o OH TNO
o} CO0 " oH o}
N0 OH N
OH ) OH
co0
G G M M G

Figura 1.8. Estructura del alginato. El 3-D-acido manurénico indicado por la letra M y el a-L
acido gulurénico por la letra G.

Los alginatos se usan en la industria como viscosificantes, estabilizadores y
formadores de gel, formadores de pelicula o aglutinantes de agua (Ertesva’g y Valla,
1998). El polimero es soluble en agua fria y forma geles termoestables. La
gelificacion de sales monovalentes de este polisacarido (normalmente Na-alginato)
disuelto en agua se produce cuando se mezclan gotitas de una mezcla de células
(o enzimas) y sales alginato monovalentes con una solucidon que contiene iones
formadores de gel.*® La formacién de gel esta ligada a interacciones especificas y
fuertes entre largos tramos de unidades G y cationes divalentes tales como Ca? * o
Sr2*. La importancia de las unidades G en este proceso se resalta por el hecho de
gue la resistencia del gel esta directamente relacionada con el contenido total de

unidades Gy la longitud media del bloque G en el polimero gelificante.

En el modelo generalmente aceptado, denominado modelo de caja de huevo, 10

cationes divalentes promueven la asociacion de pares de cadenas poliméricas y la
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formacién de zonas de union estables. La asociacion esquematica huevo-caja entre
las unidades G fue propuesta por Grant, dos pares de dos unidades G consecutivas,
cada par perteneciente a diferentes cadenas poliméricas, se "pegan” conjuntamente
mediante la coordinacién de un catién Ca?*. El anillo de aztcar del acido gulurénico
estd en la conformaciéon 'C4, y la cadena de polimero adopta una forma

caracteristica en zigzag.

Se ha propuesto que esta forma crea cavidades en forma de bolsillo en las que los
cationes Ca ?*pueden acomodarse facilmente. Existe una proporcion de 4: 1 entre
las unidades G y los cationes Ca?* en los geles de alginato de Ca. Esto encaja bien
con el modelo de caja de huevo en el cual las interacciones mediadas Ca
especificas implican solamente dos cadenas poliméricas, y en el estado de gel las

zonas de unién no muestran un orden de largo alcance.*®

La formacion de gel es un proceso muy rapido. Cuando se pretende re-disolver el
gel, se pueden usar medios con citrato de sodio (Hertzberg y Jensen, 1989) o fosfato
(hexametafosfato): los cationes de calcio pueden ser secuestrados por aniones
solubles o pueden ser sustituidos en la matriz por cationes monovalentes para
desestabilizar la estructura. El Na-alginato no se disuelve apropiadamente en agua

marina o salada.*3

Se han realizado diversos estudios inmovilizando algas para la remocién de
contaminantes en agua. La inmovilizacion también mejora la remocion de nutrientes
(Mallick 2002, Tam y Wong 2000, Jiménez-Pérez et al., 2004). Lau et al. 1997
inmovilizaron Chlorella vulgaris en carragenano y alginato para tratar aguas
residuales domeésticas primarias. Las ceélulas libres e inmovilizadas eliminaron
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aproximadamente 95% y 50% de amonio y 99% y 50% de fosfatos de las aguas
residuales en 3 dias. Fierro et al. 2008 inmoviliz6 células de Scenedesmus sp. en
quitosano. Las células de vida libre eliminaron el 20% y el 30% de nitratos y fosfatos
en 36 h, mientras que las células inmovilizadas eliminaron el 70% de nitrato y 94%

de fosfato dentro de las 12 h del tratamiento.4’

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde la revolucion industrial se ha creado un legado de contaminacién ambiental
en pro de una mejor calidad de vida para la gente. Sin embargo, a medida que las
economias mundiales evolucionaban, cada vez mas sitios se veian afectados con
subproductos de procesos industriales, por lo que requeria de proteccion,
legislacion y supervision més eficaz. Entonces, uno de los retos de las sociedades
pos-tindustriales fue el desarrollo eficaz de estrategias para la rehabilitacion de
entornos contaminados. Muchas estrategias han sido propuestas para contrarrestar
estos problemas, incluyendo enfoques fisicos y quimicos tales como la incineracién
o el lavado del suelo. La Agencia Protectora del Medio Ambiente de los Estados
Unidos (US-EPA por sus siglas en inglés) estimé que un promedio de 294 000 sitios
contaminados requiere remediacion en los proximos 25 afios, a un costo
aproximado de 209 mil millones de dolares (US EPA, 2004). En la actualidad es muy

probable que esta cifra ha aumentado.®

Por su parte, la industria petrolera en México causa aproximadamente 114 derrames
anuales al ambiente, lo que ha causado una gran extension de territorio

contaminado con hidrocarburos del petréleo. Las emergencias mas graves y
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grandes relacionadas con derrames de petrdleo en territorio mexicano se
encuentran en los estados colindantes con el Golfo de México, como: Campeche,
Veracruz, Chiapas, Tabasco y Tamaulipas. El manejo inadecuado y/o abandono de
los residuos peligrosos ha causado un alto impacto ambiental y en la salud de la

poblacion.

Por lo tanto, ante el creciente y constante incremento en contaminantes,
principalmente mutagénicos y cancerigenos en el medio ambiente, se requiere
encontrar métodos practicos, econdémicos y eficientes que nos brinden una
alternativa para erradicar este problema. El empleo de un método microbiolégico
para la retencion de HAPs es un tema innovador y realmente poco estudiado, por lo
que se pretende determinar si esta seria una alternativa viable para suplir a los

procedimientos quimicos y fisicos que regularmente se utilizan para este propésito.°

Los HAPs son contaminantes persistentes y ubicuos que se encuentran en el agua,
se acumulan en sedimentos, suelos e incluso en la biota. Debido a su persistencia,
toxicidad, bioacumulacién y carcinogenicidad, los HAPs en agua y agua residual
deben de ser erradicados. Cada afio, aproximadamente 9406 toneladas métricas

de HAPs son producidas en los Estados Unidos, Suecia y Noruega. 4@

El desarrollo de un método para la biorremediacion de los HAPs va de la mano con
distintas disciplinas como la quimica organica, la quimica analitica y la
microbiologia. Para el desarrollo se tienen que tomar en cuenta las caracteristicas
fisicoquimicas que hacen a estos compuestos tan perdurables en el medio a pesar
de los esfuerzos realizados para su reduccion.*® La preservacion del medio
ambiente es un tema que debe ocuparnos como sociedad, ya que como es sabido
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por todos, nuestro ecosistema se encuentra cada vez mas afectado por los
desechos, principalmente de industrias como la petrolera, farmacéutica y de
alimentos. El uso de la biotecnologia ambiental representa una solucién para la
remediacion de ecosistemas contaminados.>! Por todo lo anterior, en el presente
trabajo se pretende contribuir a la creacion de un método de biorremediacién
investigando acerca del comportamiento de dos especies de microalgas en la

remocion de los HAPs de un medio acuoso.

HIPOTESIS

A pesar de que las algas seran inmovilizadas en cuentas de alginato, éstas lograran
captar a los contaminantes para lograr una reduccién gradual a través del tiempo

de HAPs presentes en agua potable.

OBJETIVOS

General

e Evaluar la capacidad de las microalgas Selenastrum capricornutum vy
Scenedesmus acutus inmovilizadas en cuentas de alginato para retener al
Benzo(a)Pireno y Benzo(a)Antraceno en agua potable fortificada con la mezcla
de los compuestos mediante el uso de un método analitico basado en
Dispersion de Matriz en Fase Soélida (DMFS) y Cromatografia de Liquidos de

Alta Resolucion con Deteccion UV.
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Particulares

e Determinar las condiciones de crecimiento de microalgas en medios de cultivo

nutritivo.

e Re-validar la metodologia basada en DMFS para la extraccion de BaP y BaA
remanentes en los componentes de los cultivos con microalgas inmovilizadas
(biomasa) y cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada a un detector

UVv.

e Realizar ensayos de exposicion en agua potable con S. acutus y S.
capricornutum inmovilizadas en cuentas de alginato de calcio para evaluar la
sorcién de BaP y BaA en mezcla, bajo condiciones de agitacién, temperatura y

luz controladas.

e Comparar la capacidad de sorcion de cada alga frente a los hidrocarburos en

medio acuoso y la capacidad de sorcion de S. capricornutum frente a BaP en

medio de cultivo.

e Comprobar que se mantiene una viabilidad celular antes y después de la

inmovilizacion.
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CAPITULO 2. DESARROLLO EXPERIMENTAL
MATERIAL Y METODOS
2.1 Equipos, materiales y reactivos

2.1.1 Equipos

e Cromatografo de liquidos de alta resolucion 2998 (WATERS), con dos
bombas, cuyos componentes son:
e Software de control y procesamiento de datos Eurochrom, edicion V
3.05.
e Bucle de inyeccion de 20 pL
e Calentador de columna TC- 50 (EPPENDORF)
e Precolumna de 20 x 2 mm, empacada con adsorbente Nucleosil 100-
5 C18, 5 um (MACHEREY- NAGEL)
¢ Columna analitica Gemini de 150 x 4.6 mm, empacada con fase
inversa C18 tamafio de particula 5 um (PHENOMENEX)
e Detector espectrofotométrico UV de arreglo de diodos 2998 (WATERS)
e Bafio de ultrasonido modelo 1510, para desgasificacion de la fase movil
(BRANSON)
e Balanza analitica AV 114 C (OHAUS)
e Autoclave eléctrica 2540EL (TUTTNAUER)
e Agitador orbital 2309 UPN (THERMO SCIENTIFIC)
e Agitador con controlador de temperatura SI-600 R (JEIOTECH)
e Microscopio 6ptico USA (NATIONAL OPTICAL)

e Parrilla con agitacién magnética (DAIGGER)
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e Centrifuga 225 (THERMOFISHER SCIENTIFIC)
e Campana de flujo laminar 11231 BBC86 (BIOBASE)
e Bomba peristaltica Multiflow (LAMBDA)

e Espectrofotometro Spectronic Genesys 5 (THERMOSCIENTIFIC)

2.1.2 Materiales

e Lamparas fluorescentes de 14 watts (OSRAM)
e Lampara con foco de luz amarilla 20 watts (OSRAM)

e Silice C-18 supelclean de 45 uym de diametro de particula (SUPELCO)

e Asa bacteriologica

e Tubos de ensayo

e Mecheros Bunsen

e Portaobjetos

e Cubreobjetos

e Celdas de plastico para espectrofotdometro

e Sistema de esterilizacion aséptico Sterifil con porta filtros de 47 mm
(MILLIPORE)

e Filtros de nitrocelulosa estériles de tamaro de poro de 0.22 um y 47 mm de
diametro para el sistema Sterifil (MILLIPORE)

e Matraces Erlenmeyer 50, 125, 250 y 300 mL

e Matraces Volumétricos 25 y 100 mL

e Jeringas con émbolo y conectores

e Cartuchos 1y 6 mL
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Frascos Wheaton 125, 250 y 1000 mL
Probetas 10, 25 y 50 mL

Pipeta graduada 5 mL

Frites 1 mL

Viales ambar 1.5 mL

Tubos para centrifuga 15 mL

Pipetas Pasteur plastico

Micropipetas 25 pL- 250uL TRANSFERPETTE
Morteros y pistilo de agata

Perilla de seguridad

Camara de conteo Neubauer

2.1.3 Reactivos/ Disolventes

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

Cloruro de calcio dihidratado (CaClz 2H20) (SIGMA-ALDRICH)
Alginato de sodio (SIGMA-ALDRICH)

Citrato de sodio (SIGMA-ALDRICH)

Metanol grado HPLC (JT Baker)

Acetonitrilo grado HPLC (JT Baker)

Peptona proteasa (MCD Lab)

Agar bacteriolégico (MCD Lab)

Agua destilada
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e Alcohol etilico

2.1.3 Cepas y medios de cultivo

e Microorganismos Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus,
cepas adquiridas de la coleccion de cultivos de algas de la Universidad de
Austin, Texas (UTEX, EUA).

e Medio Bristol: nitrato de sodio (NaNOs), cloruro de calcio (CaClz), sulfato de
magnesio heptahidratado (Mg2SO4 7H20), fosfato dibasico de potasio
(NazHPOs), cloruro de sodio (NaCl). (JT BAKER). La composicién del medio

Bristol se indica en la tabla 2.1, al cual se le adicion6 peptona al 1%.

2.2 Procedimiento experimental

Un diagrama de la metodologia que se llevé a cabo durante el proceso experimental

se presenta en la figura 2.0.
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Diagrama de metodologia analitica

1. Separacion analitica y
deteccion

v' Seleccion de
longitudes de onda
Optimas para la
deteccion

v' Preparacion de las
soluciones estandar

v" Implementacién de la

2. Extraccion por DMES

v" Acondicionamiento del
adsorbente y obtencion
de la muestra —>
v' Optimizacién con algas
libres
v" Optimizacién con algas
inmovilizadas

4. Manejo de
microorganismos

Curvas de crecimiento
Inmovilizacion/
Desinmovilizacion de
microalgas

Viabilidad celular
Conteo de células

separacion
cromatografica

Validacion del sistema cromatoqgrafico

Cuantificacion BaP y BaA con S. acutus

v'  Linealidad

v" Precision

v' Limites de deteccién/
cuantificacion

A4

3.Validaciéon del método DMES-CLAR-UV

V

BaP y BaA con S. acutus (inmovilizada)

v" Linealidad

v" Precision

v" Limites de detecciéon/
cuantificacion

5. Bioensayos de exposicion (90 perlas)

ANANENEN

BaP con S.capricornutum (1)
BaA/BaP con S. capricornutum (2)
BaA/BaP con S. acutus (3)
BaA/BaP con S. acutus/ S. capricornutum utilizando doble de
células y mitad de perlas de una especie y otra (4)

Figura 2.0. Esquema general de experimentacion
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Se tratd de un estudio experimental-longitudinal-retrospectivo. En este caso se
habla de un estudio experimental ya que desde un inicio se plantearon los factores
de estudio y se controlaron de forma deliberada bajo ciertas condiciones para su
analisis posterior (se seguia un plan previamente desarrollado en un anteproyecto).
Algunas de las ventajas que implica el desarrollo de un estudio experimental es que
se tiene un mayor “control” sobre las posibles respuestas arrojadas por las variables

y se tiene una mejor evidencia de causa-efecto.

Un estudio retrospectivo implica que se puede establecer una secuencia temporal
entre las variables a estudiar, a diferencia de los estudios transversales, que
examinan la respuesta (s) de una variable en un solo momento del tiempo. El
estudio también se considera retrospectivo ya que el disefio de éste se realizo
también con ayuda de estudios posteriores, es decir, se analizaron resultados
anteriores encontrados para la remocién de HAPs con algas y a partir de ellos se
planteé un plan de trabajo. La poblacién objetivo en este estudio fueron las
microalgas y los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) ya que lo que se
pretendia inicialmente era continuar con estudios previos de biorremocion de

contaminantes.

La poblacién muestreada fueron S. capricornutum/S. acutus (algas) y BaA/BaP
(HAPs). Las especies de algas fueron elegidas ya que se tenian registros de su
capacidad de sorcién/ remocién y los tiempos en que ocurrian. Los HAPs elegidos
también fueron tomados en cuenta porque habian sido utilizados en estudios
previos y por su mayor facilidad de remocion/sorciéon debido a sus multiples anillos

presentes en su estructura.
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Las principales variables dependientes presentes a lo largo del estudio (ensayos de
exposicion) fueron las algas/HAPs utilizados, los tiempos de exposicion, las

condiciones de luz, temperatura y agitacion.

La variable dependiente a estudiar era la sorcion del hidrocarburo por parte del alga
(determinado por la presencia o ausencia de HAPs en biomasa), lo cual era medido

a traveés de la cromatografia liquidos de alta resolucion.

La técnica utilizada para el tratamiento de las muestras fue la dispersion de matriz
en fase sélida y para el andlisis de resultados se utilizé el andlisis estadistico de un

factor (ANOVA) para cada tiempo.

2.3 Implementacion de la separacion analitica

El cromatografo de liquidos Waters utilizados durante el proceso experimental es

mostrado en la figura 2.1.

I Ki'
B

% =

Figura 2.1 Cromatdgrafo Waters utilizado durante el proceso experimental (imagen propia)
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2.3.1 Soluciones estandar

Se preparé una solucién estandar que contenia a los dos HAPs en mezcla: BaA 'y
BaP, a una concentracion de 25.36 mg/L y 25.06 mg/L respectivamente, utilizando
metanol como disolvente. La solucion estandar con la mezcla de hidrocarburos se
preparé a partir de soluciones que contenian a cada HAP, por separado. La
disolucion estandar de la mezcla de HAPs se utilizo para realizar la validacion y los
bioensayos, excepto en el caso del bioensayo de S. capricornutum con BaP, en el
cual se utilizé una disolucion de BaP solo a una concentracion de 91.4 mg/L. Todas
las soluciones y muestras se almacenaron en viales &mbar, a una temperatura de

4 °C, con el fin de evitar que los liquidos se volatilizaran.

2.3.2 Implementacion de la separacion cromatografica

Eficiencia de la separacion cromatografica

Santiago Leo6n, 2016* habia establecido en su trabajo las condiciones para la
optimizacién de la separacidén cromatografica de los analitos de interés (la fase maovil
qgue se utilizé fue metanol al 95% con agua 5%, utilizando un flujo isocrético de 1
mL/min; la columna analitica Gemini de 150 x 4.6 mm, empacada con fase inversa
C18 tamano de particula 5 ym y una precolumna de 20 x 2 mm, empacada con

adsorbente Nucleosil 100-5 C18, 5 um).

Para la determinacion de los parametros: resolucion (Rs), factor de capacidad (k")
namero de platos tedricos (N) y selectividad (a), se evalu6 la eficiencia de la
columna utilizando los siguientes compuestos modelo: Naftaleno a 11 mg/L y

Antraceno a 2.5 mg/L con una fase mévil 80% metanol y 20% de agua. Una
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disolucion de NaNOs a 100 mg/L se uso para la evaluacion del tiempo muerto. Se

realizaron tres réplicas.
Parametros cromatograficos de los analitos de interés

Se calcularon los mismos parametros cromatograficos mencionados en el punto
anterior para el caso de los analitos de interés: BaA y BaP (4 mg/L). Se utilizé la
misma columna analitica Gemini y una fase moévil con metanol al 95% y agua 5%,
Las longitudes de onda méximas elegidas fueron de 285.5 nm para B[a]A y 295 nm

para B[a]P.
2.4 Validacion del sistema cromatografico
2.4.1 Linealidad del sistema

Se construyo una curva de 7 niveles de concentracion, por triplicado. Se prepararon
disoluciones de la mezcla de ambos hidrocarburos B[a]P y B[a]A en las siguientes
concentraciones: 0.0625, 0.125, 0.25, 1, 2, 4 y 6 mg/L. La curva se construyd
mediante la integracion de las areas de los picos obtenidos en los cromatogramas,
graficandose area vs concentracion. Se utilizaron las condiciones isocraticas
previamente mencionadas. Se llevé a cabo una regresion lineal, se obtuvo el valor

del coeficiente de determinacion r?, y con este parametro se evalué la linealidad.

2.4.2 Precision del sistema

Se evalud la repetibilidad (variacion entre determinaciones independientes, bajo las
mismas condiciones como parametro para determinar la precision del sistema. Para

su determinacion, se inyectaron por quintuplicado disoluciones estandar de B[a]A 'y
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B[a]P a 4 mg/L. La repetibilidad se evalu6 con el C.V. de las éreas obtenidas durante

un mismo dia de experimentacién. Se calcul6 el % CV con la siguiente ecuacion:

%CV= (a/x) *100

Donde x es la media de las &reas obtenidas y o es la desviacion estandar.

2.4.3 Limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacién (LC) del sistema

Para la determinacion de los limites de deteccion y cuantificacién se elaboraron
curvas de calibracién de cada uno de los compuestos, tanto de BaA y BaP. Se
inyectaron disoluciones con cinco concentraciones por triplicado: 1.0, 0.5, 0.25,

0.125, 0.0625 mg/L. Los limites fueron estimados mediante las siguientes formulas:

LD= (3.3*Sy/x) / bl

LC=(10*Sy/x) / b1

Sy/x representa la desviacion estandar de la regresion y bl es la pendiente de la

curva de calibracion.

2.5 Optimizaciéon de la extraccion por DMFS

2.5.1 Acondicionamiento del adsorbente y obtencion de la muestra

Acondicionamiento del adsorbente: Previo a realizar el procedimiento de DMFS, la
fase estacionaria C 18 se acondicion6 con metanol en una relacion de 5 mL/ g de
fase estacionaria. Se empaco el adsorbente en cartuchos méas grandes que los
usados para la extraccién de los HAPs para asi meter una mayor cantidad de fase

a acondicionar, después de aplicado el metanol se dej6 secar el adsorbente
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mediante vacio. Este paso tiene como fin alinear las cadenas hidrocarbonadas que

se encuentran unidas al disolvente para favorecer la interaccién de los analitos.

2.5.2 Dispersion de matriz en fase solida

Para realizar la dispersion de matriz en fase solida se siguidé la metodologia
previamente sefialada para la extraccion de HAPs de la biomasa proveniente de
cultivos sin inmovilizacion. °* En el manejo de la biomasa proveniente de las cuentas
de alginato, se incluyd un paso previo, el cual consiste en disolver las cuentas de
alginato con una disolucion de citrato de sodio al 10% con el objetivo de liberar las
microalgas y después ponerlas a secar en portaobjetos durante un dia. Las
referencias mencionan que de un cultivo de 15 mL de cultivo liquido de crecimiento
a absorbancia 1 se obtienen 5 mg de biomasa microalgal seca, la cual es adicionada
con el HAP/ HAPs a determinar. Por lo tanto, en este trabajo se dopo la muestra
con cantidad conocida de 4 ug de cada HAP en el caso de la optimizacion del
método y en el caso de los bioensayos esta misma cantidad se agreg6 a los cultivos
con las microalgas en las perlas. Posteriormente, la biomasa microalgal seca fue
mezclada con 100 mg de silice C18 (previamente acondicionada) y dispersada en
un mortero de agata con pistilo, hasta que la mezcla sea homogénea.
Posteriormente se empacé la mezcla homogénea en un cartucho de 1 mL que

contenia un frit, y después se realizé una secuencia de lavados que consistié en:
-5 mL de agua destilada

-5 mL de ACN al 20%

- 1.5 mL de ACN al 40%
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Finalmente, se eluy6 a los HAPs con 1 mL ACN al 90 % para recolectar la fraccion

de interés o extracto, la cual se analizd por CLAR. En la Figura 2.2 se ilustra este

procedimiento.

Biomasa
Y
Mezcla
Fri

\'u’ acio

— Silice C18 .
Mezcla de la silice

C 18 (100 mg) y la
biomasa (5 mg)

Empaque de la
mezcla en el cartucho
que contiene el frit

Lavados con agua (5 mL)
y disolvente (5 mL de
ACN 20% y 1.5 ml ACN
40%), para eliminar
posibles interferentes

>

esiduos

Recoleccién del

- |—Extracto a extracto final, tras

analizar por

eluir con ImL ACN al

CLAR

Figura 2.2 Metodologia general de la dispersién de matriz en fase sdlida

Con la metodologia de extraccion descrita se realizaron triplicados para evaluar el

recobro y su reproducibilidad en algas libres y algas inmovilizadas. EI C.V se obtuvo
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a partir de las areas obtenidas tras analizar los extractos por CLAR. Se utilizo la

siguiente ecuacion para determinar el valor del recobro:
%Recobro= (Area del extracto) / (Area del estandar) *100

2.6 Manejo de microorganismos

Para el trabajo microbiolégico se utilizé medio Bristol (preparacion en tabla 2.1) con
agar y proteasa para hacer cultivos de conservacién de las algas en medio sélido
(tubos) y cultivos de crecimiento con medio Bristol y proteasa en medio liquido
(matraces), los cuales fueron esterilizados previamente al in6culo de las microalgas
en la autoclave (121 °, 30 minutos). Posteriormente, los cultivos liquidos se dejaron
en crecimiento con agitacion constante, temperatura ambiente y con iluminacién en
ciclos luz/oscuridad de 16/8 hrs. Los cultivos sélidos se crecieron con exposicion a

la luz en ciclos luz/oscuridad de 16/8 hrs.

Posteriormente, con ayuda de un asa bacteriolégica y en condiciones estériles, se
transfirieron las microalgas a un medio liquido, y se hicieron desarrollar alli hasta
que su absorbancia alcanzara el valor de 1. Un valor de absorbancia 1 equivale a

4.5 x 106 células/mL para S. capricornutum y 4 x 10° células/mL para S. acutus.®

Se utilizaron los cultivos de S. capricornutum y S. acutus al alcanzar un valor de 1
de absorbancia, lo cual fue monitoreado con ayuda del espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 685 nm (longitud de onda de maxima absorcién de la clorofila).
Los cultivos liguidos se agitaron constantemente a lo largo del dia como se indico

anteriormente. Los cultivos en el agitador se presentan en la figura 2.3
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Figura 2.3 Mantenimiento de algas y agitacion de medios de cultivo (imagen propia)

Tabla 2.1 Componentes para la preparacion de medio Bristol. El volumen de solucién

“stock” para 1 L de cultivo(UTEX, 1949).

., Concentracion final
Concentracion de la )
Componente . o en 1 L de cultivo
disolucioén stock
(mM)
NaNOs3 10 g/400 mL 2.94
., Concentracion final
Concentracion de la )
Componente . . en 1L de cultivo
disolucioén stock
(mM)
CaCl2-2H20 1 g/400 mL 0.17
MgSO4-7H20 3 g/400 mL 0.30
K2HPO4 3 g/400 mL 0.43
KH2PO4 7 g/400 mL 1.29
NaCl 1 g/400 mL 0.43

2.6.1 Obtencion de las muestras para DMFS

La obtencion de la muestra se realiz6 mediante la separacion del medio liquido y la

biomasa por medio de la centrifugacion a 3900 rpm durante 20 minutos de 15 mL
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del cultivo a una absorbancia de 1, medicidn que se puede relacionar a un nimero
de células de entre 4.5 x 108 células/mL para la microalga S. capricornutumy 4.0 x
108 células/mL para S. acutus. En el caso de algas inmovilizadas se utilizan
muestras provenientes de cuentas con microalgas, las cuales se separan por

decantacion y desinmovilizando, como se explica més adelante.

2.6.2 Curvas de crecimiento

Se construyeron curvas de crecimiento de cada alga, con el objetivo de monitorear
el crecimiento de éstas por dia y tener una idea de cuanto tiempo se necesitaba
para que los cultivos alcanzaran el 1 de absorbancia en el espectrofotdmetro. Se
construyé una curva A vs. tiempo a 685 nm. La apariencia de un cultivo de

crecimiento con absorbancia 1 se presenta en la figura 2.4.

Figura 2.4 Cultivo de S. capricornutum con absorbancia 1 (imagen propia)
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2.6.3 Inmovilizacion/desinmovilizacion de algas

Inmovilizacién del nimero normal de células

La inmovilizacion de las algas en cuentas se logro utilizando alginato. Para ello, se
tomaron 15 mL de medios de cultivo que contenian al alga de interés en absorbancia
1 con 4.5 x 10° células/mL para la microalga S. capricornutum y 4.0 x 108 células/mL
para S. acutus. Se centrifugé a 3,900 rpm durante 15 minutos para obtener el
“botdn” de biomasa, el cual se resuspendié en 2 mL de sobrenadante; estos 2 mL
de medio con microalgas se mezclaron con 4 mL de una solucion de alginato de
sodio al 3%. Se agitd y se goted todo el liqguido en un matraz, que contenia 20 mL
de una solucion de CaClz al 1%. El goteo debi6é ser constante y sin dejar formar
burbujas de aire, las cuales podian afectar las formas de las perlas; asi se
obtuvieron cerca de 90 perlas por cada matraz. Las perlas se dejaron en 15 mL de
medio Bristol o agua potable, dependiendo el caso. De esta manera se obtuvieron
cuentas con [4.5 x 108x 15] /90 = 7.5 x 10° células por cuenta para S. capricornutum
y [4 x 108 x 15]/90 = 6.6 x 10° células por cuenta para S. acutus. Estos valores se

consideraron como el numero normal de células por cuenta.
Desinmovilizacion

La biomasa que se encontré en las cuentas se recuperé con ayuda de una solucion
de citrato de sodio al 10%, primero para efectuar la optimizacion del método y
después de los bioensayos de exposicidn. Las perlas obtenidas mediante
inmovilizacibn que se encontraban en matraces se transfirieron a tubos de

centrifuga, donde se les adiciond el citrato de sodio para disolver el alginato y liberar
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a las células; posteriormente, se agité y se centrifugd durante 15 minutos a 3,900
rpm para obtener un “boton” de biomasa.>? Finalmente se deseché el liquido
sobrenadante y el “botdn” de biomasa se resuspendié con medio Bristol, se coloco

en un portaobjetos limpio y se dejé secar para su posterior uso en DMFS.

2.6.4 Viabilidad celular: Resiembra

Para comprobar que las células seguian creciendo aun después de inmovilizarlas
en las cuentas de alginato, se utilizaron 15 mL de medio que contenia al alga S.
acutus (al ser el alga que mas rapido crece) en absorbancia 1. El alga se inmovilizé
en cuentas de alginato, se incubaron en medio Bristol en exposicién a luz para
permitir su crecimiento, durante 24 horas. Posteriormente, las cuentas de alginato
se deshicieron con ayuda de una disolucion citrato de sodio al 10 %; la disolucion
obtenida se centrifug6 para obtener un “botén” de biomasa en el fondo del tubo para
centrifuga. Este “botdn” se utilizé para hacer una resiembra en un tubo de vidrio que
contenia agar y peptona (medio sélido), ideales para el crecimiento de las algas. El
tubo se incub6 a T ambiente con lamparas fluorescentes y observd durante dos

semanas, con el fin de comprobar el crecimiento del alga después de la resiembra.

2.6.5 Conteo de células

Se realiz6 un conteo de células por camara de Neubauer, para seguir el crecimiento
de las microalgas y saber cuantitativamente como lo hacian después de
inmovilizarlas, como una prueba adicional a la viabilidad celular. Para lo anterior se
utilizaron dos cultivos de S. capricornutum y dos de S. acutus con absorbancia 1

para realizar el conteo antes de inmovilizar las células y después de
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desinmovilizarlas. El conteo se realizé en una camara de Neubauer, la cual es una
camara de contaje para observar al microscopio; en ésta se colocé un volumen de
medio con algas, de aproximadamente 0.5 mL, por capilaridad entre un
cubreobjetos calibrado y la camara. Para el conteo de las microalgas se tomaron en
cuenta los 5 cuadros diagonales de la cuadricula y para el caso de las microalgas
que se encontraban en las lineas divisorias, sOlo se consideraron las que se
encontraban sobre la linea derecha e inferior de cada cuadrante. El nimero de
cuadros totales de la cAmara es 400 y el nUmero de cuadros que se contabilizaron
fueron 80 (contenidos en 5 cuadros grandes diagonales). Una vez contabilizadas
las células se procedié a graficar el nimero de células/ mL que habia de cada alga
en cada tubo, a través del tiempo. El nimero de células/ mL se establecié con una

férmula que se menciona méas adelante en este escrito.

Una vez realizado el conteo de las microalgas, se procedié a inmovilizarlas como
se menciond anteriormente y una vez formadas las perlas, se dejaron en los
matraces con agua potable y en iluminacién con lamparas fluorescentes con
periodos de luz/oscuridad de 16/8 horas durante 24 y 72 horas. Una vez cumplido
el tiempo establecido, se desinmovilizaban las cuentas con alginato de sodio al 10%
y se obtuvo un “botdn” tras centrifugar a 3900 rpm. Se resuspendid el “botdn” y se
tomaba muestra para realizar el mismo procedimiento de conteo en la camara. El

procedimiento anterior se realiz6 por duplicado para cada alga.
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2.7 Validacién del método DMFS- CLAR-UV

2.7.1 Linealidad del método DMFS- CLAR-UV

La evaluacion de la linealidad del método se llevd a cabo con el alga S. acutus y la

solucién stock que contenia a los dos HAPS para fortificar a los 5 mg de biomasa

seca con cantidades superiores e inferiores a los 4 ug.

Se trabaj6é con una concentracion base de 4 mg/L (simulando un extracto con 100%

de recuperacion) ya que corresponde a la concentracion esperada en los extractos

provenientes de los bioensayos de exposicion si se recuperan los 4 ug en 1 mL del

extracto acetonitrilico. Se tomo6 una concentracion de 6 mg/L, por encima de la

concentracion base y cuatro por debajo de 0.2, 0.5, 1 y 2 mg/L para construir la

curva de calibracién. Las concentraciones de HAPs adicionadas (ug/mg de

biomasa) y esperadas en el extracto de 1 mL (mg/L) que se utilizaron para la curva

de calibracidon se mencionan en la tabla 2.2.

Tabla 2.2 Concentraciones de HAPs (pg/mg) afiadidos a la biomasa (5 mg) y concentracién
esperada (mg/L) en el extracto de 1 mL

Concentracion de HAPs Concentracion esperada en el
adicionadas en la biomasa extracto (mg/L)
(ng/mg)
0.04 0.2
0.10 0.5
0.19 1
0.36 2

88



0.75 4

1.14 6

Se siguio la metodologia descrita anteriormente para DMFS y posteriormente se
realizd una curva por ftriplicado (una por cada HAP), graficando los pg de
hidrocarburo recuperados en funcién de los ug adicionados para obtener el recobro

global con la pendiente y r> como parametro de linealidad.
Los pg adicionados al medio se calcularon mediante la siguiente formula:

Volumen de alicuota (uL) * Concentracién solucion stock (ng/uL)
1000

pg adicionados =

Los pg recuperados se determinaron por:

Area del extracto
pg recuperados = - -
Area del estandar

x ug adicionados

2.7.2 Precision del método DMFS- CLAR-UV

Se trabajo durante tres dias y se fortificaron 5 mg de biomasa con 4 ug de cada
HAPs, lo cual corresponde a 4 mg/L en el extracto, considerando una recuperacion
del 100%. Por lo tanto, se dopd la biomasa con 158 uL de la disolucion stock. Para
evaluar la repetibilidad del método se realizaron tres réplicas con el fin de obtener
el C.V de las areas por dia. Para evaluar la reproducibilidad se tomaron en cuenta
las tres réplicas realizadas en cada uno de los tres dias de experimentacion. Se
tomo el promedio de las areas obtenidas por dia y se obtuvo el C.V., como ya se

habia sefialado con anterioridad.
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2.7.3 Limite de deteccion (L.D.) y limite de cuantificacién (L.C.) del método

DMFS- CLAR-UV

Para la determinacién de los limites se construyé una curva con algunas de las
concentraciones utilizadas para linealidad: 0.2, 0.5, 1y 2 ug de HAP en biomasa Se
realizaron tres réplicas por concentracion y se graficO la concentracion (ug
hidrocarburo/mg de biomasa) contra las areas resultantes; se calcularon los limites

utilizando la desviacion estandar de la regresion y con las siguientes ecuaciones:

LD= (3.3*Sy/x)/b1

LC=(10*Sy/x)/bl

2.8 Bioensayos

Se realizaron 4 tipos diferentes de bioensayos de exposicion con las perlas

sumergidas en 15 mL de agua potable adicionada con 4 pug de cada HAP (266
pg/L).:

1- Bioensayo de exposicion S. capricornutum con BaP (nimero normal de células)

2- Bioensayo de exposicion S. capricornutum con mezcla BaP/BaA (nimero normal

de células)

3- Bioensayo de exposicion S. acutus con mezcla BaP/BaA (numero normal de

células)

4- Bioensayos con doble numero de células para cada especie y combinacion S

acutus/S capricornutum con mezcla BaP/BaA con numero normal de células.
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Las exposiciones se realizaron colocando 90 perlas en 15 mL de agua potable,
excepto en el bioensayo de S. capricornutum con BaP, donde se utilizd medio Bristol

para exponer las perlas.

Para obtener el nUmero de microalgas que habia en cada perla se utilizo la siguiente

ecuacion:

#de microalgas , Volumende alicuota (mL)

Microalga/perla =
mL # de perlas

Para S. capricornutum el nimero de microalgas por perla result6é ser 7.5 x 10°

Para S. acutus el nUmero de microalgas por perla resulté ser 6.6 x 10°

La biomasa se inmovilizé y recuperé como se indica en la figura 2.5.
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Figura 2.5 Metodologia general de lainmovilizacién y recuperaciéon de la biomasa
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2.8.1 Bioensayo (1) de exposicion S. capricornutum con BaP

Primeramente, se llevd a cabo el bioensayo de S. capricornutum con el hidrocarburo
BaP solo para tener una idea de como las microalgas removian al hidrocarburo mas
pesado de los que se manejaron a través del tiempo. Se inmovilizé el alga en
cuentas de alginato (90 perlas por matraz) y se expuso en 15 mL de agua potable
adicionada con 4 ug de del hidrocarburo (se utilizé una soluciéon stock de 91.4 mg/L
del hidrocarburo de interés y se tomaron alicuotas de 44 uL). Se usaron 7 tiempos
de incubacion: 1.5, 3, 6, 9, 15, 24 y 48 h, cada uno con su respectivo blanco, el cual
consistié en matraces con perlas de alginato y 15 mL de agua potable sin la adicién
de hidrocarburo para tener un control de interferentes de la matriz en la
experimentacion y se expusieron utilizando luz amarilla, a 25 °C y agitacion
constante de 50 rpm. Se realizaron tres réplicas por tiempo y una vez transcurrido
el tiempo de exposicion, las cuentas se desinmovilizaron con una solucién de citrato
de sodio al 10% y posteriormente se traté la biomasa por DMFS; los extractos se
analizaron por CLAR-UV. También se realizaron “controles de sorcion” con
exposicion de las cuentas sin microalgas para determinar la retencion del

hidrocarburo en el alginato.

Al final se grafico la cantidad de BaP (ng) recuperada a traves del tiempo para
obtener una curva que indicara el tiempo en el que se presentaba la mayor remocion
del hidrocarburo. Los extractos de los blancos se analizaron para observar si

existian interferentes provenientes de la matriz.
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2.8.2 Bioensayo (2) de exposicion S. capricornutum con mezcla BaP/BaA

En el segundo bioensayo realizado, el alga S. capricornutum se dejo en exposicion
con 4 ug de cada uno de los hidrocarburos BaA y BaP, que se encontraban en
mezcla. Se inmovilizé el alga en cuentas de alginato (90 perlas por matraz). Se
usaron 5 tiempos de incubacion: 1.5, 3, 6, 15y 24 h, cada uno con su respectivo
blanco, el cual consistié en formar perlas de alginato sin la adicién de hidrocarburo
para tener un control en la matriz y se expusieron utilizando luz amarilla, a 25 °C y
agitacion constante de 50 rpm. Se realizaron tres réplicas por tiempo y una vez
transcurrido el tiempo de exposicion, las cuentas se desinmovilizaron con 10 mL de
una solucion de citrato de sodio al 10% y posteriormente se tratd la biomasa por

DMFS; los extractos se analizaron por CLAR- UV.

Al final se grafico la cantidad de BaP y BaA remanente (ng) a través del tiempo para
obtener una curva que indicara el tiempo en el que se presentaba la mayor sorcién

de cada hidrocarburo por parte del alga.

2.8.3 Bioensayo (3) de exposicion S. acutus con mezcla BaP/BaA

En el tercer bioensayo realizado, el alga S. acutus se dejé en exposicion con 4 ug
de cada uno de los hidrocarburos BaA y BaP, que se encontraban en mezcla. Se
usaron 5 tiempos de exposicion: 3, 6, 15, 24 y 48 h, cada uno con su respectivo
blanco y se expusieron utilizando luz amarilla, a 25 °C y agitacién constante de 50
rom. Se realizaron tres réplicas por tiempo y una vez transcurrido el tiempo de

exposicion, las cuentas se desinmovilizaron con 10 mL una solucién de citrato de
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sodio al 10% y posteriormente se tratdé la biomasa por DMFS; los extractos se

analizaron por CLAR- UV.

Al final se graficé la cantidad remanente de BaP y BaA (ng) a través del tiempo para
obtener una curva que indicara el tiempo en el que se presentaba la mayor remocion

de cada hidrocarburo por parte del alga.

2.8.4 Bioensayos (4) con doble numero de células y mezcla de S acutus/S
capricornutum

En estos Ultimos tres ensayos se realizaron exposiciones con: modificacion de la
cantidad de microalgas por cuenta al doble (Bioensayo 4a. 1.5 x 10°
microalgas/cuenta para S. capricornutum y 4b. 1.3 x 108 microalgas/cuenta para S.
acutus); también un bioensayo 4c. mezcla con el numero normal de células de las
perlas de cada especie (proporcion 50:50), con 45/45 perlas de alginato. La
preparacién de estas cuentas con el doble de células y mezcla de especies se

detalla en las siguientes secciones:

2.8.4.1 Preparacion del doble de microalgas por cuenta

Se tomaron dos alicuotas de 15 mL del mismo cultivo con absorbancia de 1, las
cuales se centrifugaron por separado durante 15 minutos a 3900 rpm, y los
“botones” de biomasa se resuspendieron en 1 mL de sobrenadante. Se juntaron
ambos sobrenadantes con biomasa en un solo tubo y después se siguid la misma

metodologia utilizada para la inmovilizacion.
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Para S. capricornutum el nimero de microalgas se calculd con la siguiente

ecuacion:

#de microalgas , Volumen de alicuota (mL)

Microalgas/ perla =
mL # de perlas

El volumen de la alicuota se multiplica por dos y resulta ser:

4.5x 10"6 microalgas , 2x15mL

1mL 90 perlas

Microalgas/perla = = 1.5 x 10% microalgas/perla

Para S. acutus el numero de microalgas se calcul6 con la siguiente ecuacion:

#de microalgas , Volumen de alicuota (mL)

Microalgas/ perla =
mL #de perlas

El volumen de la alicuota se multiplica por dos y resulta ser:

4 x10"6 microalgas , 2x15mlL

1mL 90 perlas

Microalgas/perla = = 1.3 x 10° microalgas/perla

2.8.4.2 Mezcla de perlas de cada especie

Se trabajo con 90 perlas totales, pero haciendo una mezcla de ambas especies de
algas. Se siguié el mismo procedimiento sefialado para la inmovilizacion hasta el
punto de la preparacion de la disolucion de alginato-microalgas; se tenian 90 perlas
de cada especie, pero solo se utilizaron 45 de cada una por bioensayo. Por lo
anterior, cada cuenta tenia el mismo nimero de células (niumero normal de células)
descrito en la seccién 2.6: 7.5 x 10° células por cuenta para S. capricornutumy 6.6
x 10° células por cuenta para S. acutus. Como la proporciéon de especies que se

eligio fue 50:50 se colocaron 45 perlas de cada especie, preparadas por separado,
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para tener 90 perlas totales. Con este numero de células se manejo el bioensayo

4c.

Al final se compar6 la remocion de cada especie de microalga utilizando el doble de
células (bioensayos 4ay 4b) y la presencia de las dos algas en mezcla con nimero
normal de células (bioensayo 4c) con respecto a los bioensayos previamente
mencionados en este trabajo en los que se utilizé el nUmero de células normal por
microalga (bioensayos 1-3). Se realizaron graficas de barras para observar el
hidrocarburo presente (ng) en cada tiempo. Los matraces en exposicion en el

agitador orbital se muestran en la figura 2.6

G |

“
‘ ' s
N
"
(O 45
8 M
v 3
131 :

Pl % o b AL T R e B ik i BT e e 2t

S/-600R

Figura 2.6 Bioensayos realizados en el agitador orbital Thermo Scientific (imagen propia)

2.8.5 Determinacion de los HAPs en el alginato disuelto después de exposicion

Se analizaron a los HAPs remanentes en el alginato disuelto (después de disolver

las cuentas con citrato y centrifugar) con el objetivo de comprobar si en el alginato
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se encontraba algun rastro de hidrocarburo y saber qué diferencia habia con
cuentas disueltas que no contenia microalgas (cuentas solas expuestas o controles
de sorcidn) y cuentas disueltas que si contenian a las microalgas (bioensayos de
exposicién). Se analizaron 3 muestras: control de 48 h, bioensayo de 24 h y
bioensayo de 48 h, Para este estudio se manejo la técnica de Extraccion en Fase
Solida con un método previamente desarrollado en el laboratorio para la extraccion
de HAPs en medio liquido de cultivo?., el cual fue optimizado para el alginato disuelto
en citrato. El cambio con respecto al método previo consistié en quitar la adicion de
isopropanol a la muestra antes de cargarla al cartucho de extracciéon. Se compar6
la respuesta de los HAPs en este extracto contra un estandar de 1 mg/L para asi
poder ver las diferencias que existian entre los picos cromatogréafico, ya que el
extracto fue de 4 mL de acetonitrilo (recuperacion 100 % dado 4 ug / 4 mL que

equivale a 1 mg/L).

CAPITULO 3. Resultados y discusion de resultados

RESULTADOS

3.1 Implementacion de la separacion cromatografica
Evaluacion de la eficiencia de la columna

Los valores promedio obtenidos de los parametros cromatograficos para la
evaluacion de la eficiencia de la columna analitica Gemini de 150 x 4.6 mm,
empacada con fase inversa C18 con tamano de particula de 5 ym, se muestran en
la tabla 3.1. El valor de resolucion (Rs) obtenido fue de 6.8 para el antraceno y el

naftaleno y es un indicio de que existe una adecuada separacion de los picos, ya
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que se encuentra por encima del valor de 1.5, el cual indica una buena separacion.
El factor de capacidad (k") en una separacién cromatogréfica sefiala la relacion del
tiempo transcurrido en la fase estacionaria contra el tiempo transcurrido en la fase
movil; en este caso el valor obtenido es de 3.60 para antraceno y 1.71 para
naftaleno. Para tener una resolucién 6ptima, el factor de capacidad debe tener un
valor de entre 1 y 5, por lo que los valores obtenidos se encuentran dentro de dicho
rango. El nimero de platos tedricos (N) es una cantidad adimensional que hace
referencia a la eficiencia del sistema cromatografico e indica el nUmero de veces
que el soluto se reparte entre la fase estacionaria y la fase mévil. Los valores
encontrados en este caso fueron 2,753.044 para antraceno y 2,753.736 para
naftaleno; entre mayor sean los valores habra mejor eficiencia, ya que para obtener
una buena reparticion entre ambas fases N tiene que ser mayor a 2000.%

Parametros cromatograficos de los analitos de interés

Los parametros cromatograficos calculados para los compuestos de interés BaA 'y
BaP con la misma columna y fase movil se incluyen también en la tabla 3.1. En el
anexo | se presenta un cromatograma tipo de una disolucion estandar de la mezcla
de BaA y BaP con las condiciones cromatograficas utilizadas. Se obtuvo una

resolucién adecuada con valores mayores a 1.5.
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Tabla 3.1 Valores promedio de los parametros evaluados para la eficiencia de la columna
Gemini y los valores calculados para los analitos de interés.

Compuesto Rs A k” N N/m Wb (s) tr (s)

Antraceno* 3.60 2,753.04 |18353.62 32.15 7.03
6.80 2.11

Naftaleno* 1.71 2,753.73 |18358.24 18.92 4.14

BaP** 2.19 4555.98 |30373.18 17.33 4.87
3.92 1.47

BaA** 1.50 3635.12 |24234.10 15.17 3.81

El nimero de platos teéricos (N) se indica por columnay por metro (N/m)
*Se utilizd una fase movil de metanol 80% y agua 20%

**Se utilizd una fase movil de metanol 95% y agua 5%

3.2 Validacion del sistema

3.2.1 Linealidad del sistema

La linealidad se evalu6é con la respuesta (area del pico cromatogréafico) que se
obtenia dependiendo de la concentracion de las disoluciones estandar, las cuéles
originalmente eran 2, 4 y 6 mg/L, y se incluyeron las concentraciones que se
utilizarian para los limites de deteccion y cuantificacion: 0.0625, 0.125, 0.25, 1 mg/L

para agrandar el intervalo. En la figura 3.1 y 3.2 se muestran los valores obtenidos
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de r? los cuales fueron de 0.9994 para el caso del BaA y de 0.9954 para el BaP.
Estos valores, segun USEPA, indican que dentro de ese rango de concentraciones
el comportamiento es lineal, ya que el valor de r? es mayor a 0.99.5 Lo anterior

corroboro lo realizado previamente en otro trabajo.*?

. - y =482345x - 25263
Linealidad BaA R2 = 0.9994

3500000
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2000000
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Figura 3.1 Linealidad del sistema para BaA
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Figura 3.2 Linealidad del sistema para BaP
3.2.2 Precision/ limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC) del sistema

En la tabla 3.2 se presentan los coeficientes de variacion obtenidos en el estudio de
la precision del sistema, los cuales resultaron ser menores al 10%, por lo que se

puede concluir que el sistema es repetible.>

El LD y el LC se obtuvieron a partir de una curva que incluia las siguientes
concentraciones: 0.0625, 0.125, 0.25, 0.5 y 1 mg/L; los valores obtenidos también
se presentan en la tabla 3.2 EI LD resulté ser de 0.05 mg/L para BaA y 0.06 mg/L
para BaP, este valor indica la concentracion mas baja que puede ser detectada por
el sistema. El LC resulté ser de 0.14 mg/L para BaA y 0.17 mg/L para BaP, este
valor representa la concentracion mas baja que puede ser cuantificada con

precision/exactitud por el sistema.
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Tabla 3.2 Valores de repetibilidad (disolucion 4 mg/L) y LD /LC obtenidos para la validacion
del sistema cromatogréafico.

Compuesto L.D. (mg/L) L.C. (mg/L) C.V (%)
BaA 0.05 0.14 1.73
BaP 0.06 0.17 3.23

3.3 Optimizacioén de la extraccion de los HAPs por DMFS

Para la optimizaciéon del método de extraccion, primeramente, se trabajo sin
biomasa, dopando la silice C 18 directamente con 4 ug de HAPs con la solucién
estandar. Se calcularon los recobros y se obtuvieron los coeficientes de variacion
gue fueron de 1.08% para BaA y 1.99% para BaP, resultaron ser menores a 10%,
por lo que fue repetible el ensayo. El % de recobro fue ligeramente mayor para el

BaP. Estos resultados se muestran en la tabla 3.3.

Después se trabajé con biomasa obtenida a partir del alga S. acutus. Los
coeficientes de variacion obtenidos fueron de 5.23% para BaA y 3.85% de BaP, los
cuales también resultaron menores al 10 %, por lo que se logré repetibilidad en
estos ensayos; lo anterior también se indica en la tabla 3.3. El % de recobro de
ambos hidrocarburos fue menor al obtenido en los ensayos sin biomasa, lo cual se
debe a la presencia de la matriz, ya que existe una mayor interaccion entre los HAPs

y la matriz/ adsorbente, lo que complica la elucién de estos.

El altimo paso de la optimizacion del método de extraccion fue trabajar con algas
gue fueron inmovilizadas/desinmovilizadas, utilizando el alga S. acutus. Los

coeficientes de variacion obtenidos fueron de 7.95% para BaA y 8.36% para BaP,
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los cuales resultaron menores al 10%; estos resultados también se incluyen en la
tabla 3.3. Los % de recobro resultaron mayores y muy similares entre los
hidrocarburos, lo cual podria deberse a que las cuentas de alginato permiten un
contacto mas directo entre los hidrocarburos y las algas; la inmovilizacion causa un
incremento de la biomasa microalgal. Al obtener los coeficientes requeridos se

procedio a realizar la linealidad del método.

Tabla 3.3 Repetibilidad obtenida en los distintos ensayos a una Unica concentraciéon de 4

mg/L
Compuesto Condiciones C.V (%) % Recobro
BaA Sin biomasa/Algas libres 1.08 L
BaP 1.99 80
BaA Algas libres 5.23 59
BaP 3.85 62
BaA Algas inmovilizadas 7.95 81
BaP 8.36 81

3.4 Validacién del método

3.4.1 Linealidad del método DMFS- CLAR-UV

Se evalud la linealidad del método utilizando el alga S. acutus, en un rango de
concentracion de 0.04 — 1.20 pg/ mg de biomasa. En la figura 3.3 se puede observar
la grafica de la cantidad de BaA recuperada (ug) contra la cantidad adicionada (ug).

Se obtuvo un coeficiente de determinacion (r?) de 0.9992, lo cual indica que el
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método es lineal dentro del intervalo de concentraciones con el que se trabajo. El
recobro global obtenido en el caso del BaA fue de 82.11 %, lo cual se determiné con

la ecuacion de la recta (pendiente x 100).

Linealidad del método S. acutus/ BaA
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Figura 3.3 Cantidad de BaA recuperada en funcion de la cantidad adicionada en la biomasa

La grafica de la cantidad de BaP recuperada (ug) en funcion de la cantidad
adicionada (ug) se presenta en la figura 3.4, donde también se puede observar que
se obtuvo un coeficiente de determinacion (r?) de 0.9989, lo cual indica que el
método es lineal dentro del intervalo de concentraciones con el que se trabajé. El
recobro global obtenido en el caso del BaP fue de 82.26 % (pendiente x 100), lo

cual se determind con la ecuacion de la recta.
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El recobro que se obtuvo para ambos hidrocarburos con esta metodologia fue muy
similar y se encuentra dentro del rango estipulado por la Comision de Control
Analitico y Ampliacion de Cobertura para la validacion de métodos fisicoquimicos

(en este caso, contaminantes en agua), el cual es de 70-110%.

Linealidad del método S. acutus/ BaP
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Figura 3.4 Cantidad de BaP recuperada en funcién de la cantidad adicionada en la biomasa

3.4.2 Precision del método DMFS- CLAR-UV

Se evalud la repetibilidad (mismo dia) y reproducibilidad (dias distintos) con ambos
hidrocarburos. Los coeficientes de variacion obtenidos se muestran en la tabla 3.4,
donde se puede observar que los valores de repetibilidad y reproducibilidad son muy

parecidos entre cada hidrocarburo. En el caso de la repetibilidad, los valores se
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encuentran por debajo del 10% en las determinaciones. La reproducibilidad
obtenida es ligeramente mayor a 10%, lo cual puede explicarse por los factores que
pueden variar entre dias: preparacion de estandares, temperatura, humedad,

humectaciéon de la biomasa, etc.

3.4.3 Limite de deteccién (L.D.) y limite de cuantificacion (L.C.)

Los limites del método se determinaron utilizando las siguientes concentraciones:
0.04, 0.1, 0.2 y 0.40 ug/ mg; los valores obtenidos también se muestran en la tabla
3.4. Se construy6 una curva con cada concentracion por triplicado y con las areas
resultantes se calcularon los limites utilizando la desviacion estandar de la

regresion. Se utilizaron las siguientes ecuaciones:;

LD= (3.3*Sy/x)/b1

LC=(10*Sy/x)/bl

Tabla 3.4 Repetibilidad, reproducibilidad, LD y LC obtenidos para la validacion del método

Compuesto L.D. L.C. Repetibilidad Reproducibilidad
(Mg/mg))  (pg/mg) (% C.V) (%C.V.)
BaA 0.04 0.11 7.85 10.41
BaP 0.04 0.11 7.34 10.38

3.5 Manejo de microorganismos

3.5.1 Crecimiento de microalgas

Las absorbancias de las microalgas fueron monitoreadas constantemente para
asegurar que alcanzaran el valor de 1 y no lo sobrepasaran. El cultivo y manejo de
las microalgas se llevo a cabo en un area especial que se mantuvo en condiciones
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de esterilidad.*® En la figura 3.5 se observa la curva del crecimiento de S. acutus y
S. capricornutum a través de los dias, hasta que alcanzan el valor de 1 de
absorbancia; S. acutus resulta ser el alga que alcanz6 dicho valor en menor tiempo,
ya que aproximadamente le tomo 14 dias. S capricornutum es un alga que crece a
un ritmo mas lento y alcanzo el 1 de absorbancia a los 20 dias, casi una semana

después en comparacion a S. acutus.

Curvas de crecimiento
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Figura 3.5 Absorbancia de los cultivos de las algas a través del tiempo

En la figura 3.6 también se observa el crecimiento de las algas a traves de los dias,
pero esta vez comparando el numero de células que presentan. En el final de la
primera semana de crecimiento S. acutus sobrepasoé las 3 x 108 células/mL y S.
capricornutum no alcanza las 7.5 x 10° células/mL. Para el final de la segunda

semana S. acutus tiene aproximadamente 4.5 x 108 células/mL y S. capricornutum

108



tiene 1.5 x 108 células/mL. A partir de este punto empieza el mayor crecimiento de
células de S. capricornutum, hasta alcanzar 5.5 x 10° células/mL en el Ultimo dia de

monitoreo (dia 25).
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Figura 3.6 Namero de células/mL de cada alga a través del tiempo

3.5.2 Viabilidad celular: Resiembra

En trabajos anteriores se llevaron a cabo pruebas de viabilidad celular con el fin de
comprobar que las células crecian aun después de la inmovilizaciéon. Bernal Toris,
2015 observé que el peso seco de la biomasa tras inmovilizar a S. capricornutum (y
dejar las perlas 24 horas sumergidas en medio Bristol) era de 5.56 mg, a 685 nm y

con un cultivo que alcanzaba el valor de 1 de absorbancia. Lo anterior comprueba
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que las microalgas siguen reproduciéndose aun estando inmovilizadas en las
cuentas de alginato; igualmente, se demuestra que siguen vivas después de la

inmovilizacion en este tiempo.

En este caso, para corroborar la viabilidad de S. acutus aun después de la
inmovilizacion se utilizaron 15 mL de medio en absorbancia 1 y 685 nm. El alga se
inmovilizé en cuentas de alginato y se dejaron en exposicion a luz para permitir su
crecimiento, durante 24 horas. Se desinmovilizd hasta obtener el “botén” de
biomasa que posteriormente se utilizé para hacer una resiembra en un tubo de vidrio
gue contenia agar y peptona (medio soélido). La resiembra se llevé a cabo tomando
una asada del “botdn” de biomasa y sembrando por estria en el medio sdlido, todo
lo anterior realizado en condiciones asépticas. El tubo se observé dos semanas, con
el fin de observar si habia crecimiento del alga después de la resiembra y se
observaron al microscopio las células. Se observo que después de este tiempo el
crecimiento era evidente en el tubo y las células eran facilmente identificables al
microscopio por su forma ovoide y su tendencia a apilarse. Los tubos de resiembra

y la imagen al microscopio se observan en la imagen 3.7.
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Figura 3.7 . A.Tubos en los que se realiz6 laresiembra de S. acutus. B. Células de S. acutus
observadas al microscopio con aumento de 40x.
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3.5.3 Conteo de células

El conteo de células se realizd con la camara de Neubauer utilizando dos cultivos
de cada alga con absorbancia de 1; los conteos se realizaron antes y después de
inmovilizar para cada alga. Las perlas se dejaron en los matraces con agua potable
y en iluminacién con ldmparas fluorescentes con periodos de luz/oscuridad de 16/8
horas, respectivamente. Después de 24 y 72 horas se desinmovilizaron las cuentas
con citrato y se obtuvo un “botédn” tras centrifugar a 3900 rpm. Se resuspendio el
“‘botdn” con agua y se tomd una muestra para realizar el mismo procedimiento de

conteo en la camara.
Para calcular el nimero de células se siguio la siguiente ecuacion:

# células # cuadros de la caimara 1000 m”3

X - = #células / mL
# cuadros Vol. de la cahmara 1mL

Una de las principales razones para llevar a cabo la inmovilizacién es que debido al
medio protegido en que se encuentran las células, se produce un aumento en la
biomasa microalgal, ya que hay un mayor nimero de microorganismos adheridos a
la superficie en comparacion a la cantidad de microorganismos que podria haber en
suspensién (Cohen, 2001); se ha observado también una mayor actividad
metabolica dentro de los sistemas inmovilizados debido, quizd, a la mayor

concentracion existente de biomasa.3°

La figura 3.8 presenta el numero de células/ mL para S. acutus. Tras desinmovilizar
las células después de dejarlas en las cuentas durante 24 horas, no se observa que

existio crecimiento significativo en ninguno de los dos tubos, ya que el porcentaje
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de crecimiento después de inmovilizar con respecto a las algas libres es de 10 %
para el tubo 1y 27 % para el tubo 2. A las 72 horas cambia el panorama y el
crecimiento es evidente para ambos tubos, ya que el porcentaje de crecimiento
después de inmovilizar con respecto a las algas libres, contadas antes de la
inmovilizacion, es de 47% para el tubo 1 y 165% para el tubo 2. Las diferencias de
crecimiento presentes en cada tubo pueden deberse a la tendencia de S. acutus por
crecer mas rapidamente hasta aglomerarse y formar tétradas; esto también conlleva

a una mayor variabilidad en el conteo.
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Figura 3.8 Numero de células presentes de S. acutus con y sin inmovilizacién
La figura 3.9 presenta el nimero de células/ mL presentes para S. capricornutum a
las 24 y 72 horas después de inmovilizar. A las 24 horas de la inmovilizacion no se

presenta un crecimiento tan significativo en el numero de células, como en el caso

de S. acutus; el porcentaje de crecimiento es de apenas 2% para el tubo 1y de 23
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% para el tubo 2. A las 72 horas después de la inmovilizacion el crecimiento es

evidente, el porcentaje de crecimiento es de 17% para el tubo 1y 54% para el tubo

2. Aunque el crecimiento ya es considerable en este tiempo para S. capricornutum,

no se alcanza el mismo numero de células y porcentaje de crecimiento de S. acutus;

lo anterior puede deberse a que S. capricornutum presenta un crecimiento mas lento

(quedo6 demostrado en las curvas de crecimiento) lo cual se refleja en el maximo

namero de células que se observa para cada alga (en S. capricornutum es

aproximadamente la mitad comparada con S. acutus). Sin embargo, para las dos

especies se observa un aumento en células de 24 a 72 hrs, indicado que la

reproduccion continua para ambas, por lo menos hasta este tiempo, en el interior

de las cuentas.
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Figura 3.9 Numero de células presentes de S. capricornutum con y sin inmovilizacién
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La variabilidad presente en el conteo del numero de células se explica con el hecho
de que sélo se tomaron dos cultivos para cada alga y al tratarse de organismos
vivos, cada uno presenta una velocidad crecimiento particular. La asada inicial
tomada del cultivo sélido pudo ser variable en las células tomadas inicialmente. Se
comprobd que aun después de inmovilizar las algas siguen su crecimiento y que

éste es mas evidente después de las 24 horas de inmovilizacion.

3.6 Bioensayos de exposicion

3.6.1 Bioensayo 1. Exposicion S. capricornutum inmovilizada con BaP

El sistema CLAR-UV permiti6 realizar la cuantificacion de los BaP en los extractos
obtenidos de la biomasa por DMFS. Se analizdé la sorcion del hidrocarburo
presentada por el alga a través del tiempo, que iba desde las 1.5 h hasta las 48 h;
los blancos se utilizaron como controles de interferencias de los ensayos. En la
figura 4.0 se observa la curva que permitié saber como era la sorcién del BaP por
las microalgas y en qué tiempo se alcanzaba la maxima concentracion del
hidrocarburo en la microalga. Se observa un incremento en la cantidad recuperada
de BaP (ng) hasta las 15 h, después de este tiempo se nota una disminucioén en la
cantidad de hidrocarburo presente debido a la sorcion; dicha disminucion se
presenta de manera lenta y gradual. La cantidad de hidrocarburo presente en la
biomasa con respecto a la cantidad inicial fue de 284 + 51 ng (15 h), lo que
corresponde a un 7.1% con respecto a la cantidad inicial. Este bioensayo realizado
sirvi6 para saber el comportamiento del alga y para estimar los tiempos que se
usarian con la misma alga en contacto con una mezcla de hidrocarburos (BaA/BaP)

de los bioensayos siguientes.
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Cantidad de BaP presente en biomasa de S. capricornutum
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Figura 4.0 Cantidad de BaP (ng) presente en biomasa de S. capricornutum

3.6.2 Bioensayo 2. Exposicion de S. capricornutum inmovilizada con BaP/BaA en
agua potable

Con el sistema CLAR-UV se realiz6 la cuantificacion de los extractos de los dos
HAPs en mezcla obtenidos de la biomasa por DMFS. Se utilizaron algunos tiempos
propuestos en el anterior ensayo, y estos iban de las 1.5 h hasta las 24 h, cada uno

con su respectivo blanco (algas en perlas sin dopar con los HAPS).

En la figura 4.1 podemos observar el comportamiento del alga ante la sorcion del
BaA, es evidente que el hidrocarburo presente en la biomasa aumenta desde las
1.5 h hasta las 15 h, donde se encuentra el maximo y después disminuye en el
altimo tiempo de 24 h. La maxima cantidad de hidrocarburo hallada en la biomasa

fue de 83 £ 9 ng (15 h) y con respecto a la cantidad inicial corresponde al 2%.
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Figura 4.1 BaA presente en biomasa de S. capricornutum a través del tiempo

Por otra parte, en la figura 4.2 se puede ver el comportamiento del alga con BaP.

La cantidad absorbida por el alga incrementa desde el tiempo inicial y alcanza el

maximo igualmente a las 15 h de exposicién,

después de donde se da una

disminucién hasta el tiempo final de 24 h. La maxima cantidad de hidrocarburo

presente en la biomasa fue de 96 + 24 ng (15 h) y con respecto a la cantidad inicial

corresponde al 2.4%.
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Figura 4.2 BaP presente en biomasa de S. capricornutum a través del tiempo

El tiempo de sorcion de S. capricornutum con la mezcla de hidrocarburos resulta
similar al presentado cuando sélo se utilizd BaP, porque en ambos casos se alcanzé
la maxima cantidad de hidrocarburo en la biomasa entre las 10 y las 15 h, después
de ese tiempo el hidrocarburo va desapareciendo de la biomasa, por lo que se
podria decir que el alga en cuanto retiene a los hidrocarburos comienza la
degradacion. Es de notarse que en caso de la mezcla se llegé a una cantidad
maxima retenida en la microalga menor que en el bioensayo 1, esto podria deberse
a que la sorcion simultanea de ambos hidrocarburos, reduce la capacidad de
retencion individual de cada HAP por la microalga. Bernal Toris, 2015 menciona que
S. capricornutum inmovilizada puede remover la misma cantidad de BaP que

cuando se trata de algas libres, solo que esta remocion ocurre de manera mas lenta.
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Beltran Calva, 2014 y Diaz Rojas, 2013 también encontraron la presencia de BaP
en biomasa de microalgas libres de S. capricornutum y que esta disminuia al paso
del tiempo. Takacova et al., 2014 observé por microscopia de fluorescencia la
presencia de BaP dentro del alga Chlorella kessleri, sugiriendo que esta alga

internaliza el hidrocarburo.>*

La diferencia encontrada es que cuando solo se utilizé BaP el porcentaje maximo
de hidrocarburo presente en la biomasa fue de 7.1%, mientras que en el caso de la
mezcla apenas alcanzaba el 2-3%, por lo que se puede decir que, en efecto, el alga
sorbe mas hidrocarburo en la biomasa cuando este se encuentra solo que cuando

hay mezcla de hidrocarburos.

3.6.3 Bioensayo 3. Exposicion de S. acutus inmovilizada con BaP/BaA en agua
potable

El andlisis de los extractos DMFS al usar S. acutus se llevo a cabo de igual manera
con el sistema CLAR-UV. Los tiempos que se utilizaron fueron similares a los
bioensayos 2 con S. capricornutum y se incluy6é uno mas, de 48 h sabiendo que este
organismo degrada mas lento (Garcia de Llasera et al., 2016).5° Los blancos
utilizados también incluian alga sin hidrocarburo, como medida de control de

interferencias en los ensayos.

En la figura 4.3 se observa el comportamiento del alga ante BaA a través del tiempo.
La cantidad de hidrocarburo aumenta conforme pasa el tiempo, desde las 3 h hasta
las 24 h (maximo), después comienza a disminuir hasta el ultimo tiempo de 48 h. La
maxima cantidad de BaA presente en la biomasa es de 760 + 84 ng (24 h) y con
respecto a la cantidad inicial se tiene un porcentaje de 19 %.
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Figura 4.3 BaA presente en biomasa de S. acutus a través del tiempo

El comportamiento del alga frente al BaP se observa en la figura 4.4, donde se

aprecia que el hidrocarburo presente en la biomasa aumenta hasta alcanzar su

méaximo a las 24 h y después se observa una notoria disminucion hasta el dltimo

tiempo. La cantidad maxima del hidrocarburo fue de 502 + 64 ng lo que corresponde

a un porcentaje maximo presente en la biomasa de 12.6%.
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Figura 4.4 BaP presente en biomasa de S. acutus a través del tiempo

En el caso de S. acutus el tiempo en el que se present6 la maxima cantidad de
hidrocarburos fue de 24 h, por lo que se puede decir que, comparandola con S.
capricornutum utilizando los mismos hidrocarburos, tarda mas en acumular el
hidrocarburo. También se hace notar que S. acutus retuvo una mayor cantidad de
HAPs y se confirma que es un alga que acumula mas lentamente el BaP en
comparacién a S. capricornutum. Sin embargo, Garcia de Llasera et al., 2016
demostré que la remocion por las dos especies es parecida e igualmente rapida; de
acuerdo a ese estudio la diferencia de cantidades acumuladas por las células de las
dos especies parece explicarse mejor si se considera que las dos microalgas

retienen con igual eficiencia a los hidrocarburos, pero S. capricornutum se
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desembaraza mas rapidamente de ellos que S. acutus por efecto de la

degradacion.®®

3.6.4 Bioensayo 4. Exposicion con doble de células y mezcla de especies

Estos bioensayos se hicieron con el objeto de evaluar el efecto de utilizar el doble
de células por cuenta y la mezcla de especies. De acuerdo a los resultados
obtenidos en los bioensayos anteriores, se tomaron en cuenta los tiempos donde
cada especie de microalga sorbia el mayor porcentaje de hidrocarburos en la
biomasa. Para S. acutus se determiné utilizar el tiempo de 24 h y para S.
capricornutum el tiempo de 15 h; ya que estos tiempos corresponden a sus maximos
de acumulacion de HAPs. En cada uno de estos tiempos se probé el efecto de
utilizar el doble de células por cuenta con cada especie (bioensayo 4a y 4b) y la
mezcla de especies 50:50 (bioensayo 4c) con numero normal de células por cuenta,

por triplicado e incluyendo blancos (algas sin hidrocarburos).

En la figura 4.5 se observan los ensayos realizados para BaA. Al utilizar doble de
células con S. acutus se obtuvo un valor de 665 + 49 ng por lo que el porcentaje
maximo de hidrocarburo encontrado en la biomasa fue de 16.6%, cifra muy parecida
a la hallada al utilizar el niumero normal de células con la misma alga (19%,
bioensayo 3), aunque un poco menor. El porcentaje maximo de hidrocarburo en
biomasa para S. capricornutum con doble de células fue 34 + 6 ng lo que
corresponde a un porcentaje de 0.9% mas bajo al hallado en el nimero de células
normales para la misma alga (2%, bioensayo 2). En el caso de utilizar la mezcla de
algas, los resultados de dos ensayos independientes resultaron similares entre si;

también se nota que el porcentaje de hidrocarburo presente en la biomasa con la
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mezcla de especies es menor con respecto a S. acutus solo con el doble nimero
células y mayor con respecto de S. capricornutum solo con el doble numero de

células.

Bioensayo de comparacion de S. acutus /S.capricornutum con BaA en agua
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Figura 4.5 Sorcién de BaA en ensayos de doble de células y mezcla de algas

Para el caso del BaP, en la figura 4.6 se observa que las cantidades obtenidas
resultan mayores en comparacion a las del BaA. Al utilizar el doble de células con
S. acutus se obtuvo una cantidad de 192 + 12 ng por lo que el porcentaje de
hidrocarburo maximo presente en la biomasa fue de 4.8%, el cual resulta menor en
comparacion al obtenido con cantidad normal de células (12.6%, bioensayo 3). Con
el alga S. capricornutum se obtuvo una cantidad méaxima de BaP de 10 ng = 2 ng
por lo que el porcentaje maximo fue de 0.3 % y también fue menor al encontrado
con el numero de células estandar (2.4%, bioensayo 2). Con la mezcla de algas se
obtuvieron cantidades de BaP muy similares entre los ensayos independientes; el
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porcentaje de hidrocarburo presente en la biomasa con la mezcla de algas es menor
con respecto al caso de S. acutus con el doble niumero de células y mayor con

respecto de S. capricornutum con el doble nimero de de células.

Bioensayo de comparacion de S. acutus /S.capricornutum con BaP en agua potable
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Figura 4.6 Sorcién de BaP en ensayos de doble de células y mezcla de algas

DISCUSION

3.7 Comparacion de bioensayos

3.7.1 Comparacion de la sorcion de BaA/ BaP por S acutus / S. capricornutum
(bioensayos 2 y 3)

En la figura 4.7 se muestra la cantidad de BaA presentes en la biomasa de cada
microalga. Como se puede observar, en los ensayos con S. acutus se obtiene mayor

porcentaje de BaA en la biomasa que en los ensayos con S. capricornutum y la
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cantidad méxima presente es de 760 + 84 ng, mientras que para S. capricornutum
es de aproximadamente 83 £ 9 ng; este ultimo valor esta ligeramente arriba del 10%
obtenido con la otra microalga. Como prueba estadistica para comprobar si habia
diferencias en ambas especies para acumular HAPs en la biomasa se realizé un
andlisis de varianza de un factor en cada tiempo que tenian en comun las algas al
realizar los bioensayos (Microsoft Excel, 2010). Las F obtenidas fueron mayores en
comparacién a la F de tablas (7.71), con un 95% de nivel de confianza, por lo que
se rechaza la hip6tesis nula, que consistia en creer que no habia diferencia
significativa en el uso de una u otra alga para acumular BaA. Asi pues, si existe
diferencia significativa entre cada alga al acumular el hidrocarburo en la biomasa.
S. acutus tarda mas en acumular y S capricornutum lo hace més rapido, pero se
detecta menor cantidad, lo cual puede deberse a que ésta alga presenta una
degradacion mas rapida como ya se habia comentado de acuerdo a lo observado
por Garcia de Llasera et al., 2016.%° Los autores mencionan que S. capricornutum
es capaz de lograr una completa remocion de BaP a las 15 h de exposicién, lo cual
ocurre principalmente debido a la biodegradacién. Las células de S. acutus
acumulan BaP de manera lenta y gradual; el alga S capricornutum lleva a cabo el

proceso de sorcidn (adsorcidn/absorcion) de BaP casi de inmediato.
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Comparacioén de la cantidad de BaA presente en cada alga en
agua potable
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Figura 4.7 Sorcién de BaA en biomasa por parte de ambas algas

En la figura 4.8 se observa la sorcion de BaP en la biomasa por parte de cada alga.
Con S. acutus, la mayor cantidad de BaP encontrada en la biomasa fue de 502 + 64
ng y para S. capricornutum la cantidad maxima obtenida fue de aproximadamente
96 + 24 ng. Las cantidades de BaP encontradas en la biomasa fueron mayores en
cada microalga con respecto a BaA, lo cual quiere decir que en ambas especies la
capacidad para la acumulacion de BaP es mayor que para el BaA. Comparando
estos resultados con el bioensayo de S.capricornutum/ BaP podemos decir que se
acumula una mayor cantidad de hidrocarburo cuanto este se encuentra solo con
respecto a cuando estd en mezcla con otro HAP, lo anterior puede deberse a la
competencia del alga por acumular uno u otro hidrocarburo o a las diferencias de

hidrofobicidad.
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También se utilizé una prueba estadistica para comprobar si habia diferencias en
ambas especies para acumular HAPs en la biomasa, para ello se realizé un andlisis
de varianza de un factor en cada tiempo que tenian en comun las algas al realizar
los bioensayos (Microsoft Excel, 2010). Las F obtenidas fueron mayores en
comparacion a la F de tablas (7.71), con un 95% de nivel de confianza, por lo que
se rechaza la hipotesis nula, que consistia en creer que no habia diferencia
significativa en el uso de una u otra alga para acumular BaP. Asi pues, si existe
diferencia significativa entre cada alga al acumular BaP en la biomasa; mientras que
S. acutus acumula mayor cantidad, S capricornutum lo hace en menor cantidad en

un tiempo mas corto.

Comparacion de la cantidad de BaP presente en cada alga en agua
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Figura 4.8 Sorcion de BaP en biomasa por parte de ambas algas
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3.7.2 Comparacion del efecto del doble de células y mezcla de especies para
BaA/BaP por S acutus / S. capricornutum (bioensayo 4)

Con base a los resultados obtenidos, se llevé a cabo la comparacion de la cantidad
de HAPs presente en la biomasa al utilizar el doble de células y la mezcla de algas,
con respecto a la cantidad reportada en los bioensayos anteriores en los que se
utilizé el numero de células estandar. En la figura 4.9 se puede observar que la
cantidad maxima de BaA sorbida por S. acutus al utilizar el doble de células es 665
+ 49 ng, la cual resulta menor a los 760 + 84 ng que se obtuvieron al utilizar el
namero normal de células. En el caso de S. capricornutum, la cantidad maxima
encontrada al utilizar el doble de células también resulta notoriamente menor (34 +
6 ng) en comparaciéon al ensayo con el numero normal de células (83 + 9 ng). Para
ambas especies, es muy similar las maximas cantidades de BaA encontradas en la

biomasa al utilizar la mezcla de ellas (365 + 34 ng y 402 + 41 ng).

Para realizar una comparacion mejor se realizd un analisis estadistico de un factor
(ANOVA) para los tiempos de 15 y 24 h (Microsoft Excel 2010), en los que se
comparo los ensayos realizados con el doble de células/ mezcla de algas (cada uno,
sus triplicados) contra el ensayo realizado con el niumero estandar de células
(también triplicado). Para ambos casos y en ambas algas la F obtenida fue mayor a
F de tablas (7.71), por lo que se concluye que hay diferencia significativa en la

cantidad de BaA encontrada en la biomasa para cada bioensayo.
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BaA presente en cada alga en diferentes condiciones
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Figura 4.9 Cantidad de BaA encontrada en biomasa de S. acutus y S. capricornutum

En la figura 5.0 se observa que la cantidad maxima de BaP sorbida por S. acutus al
utilizar el doble de células (192 + 11 ng) es menor a la cantidad maxima que se
obtuvo al utilizar el namero normal de células (502 + 65 ng). Para S. capricornutum
la cantidad méxima de hidrocarburo encontrada al utilizar el doble de células
también es casi 10 veces menor (10 £ 2 ng) en comparaciéon al nimero estandar de
células (96 + 24 ng). En los ensayos independientes de mezcla de algas, las
cantidades de BaP encontradas en la biomasa para cada alga resultan muy

similares (103 + 10 ngy 113 + 12 ng).

Para este hidrocarburo también se realiz6 un andlisis estadistico de un factor
(ANOVA) para los tiempos de 15 y 24 h (Microsoft Excel 2010), en los que se

comparo los ensayos realizados con el doble de células/ mezcla de algas (cada uno,
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sus triplicados) contra el ensayo realizado con el nimero estdndar de células
(también triplicado). Como en el caso de S. acutus, en ambos casos y algas la F
obtenida fue mayor a F de tablas (7.71), por lo que se concluye que hay diferencia

entre cada bionesayo realizado y la cantidad de BaP adsorbido.

De acuerdo con Santiago Ledn, 2016 al utilizar doble de células hay una mayor
remocion de los HAPs (menor presencia en el medio) con respecto a utilizar el
namero normal de células a las 6 h, lo cual es méas notorio en el caso de S. acutus.
Es posible que la cantidad presente de HAPs en la biomasa durante la
experimentacion al utilizar doble de células con respecto al nimero normal de
células sea menor debido a que se remueve mas del medio por biodegradacion. En
el mismo trabajo, se menciona que para la mezcla de perlas de cada alga (50:50) a
las 6 h la remocion es ligeramente menor con respecto a la remocién presentada al
utilizar el numero normal de células de S. capricornutum, y es mayor a la remocién
gue se presenta con el numero normal de células de S. acutus. Lo anterior permite
deducir que la mayor rapidez en degradacion de S. capricornutum se refleja en los

bioensayos con la mezcla de especies.*®

Como se observa en las figuras 4.9 y 5.0, la cantidad de HAPs presentes en la
biomasa al utilizar la proporcion 50:50 de perlas de cada especie es mayor con
respecto a lo encontrado en la biomasa al utilizar el niUmero normal de células para
S. capricornutum, lo que indica que podria existir una mayor remocién con el nimero
normal de células de esta especie debido a que esta alga degrada mas rapido y al
tener perlas de S. acutus su remocion se ve alentada. Por otra parte, para S. acutus

la mezcla parece tener menor acumulaciéon en biomasa con respecto al nimero
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normal de células, pero lo anterior no quiere decir que exista una menor remocion,

sino que al estar juntas ambas especies se ayudan a remover porque se acelera la

degradacion
BaP presente en cada alga en diferentes condiciones
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Figura 5.0 Cantidad de BaP encontrada en biomasa de S. acutus y S. capricornutum

Garcia de Llasera et al., 2016, observaron en cultivos individuales la eliminacion de
BaP por medio de sorcién y degradacion en S. acutus y S. capricornutum en su
forma libre; la eliminacion completa del hidrocarburo ocurrié a las 15 h de exposicion

con S. capricornutumy a las 72 h con S. acutus.®®

La inmovilizacion en matrices poliméricas en forma esférica es una técnica que
permite tener una alta concentracion de microorganismos viables, por lo que
tedricamente se esperaria que al existir un mayor numero de células (doble) se

sorberia una mayor cantidad de hidrocarburo en la biomasa. Sin embargo, esta
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hipotesis seria correcta si se supusiera que las microalgas removieran HAPs sélo
por sorcion y la difusién del sustrato hacia dentro de la cuenta y por consecuencia
hacia las células fuera independiente. Sin embargo, se sabe también que una alta
carga de microorganismos en las cuentas limita la difusién de sustratos y provoca
una disminucion en la difusibn de oxigeno, lo que disminuye el crecimiento del
alga?®; esta seria una explicacion de la mayor sorciéon de hidrocarburo en
condiciones de menor cantidad de células, a diferencia de utilizar el doble de
células. Ruiz Marin, 2011 reporta una mayor tasa fotosintética de S. acutus cuando
se inmoviliza en cuentas de alginato de baja densidad celular en comparacioén a
cuentas con alta densidad celular. Bernal- Toris, 2015 report6 que la mayor
densidad de microalgas por cuenta limitaban la difusion de los hidrocarburos, lo que

implica un impacto en su remocion.?

3.8 Determinacion de los HAPs en el alginato disuelto después de exposicion

Tras el bioensayo 1 se utiliz6 una muestra que habia estado en exposicion a 4 ug
de HAPs durante 24 y 48 h con las microalgas inmovilizadas en las perlas
(bioensayos) para compararla con un control (perlas sin algas) que también se
expuso a 4 ug de HAPs durante 48 h a los HAPs. En la figura 5.1 se comparan las
areas resultantes de los cromatogramas sobrepuestos. Se observa que el control
de 48 h mostrd la mayor area (color verde), seguido del bioensayo de 48 h (color
azul) y al final el bioensayo de 24 h (color negro). Lo anterior demuestra que en el
control hay una mayor presencia de hidrocarburo en el alginato de la cuenta disuelto
en el citrato, debido a que no hubo presencia de alga que pudiera sorberlo; por el

contrario, en las muestras de 24 hy 48 h el alga S. capricornutum ya ha sorbido
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gran parte de BaP y en el alginato disuelto en el citrato queda una cantidad

remanente menor.
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Figura 5.1 Comparacion de los picos obtenidos por EFS para BaP con S. capricornutum

En la figura 5.2 se presenta la comparacion de las areas de los bioensayos/ control
contra el estandar de 1 mg/L, en el cual se observa que el control de 48 h representa
el 15 % del estandar, mientras que el bioensayo de 48 h representa el 3% y el
bioensayo de 24 h es el equivalente a 2%. En ambas muestras de bioensayos el
alga ha sorbido gran parte del hidrocarburo retenido en el alginato, por lo que se
espera que el % que representan de un estandar sea menor en comparacion al
control que no tuvo microalga involucrada. Este ensayo se realizd con el fin de
corroborar que la cantidad de hidrocarburo presente en el citrato tras la

desinmovilizacion era minima y no afectaba el bioensayo.
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Figura 5.2 Comparacion de los picos del BaP obtenidos por EFS del alginato disuelto con un
estandar de 1 mg/L.

CAPITULO 4. Conclusiones

Las algas crecian aun después de su inmovilizacion por periodos de 24 y 72 h.

después de las 24 h el crecimiento es mucho mas notorio.

Las condiciones de DMFS se optimizaron para su aplicacién en el analisis de los

hidrocarburos BaA y BaP utilizando algas inmovilizadas en cuentas de alginato

Las metodologias de DMFS utilizada para extraer BaA y BaP de la biomasa fueron
lineales y reproducibles en el intervalo de concentraciones utilizadas, lo anterior se

logré analizar con la cromatografia de liquidos de alta resolucion y deteccion UV.
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S. capricornutum inmovilizada sorbia la mayor cantidad de BaP a las 15 h, lo cual
sirvio para establecer los tiempos en que se llevarian a cabo los bioensayos

subsecuentes.

Al utilizar una mezcla de hidrocarburos de BaA/ BaP, S. capricornutum sorbia la
mayor cantidad de hidrocarburos a las 15 h, mientras que S. acutus lo hacia a las
24 h. S. acutus resulta ser el alga que acumula mas hidrocarburos a un mayor
tiempo, pero también degrada de manera mas lenta; S. capricornutum acumula una

menor cantidad de hidrocarburos en la biomasa y degrada mas rapido.

Se observo una cantidad mayor de BaP en la biomasa de S. capricornutum cuando
el hidrocarburo se analizd por separado en comparacion a cuando se encontraba

en una mezcla con BaA, por lo que existe una diferencia notable en su sorcion.

Al existir un mayor niumero de células en las cuentas se presenta una menor
acumulacion de los hidrocarburos en la biomasa, por lo que existe una mayor

remocion en el medio debido a la biodegradacion.

Los ensayos independientes de la mezcla de algas demostraron acumular
cantidades bastante parecidas de hidrocarburo en la biomasa. En el caso de S.
acutus, la mezcla parece tener menor acumulacion de HAPs en biomasa con
respecto al numero normal de células, por lo que se cree que al estar juntas ambas

especies de algas se ayudan a remover porque se acelera la degradacion.
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PERSPECTIVAS

Con el objetivo de dar seguimiento al presente estudio, se podrian realizar ciertas

acciones para futuros trabajos relacionados.

Utilizar diferentes especies de algas (que también demuestren
remover/sorber contaminantes) y establecer sus tiempos de
remocion/sorcion maxima a través de ensayos de exposicion.

Con relacién a la cantidad de HAPs presentes en alginato al desinmovilizar,
se podria establecer un plan de trabajo para determinar por cromatografia de
liquidos de alta resolucién cual es esta cantidad cuantitativamente, utilizando
la EFS con modificaciones en los lavados de meustra.

Podria considerarse la inclusion de muestras de agua potable tomadas de
garrafones o de distintas partes de la ciudad, aunque para ellos se
necesitaria establecer un tratamiento previo para evitar interferencias de

contaminantes.
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ANEXOS

Anexo I: Cromatograma de la disolucién estandar de la mezcla BaAy BaP a 4
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Anexo II: Ensayos de dispersion de matriz en fase solida

Ensayos de DMFS sin biomasa

%

%

Muestra Area BaA Recuperacion tr Area BaP Recuperacion
1 2237690 77.0374945 3.557 78.2100758
2 2263394 77.9224124 3.564 81.2986265
3 2214952 76.2546879 3.558 79.1361902
X 2238678.667 77.0715316 1270382.333 79.5482975
S 24236.12876 0.83438306 25312.04664 1.58497971
C.vV 1.082608644 1.08260864 1.992474705 1.9924747

I-Tabla de las areas encontradas y los coeficientes obtenidos al realizar ensayos de DMFS
sin biomasa
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Ensayos de DMFS con biomasa (algas libres)

Muestra Area BaA % Recuperacion Tr Area BaP % Recuperacion
1 2119721 55.6728955 3.711 60.0818955
2 2220813 58.3280017 3.774 61.0817069
3 2352572 61.7885538 3.711 64.6195989
X 2231035.333 58.5964837 1310762 61.9277338
S 116761.591 3.06665634 50464.40323 2.38422088
Cc.v 5.233515992 5.23351599 3.850005053 3.85000505

II-Tabla de las areas encontradas y los coeficientes obtenidos al realizar ensayos de DMFS

con biomasa (algas libres)

Ensayos de DMFS con biomasa (algas inmovilizadas)

Muestra Area BaA % Recuperacion Tr Area BaP % Recuperacion tr
1 1723837 85.29638017 4.173 86.01706957
2 1483768 73.41763717 4.176 73.022426
3 1689377 83.59128087 4.167 82.58202124
X 1632327.333 | 80.76843274 785042 80.5405056
S 129804.7747 | 6.422809936 65633.29857 | 6.733574829
Cc.v 7.952128968 | 7.952128968 8.360482442 | 8.360482442

lll-Tabla de las &reas encontradas y los coeficientes obtenidos al realizar ensayos de DMFS

con biomasa (algas libres)
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Anexo lll: Bioensayos de exposicion

Anexo lll A

Bioensayo (1): Exposicidon de S. capricornutum inmovilizada con BaP agua

potable

Hidrocarburo: BaP

Concentracion
Cantidad final en Cantidad
adicionada biomasa (pg/ Cantidad recuperada Intervalo de
Tiempo (h) (ug) mg) % Recuperado | recuperada (ug) | promedio (ng) confianza
1.5 (Bco) 4.0216 0.68627986 0 0
1.5 4.0216 0.7489013 1.77145648 0.07124089
1.5 4.0216 0.85023256 1.97881292 0.07957994
1.5 4.0216 1.01555556 1.61702312 0.0650302 77.52 11.02
3 (Bco) 4.0216 0.44242024 0 0
3 4.0216 0.60749245 4.28549385 0.17234542
3 4.0216 0.54715646 1.92550726 0.0774362
3 4.0216 0.57698709 2.0738194 0.08340072 80.89 48.46
6 (Bco) 4.0216 0.53478723 0 0
6 4.0216 1.07817694 3.66457227 0.14737444
6 4.0216 0.80271457 4.38866196 0.17649443
6 4.0216 0.67363484 4.02521434 0.16187802 169.76 35.62
9 (Bco) 4.0216 0.49344785 0 0
9 4.0216 0.50970849 10.5408738 0.42391178
9 4.0216 0.55090411 9.98358747 0.40149995
9 4.0216 0.57451429 10.2453973 0.4120289 279.31 15.13
15 (Bco) 4.0216 0.77338462 0 0
15 4.0216 0.33072368 14.5030906 0.58325629
15 4.0216 0.38558006 17.1310082 0.68894063
15 4.0216 0.3656 15.3598068 0.61770999 283.62 51.25
24 (Bco) 4.0216 0.35031359 0 0
24 4.0216 0.34313993 13.6486698 0.54889491
24 4.0216 0.49772277 12.1983225 0.49056774
24 4.0216 0.35907143 13.6739199 0.54991036 261.08 42.13
48 (Bco) 4.0216 0.24581907 0 0
48 4.0216 0.54641304 7.92966204 0.31889929
48 4.0216 0.55546961 10.2196371 0.41099293
48 4.0216 0.63532385 8.55364423 0.34399336 257.40 40.52

I-Tabla donde se indica las cantidades presentes en la biomasa, la concentracién final en

biomasay la cantidad recuperada en el extracto de 1 mL.
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Anexo |l B

Bioensayo (2): Exposicién de S. capricornutum inmovilizada con BaP/BaA en

agua potable

Hidrocarburo: BaA

Concentracion Cantidad
final en Cantidad recuperada | Intervalo de
Cantidad biomasa (pg/ % recuperada promedio confianza
Tiempo (h) | adicionada (pg) mg) Recuperado (ng) (ng)

1.5 (Bco) 4.0576 0.51755102 0 0

1.5 4.0576 0.7310991 0.41753334 | 0.01526291

1.5 4.0576 0.60924925 0.67878765 | 0.02067754

1.5 4.0576 0.63899213 0.58583739 | 0.01871727 18.22 3.10
3 (Bco) 4.0576 0.81152 0 0

3 4.0576 0.68424958 1.54807228 | 0.05296339

3 4.0576 0.72457143 1.83049809 | 0.06631633

3 4.0576 0.70813264 1.40353972 | 0.04969461 56.32 9.96
6 (Bco) 4.0576 0.92639269 0 0

6 4.0576 0.82471545 1.64882257 | 0.06799047

6 4.0576 0.87260215 2.02554507 | 0.08837475

6 4.0576 0.96609524 1.43237195 | 0.06919039 75.19 12.94
15 (Bco) 4.0576 0.62617284 0 0

15 4.0576 0.75560521 2.31957806 | 0.08763426

15 4.0576 0.78483559 1.900234 0.07456856

15 4.0576 0.7878835 2.23614567 | 0.08809111 83.43 8.69
24 (Bco) 4.0576 0.53671958 0 0

24 4.0576 0.61948092 0.50639788 | 0.01568519

24 4.0576 0.53040523 0.30276158 | 0.00802932

24 4.0576 0.55583562 0.31149018 | 0.00865687 10.79 4.81

I-Tabla donde se indica las cantidades presentes en la biomasa, la concentracién final en

biomasa y la cantidad recuperada en el extracto de 1 mL.
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Hidrocarburo: BaP

Cantidad
Concentracion Cantidad recuperada | Intervalo de
Cantidad final en biomasa recuperada promedio confianza
Tiempo (h) adicionada (pg) (ng/ mg) % Recuperado (ng) (ng)

1.5 (Bco) 4.0096 0.511428571 0 0

1.5 4.0096 0.72245045 0.397929404 | 0.014374214

1.5 4.0096 0.602042042 0.790425382 | 0.023793466

1.5 4.0096 0.631433071 0.621068248 | 0.019608152 19.26 5.34
3 (Bco) 4.0096 0.80192 0 0

3 4.0096 0.676155143 1.064398994 | 0.035984943

3 4.0096 0.716 0.96420293 | 0.034518465

3 4.0096 0.699755672 0.96466339 | 0.033751434 34.75 1.28
6 (Bco) 4.0096 0.91543379 0 0

6 4.0096 0.81495935 1.525595582 | 0.062164919

6 4.0096 0.86227957 1.168831288 | 0.050392967

6 4.0096 0.954666667 1.685467242 | 0.08045297 64.34 17.14
15 (Bco) 4.0096 0.618765432 0 0

15 4.0096 0.746666667 2.828236503 | 0.105587496

15 4.0096 0.775551257 1.852890445 | 0.071850576

15 4.0096 0.778563107 2.847852093 | 0.110861629 96.10 23.95
24 (Bco) 4.0096 0.53037037 0 0

24 4.0096 0.612152672 0.770257241 | 0.023575751

24 4.0096 0.524130719 0.600531739 | 0.015737857

24 4.0096 0.549260274 0.617845029 | 0.016967887 18.76 4.77

lI-Tabla donde se indica las cantidades presentes en la biomasa, la concentracidn final en
biomasay la cantidad recuperada en el extracto de 1 mL.
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Anexo lll C

Bioensayo (3): Exposicidon de S. acutus inmovilizada con BaP/BaA en

agua potable

Hidrocarburo: BaA

Cantidad
Concentracion Cantidad recuperada | Intervalo de
Cantidad final en biomasa recuperada promedio confianza
Tiempo (h) adicionada (pg) (ng/ mg) % Recuperado (ng) (ng)

3 (Bco) 4.0576 0.565913529 0 0

3 4.0576 0.565125348 11.82747102 | 0.334200184

3 4.0576 0.64611465 11.12035536 | 0.359251225

3 4.0576 0.611084337 8.07941931 | 0.24686033 313.14 66.77
6 (Bco) 4.0576 0.515578145 0 0

6 4.0576 0.636985871 13.7918874 | 0.439261871

6 4.0576 0.657633712 14.72163846 | 0.484072287

6 4.0576 0.632024922 14.55965009 | 0.460103086 461.15 25.37
15 (Bco) 4.0576 0.64611465 0 0

15 4.0576 0.581318052 22.00053548 | 0.639465421

15 4.0576 0.578830243 28.2784548 | 0.818421243

15 4.0576 0.568291317 23.2741232 | 0.661324106 706.40 110.47
24 (Bco) 4.0576 0.64611465 0 0

24 4.0576 0.490048309 34.51178209 | 0.845622023

24 4.0576 0.519539052 27.63681196 | 0.717920155

24 4.0576 0.388659004 36.89334985 | 0.71694663 760.16 83.75
48 (Bco) 4.0576 0.679664992 0 0

48 4.0576 0.77287619 11.56613659 | 0.446959579

48 4.0576 0.617595129 10.51137932 | 0.324588834

48 4.0576 0.574730878 9.499822049 | 0.272992053 348.18 101.11

I-Tabla donde se indica las cantidades presentes en la biomasa, la concentracién final en
biomasay la cantidad recuperada en el extracto de 1 mL.
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Hidrocarburo: BaP

Cantidad
Concentracion Cantidad recuperada | Intervalo de
Cantidad final en biomasa recuperada promedio confianza
Tiempo (h) adicionada (pg) (ng/ mg) % Recuperado (ng) (ng)

3 (Bco) 4.0096 0.559218968 0 0

3 4.0096 0.558440111 4.797439999 | 0.133954146

3 4.0096 0.638471338 4.518801038 | 0.144256247

3 4.0096 0.603855422 3.327013247 | 0.100451749 126.22 18.15
6 (Bco) 4.0096 0.509479034 0 0

6 4.0096 0.629450549 7.161616088 | 0.225394159

6 4.0096 0.649854133 7.704984938 | 0.250355815

6 4.0096 0.624548287 7.944275868 | 0.248079194 241.28 5.72
15 (Bco) 4.0096 0.638471338 0 0

15 4.0096 0.574441261 14.24664078 | 0.409192914

15 4.0096 0.571982882 20.20008931 | 0.577705265

15 4.0096 0.561568627 16.27617559 | 0.457009479 481.30 18.04
24 (Bco) 4.0096 0.638471338 0 0

24 4.0096 0.484251208 23.46030241 | 0.568033989

24 4.0096 0.513393086 18.47097213 | 0.474143469

24 4.0096 0.384061303 24.16948203 | 0.464128138 502.10 11.42
48 (Bco) 4.0096 0.671624791 0 0

48 4.0096 0.763733333 4.740797136 | 0.18103524

48 4.0096 0.610289193 5.387843472 | 0.164407132

48 4.0096 0.567932011 4.580751309 | 0.130077765 158.51 16.39

lI-Tabla donde se indica las cantidades presentes en la biomasa, la concentracién final en
biomasay la cantidad recuperada en el extracto de 1 mL.
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Anexo lll D

Bioensayo (4). Exposicion con doble de células y mezcla de especies

Hidrocarburo: BaA

Alga: S. acutus (Bioensayo b y c)

I-Tabla donde se indica el porcentaje recuperado y la cantidad recuperada de BaA por S.
acutus con el numero normal de células, doble de células y mezcla de perlas de ambas
algas 50:50
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Alga: S. capricornutum (Bioensayo ay c)

Cantidad Intervalo de
Cantidad recuperada confianza
Muestra Tiempo (h) % Recuperado recuperada (ug) | promedio (ng)
CapDobleBco 15 0 0
CapDoblel 15 1.709184121 0.029518911
CapDoble2 15 1.839797272 0.033606178
CapDoble3 15 2.508860948 0.039378466 34.17 5.61
CapMezclaBco 15 0 0
CapMezclal 15 10.45354467 0.362965251
CapMezcla2 15 11.68304688 0.432749594
CapMezcla3 15 12.76655894 0.411767931 402.49 40.52
CapNormBco 15 0 0
CapNormall 15 2.319578056 0.087634264
CapNormal2 15 1.900234001 0.074568564
CapNormal3 15 2.236145675 0.088091113 83.43 7.68
lI-Tabla donde se indica el porcentaje recuperado y la cantidad recuperada de BaA por S.
capricornutum con el numero normal de células, doble de células y mezcla de perlas de
ambas algas 50:50
Hidrocarburo: BaP
Alga: S. acutus (Bioensayo b y c)
Cantidad Intervalo de
Cantidad recuperada confianza
Muestra Tiempo (h) % Recuperado recuperada (pg) | promedio (ng)
AcuDobleBco 24 0 0
AcuDoblel 24 0.41322786 0.202562676
AcuDoble2 24 0.405768764 0.19032306
AcuDoble3 24 0.392870824 0.181884641 191.59 11.77
AcuMezclaBco 24 0 0
AcuMezclal 24 0.154605679 0.110275092
AcuMezcla2 24 0.125364818 0.093277395
AcuMezcla3 24 0.153957389 0.10617751 103.24 10.04
AcuNormBco 24 0 0
AcuNormall 24 0.940664286 0.568033989
AcuNormal2 24 0.740612099 0.474143469
AcuNormal3 24 0.969099552 0.464128138 502.10 64.86

lll-Tabla donde se indica el porcentaje recuperado y la cantidad recuperada de BaP por S.
acutus con el namero normal de células, doble de células y mezcla de perlas de ambas

algas 50:50
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Alga: S. capricornutum (Bioensayo ay c)

Hidrocarburo: BaP

Alga: S. acutus (Bioensayo b y c)

Cantidad Intervalo de
Cantidad recuperada confianza
Muestra Tiempo (h) % Recuperado recuperada (ug) | promedio (ng)
CapDobleBco 24 0 0
CapDoblel 24 0.41322786 0.202562676
CapDoble2 24 0.405768764 0.19032306
CapDoble3 24 0.392870824 0.181884641 10.44 1.95
CapMezclaBco 24 0 0
CapMezclal 24 0.154605679 0.110275092
CapMezcla2 24 0.125364818 0.093277395
CapMezcla3 24 0.153957389 0.10617751 113.12 11.88
CapNormBco 24 0 0
CapNormall 24 0.940664286 0.568033989
CapNormal2 24 0.740612099 0.474143469
CapNormal3 24 0.969099552 0.464128138 96.10 23.95

IV-Tabla donde se indica el porcentaje recuperado y la cantidad recuperada de BaP por S.
capricornutum con el numero normal de células, doble de células y mezcla de perlas de
ambas algas 50:50
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V. Cromatograma de bioensayos con doble de células y mezcla de algas con BaA/BaP. S.
acutus se evalué a24 hy S. capricornutum a 15 h. Longitud de onda: opcion Max plot

*Opcidn Max plot: Maxima absortividad para todas las especies presentes en
la muestra

149




BIBLIOGRAFIA

Cerniglia, C. E., 2003. Biodegration of polycyclic aromatic hydrocarbons.
National Center for Toxicological Research, 4, pp. 331-338.

Bernal Toris, D.N., 2015. Tesis. Evaluacion de la capacidad de Selenastrum
capricornutum inmovilizada en alginato para remover Benzo[a]Pireno de
medio de cultivo acuoso. Facultad de Quimica, Universidad Nacional
Autonoma de México.

Haritash, A. K., Kaushik, C.P; 2009. Biodegradation aspects of Polycyclic
Aromatic Hydrocarbons (PAHS): A review. Journal of Hazardous Materials,
169 (1-3), pp. 1-15.

Cassidy, M.B., Lee, H., Trevors, J.T., 1996. Environmental applications of
immobilized microbial cells: a review. Journal of Industrial Microbiology, 16,
pp. 79-101.

Rubio-Clemente, A., Torres-Palma, R. A., Pefiuela Gustavo, A., 2014.
Removal of polycyclic aromatic hydrocarbons in aqueous environment by
chemical treatments: A review. Science of the Total Environment, 478, pp.
201-225.

Bojes, H., Pope, P., 2007. Characterization of EPA’s 16 priority pollutant
polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) in tank bottom solids and
associated contaminated soils at oil exploration and production sites in Texas.
Regulatory Toxicology and Pharmacology, 47, pp. 288-295.

Chan, S.M.N; Luan, T.; Wong, M. H; Tam, N. F. Y; 2006. Removal and
biodegradation of polycyclic aromatic hydrocarbons by Selenastrum

150



capricornutum. Environmental Toxicology and Chemistry. 25(7), pp. 1772-
1779.

Skupinska, K., Misiewicz, |., Kasprzycka-Guttman, T., 2004. Polycyclic
aromatic  hydrocarbons: physicochemical properties, environmental
appeareance and impact on living organism. Acta Poloniae Pharmaceutica
,61, pp. 233-240.

Doyle, E., Muckian, L., Hickey, A.M, Clipson, Nicholas, 2008. Microbial PAH
Degradation. Environmental Science and Pollution Research Journal, 65, pp.

27-28.

10- Calesso-Teixeira, E., Para, D., ldalgo, D., Pegas, H., Wiegand, F., 2012.

DNA- damage effect of polycyclic aromatic hydrocarbons from urban area,
evaluated in lung fibroblast cultures. Environmental pollution, 162, pp. 430-

438.

11- Bekki, K., Toriba, A., Tang, N., Kameda, T., Hayakawa, K., 2013. Biological

effects of polycyclic aromatic hydrocarbon derivatives. Division of

Environmental Science and Engineering ,35 (1), pp. 17-24.

12- Fu, P., Xia, Q., Sun, X., Yu, H., 2012. Phototoxicity and Environmental

Transformation of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs)—Light-Induced
Reactive Oxygen Species, Lipid Peroxidation, and DNA Damage. Journal of
environmental science and health. Part C: Environmental Carcinogenesis and

Ecotoxicology Reviews, 30(1), pp. 1-41.

13- Juhasz, A.L., Naidu, R., 2000. Bioremediation of high molecular weight

polycyclic aromatichydrocarbons: a review of the microbial degradation of

151



benzo[a]pyrene. International Biodeterioration & Biodegradation, 45, pp. 57-
88.

14- SEMARNAT, 2013. NOM-138- SEMARNAT/ SSA1-2012, México.

15-US-EPA, 2009. National primary drinking water regulations.

16- Bouloubassi, I., Roussiez, V., Azzoug, M., Lorre, A., 2012. Sources, dispersal
pathways and mass budget of sedimentary polycyclic aromatic hydrocarbons
(PAH) in the NW Mediterranean margin, Gulf of Lions. Marine Chemistry,
142-144, pp. 18-28.

17- Gonzélez, N., Simarro, R., Molina, M.C., Bautista, L. F., Delgado, L., Villa,
J.A., 2011. Effect of surfactants on PAH biodegradation by a bacterial
consortium and on the dynamics of the bacterial community during the
process. Bioresurce Technology ,102, pp. 9438-9446.

18- Mares Brum, D., Cassella, R., Pereira Netto, A., 2008. Multivariate
optimization of a liquid—liquid extraction of the EPA-PAHs from natural
contaminated waters prior to determination by liquid chromatography with
fluorescence detection. Talanta ,74, pp. 1392-1399.

19- IUPAC. Compendium of Chemical Terminology, 2nd ed. (the "Gold Book").
Compiled by A. D. McNaught and A. Wilkinson. Blackwell Scientific
Publications, Oxford (1997). XML on-line corrected version:
http://goldbook.iupac.org (2006-) created by M. Nic, J. Jirat, B. Kosata.

20- Moreno Jiménez, A. 2016. Tesis. Plan de capacitacion para el personal de
nuevo ingreso en cromatografia de liquidos de alta resolucion. Facultad de

qguimica. Universidad Nacional Autbnoma de México.

152



21-Skoog, D. A., West, D., Holler, F. J. 1997. Fundamentos de quimica analitica.
4a Edicion. Editorial Reverté. pp. 711-715.

22- Fidalgo-Used, N., Blanco-Gonzalez, E., Sanz-Medel, A., 2007. Sample
handling strategies for the determination of persistent trace organic
contaminants from biota samples. Analytica Chemical Acta, 590, pp. 1-16.

23- Nickerson, B., 2011 Sample preparation of pharmaceutical dosage forms:
challenges and strategies for sample preparation and extraction. Editorial
Springer, pp. 63-92.

24-Camel, V., 2003. Review. Solid phase extraction of trace elements.
Spectrochimica Acta Part B, 58, pp. 1177-1233.

25- Zwir-Ferenc, A., Biziuk, M., 2006. Solid Phase Extraction Technique —
Trends, Opportunities and Applications. Polish Journal of Environmental, 15
(5), pp. 677-690.

26- Barker S., 2007. Review. Matrix solid phase dispersion (MSPD). Journal
Biochem. Biophys. Methods ,70, pp.151-162.

27- Garcia-Lépez, M., Canosa, P., Rodriguez, I, 2008. Trends and recent
applications of matrix solid-phase dispersion. Analytical and Bioanalytical
Chemistry, 391, pp. 963-974.

28- Moliner-Martinez, Y., Gonzalez-Fuenzalida, R.A., Herraez-Hernandez, R.,
Campins-Falco, P., Verdu-Andrés, J., 2010. Cleaning sorbents used in matrix
solid-phase dispersion with sonication: application to the estimation of
polycyclic aromatic hydrocarbons at ng/g levels in marine sediments. Journal

of Chromatography A, 12, pp. 1-23.

153



29- Capriotti, A. L., Cavaliere, C., Lagan4, A., Piovesana, S., Samperi, R., 2013.
Recent trends in matrix solid-phase dispersion. Trends in Analytical
Chemistry, 43, pp. 53-66.

30- Pefia Salamanca, E.J., Palacios Penaranda, M. L., Ospina Alvarez, N., 2005.
Algas como indicadores de contaminacién. Programa Editorial Universidad
del Valle, Cali, Colombia, pp. 19-24.

31- EI Gamal, A., 2010. Biological importance of marine algae. Saudi
Pharmaceutical Journal, 18, pp. 1-25.

32- Dreckmann, K., Senties, A., Nufiez, M. L., 2013. Manual de préacticas de
laboratorio: biologia de algas. Universidad Autbnoma Metropolitana, pp. 13-
19.

33- De-Bashan, L. E., Bashan, Y. 2010. Immobilized microalgae for removing
pollutants: Review of practical aspects. Bioresource Technology ,10, pp.
1611-1627.

34- Abdel-Raouf, N., Al-Homaidan, A.A., lbraheem I1.B., 2012. Review.
Microalgae and wastewater treatment. Saudi Journal of Biological Sciences,
19, pp. 257-275.

35- Wan, J., Li, X, Lu, D., Du, Y., Ma, L., Li, W., Chen, J., Li, F., Fan, Y., Hu, G.,
Wang, J., 2016. Photosynthetic Effect in Selenastrum capricornutum Progeny
after Carbon-lon Irradiation. PLoS One, 11(2), pp. 1-14.

36- Castillo, G., 2004. Ensayos toxicologicos y métodos de evaluacion de calidad
de aguas. Estandarizacion, intercalibracion, resultados y aplicaciones. IDRC,

IMTA, Canada, pp. 69 -71.

154



37- Giovanardi, M., Baldisserotto, C., Daglia, M., Ferroni, L., Sabia, A., Pancaldi,
S., 2016. Morpho-physiological aspects of Scenedesmus acutus PVUW12
cultivated with a dairy industry waste and after starvation, Plant Biosystems -
An International Journal Dealing with all aspects of Plant Biology, 150:4, pp.
767-775.

38- Montafio Montiel, A., 2013. Tesis. Remocion de hidrocarburos aromaticos
policiclicos en medio acuoso por Scenedesmus acutus. Facultad de quimica.
Universidad Nacional Autbnoma de México.

39- Kourkoutas, Y., Bekatoroua, A., Banatb, I.M., Marchantb, R., Koutinasa,
A.A., 2004. Immobilization technologies and support materials suitable
inalcohol beverages production: a review. Food Microbiology ,21, pp. 377—-
397.

40- Cohen, Y., 2001. Biofilltration -the treatment of fluids by microorganisms
immobilized into the fillter bedding material: a review. Bioresource
Technology,77, pp. 257-274.

41- Gongalves, A., Pires, J., Simdes, M., 2016. A review on the use of microalgal
consortia for wastewater treatment. Algal Research. pp. 1-13.

42- Mallick, N. 2002. Biotechnological potential of immobilized algae for
wastewater N, P and metal removal: A review. BioMetals, 15, pp. 377-390.

43- Moreno-Garrido, 1., 2008. Review: Microalgae immobilization: Current
techniques and uses. Bioresource Technology, 99, pp. 3949-3964.

44- Siddhesh, N. P., Kevin, J. E., 2012. Alginate derivatization: A review of

chemistry, properties and applications. Biomaterials, 33, pp. 3279-3305.

155



45- Leennen, Emily J. T., Dos Santos, V., Grolle Katja, C., Tramper Johannes,
H., Wijffels, R., 1996. Characteristics of and selection criteria for support
materials for cell immobilization in wastewater treatment. Water Research, 30
(12), pp. 2985-299.

46- Sikorski, P., Mo, F., Skjak-Braek, G., Stokke, B., 2007. Evidence for Egg-Box-
Compatible Interactions in Calcium-Alginate Gels from Fiber X-ray Diffraction.
Biomacromolecules, 8, pp. 2098-2103.

47- Zamani, N., Noshadi, M., Amin, S., Niazi, A., Ghasemi, Y., 2012. Effect of
alginate structure and microalgae immobilization method on orthophosphate
removal from wastewater. Journal of Applied Phycology, 24, pp. 649—656.

48- Santiago Leon, M., 2016. Tesis. Biorremocién de contaminantes organicos
de medio acuoso con sistemas algales. Facultad de Quimica. Universidad
Nacional Autonoma de México.

49- Diaz Flores, G., 2013. Tesis. Evaluacibn de la biodegradacion de
hidrocarburos aromaticos policiclicos por la microalga Selenastrum
capricornutum mediante metodologia de extraccion en fase soélida y
dispersion de matriz en fase soélida acoplada a CLAR-UV. Facultad de
Quimica. Universidad Nacional Auténoma de México.

50- CONAGUA, 2014. Ley federal de derechos. Disposiciones aplicables en
materia de aguas nacionales 2014, México.

51- Velasco, M., 2011. Tesis. Metodologia analitica cromatografica para la
determinacion de metabolitos de hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Tesis, Facultad de Quimica. Universidad Nacional Autbnoma de México.

156



52- Ruiz-Marin, A., Mendoza-Espinosa, G., Sanchez Saavedra, M., 2011.
Caracteristicas fotosintéticas y crecimiento de Scenedesmus obliquus
inmovilizada en alginato. Agrociencia, 45, pp. 303- 313.

53- Environmental Protection Agency: METHOD 8000D DETERMINATIVE
CHROMATOGRAPHIC SEPARATIONS [pagina principal en internet]. E.U.A,
c2014 [actualizado el 04 Jul 2014; citado el 08 Ago 2017]. Disponible en:
https://www.epa.gov/sites/production/files/2015-12/documents/8000d.pdf

54- Beltran Calva, E., 2014. Tesis. Biodegradacion de hidrocarburos aroméaticos
policiclicos por microalgas verdes bajo diferentes temperaturas. Facultad de
Quimica. Universidad Nacional Autonoma de México.

55- Garcia de Llasera, M. P., Olmos-Espejel, J., Diaz-Flores, G., Montafio-
Montiel, A. 2016. Biodegradation of benzo(a)pyrene by two freshwater
microalgae Selenastrum capricornutum and Scenedesmus acutus: a
comparative study useful for bioremediation. Environmental Science and

Pollution Research Journal, 23, pp. 3365- 3375.

157



158



159



160



	Portada
	Índice
	Abreviaturas
	Resumen
	Introducción
	Capítulo 1. Marco Teórico
	Capítulo 2. Desarrollo Experimental
	Capítulo 3. Resultados y Discusión de Resultados
	Capítulo 4. Conclusiones
	Perspectivas
	Anexos
	Bibliografía

