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Introduccion

Los HAPs (Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos) son un grupo de moléculas
organicas con dos o mas anillos bencilicos fusionados formados como
consecuencia de combustiones incompletas. Se producen cantidades masivas de
HAPs en actividades industriales, tales como la refinacion de petrdleo o la
utilizacion de combustibles fosiles. Debido a su persistencia, toxicidad,
bioacumulacion, carcinogenicidad y potencial mutagénico es necesario removerlos
del agua (Advaiti et al, 2013). La Agencia de Proteccién ambiental de Estados
Unidos (USEPA por sus siglas en inglés) ha incluido a 16 HAPs en su lista de
contaminantes prioritarios entre los cuales se encuentra el Benzo(a)pireno (BaP) y
el Benzo(a)antraceno (BaA) (USEPA, 2008).

Cuando los HAPs se encuentran en el medio ambiente pueden seguir multiples
procesos: volatilizacion, foto-oxidacion, oxidacion quimica, adsorcion sobre las
particulas del suelo y degradaciébn microbiana. La bio-remociéon con
microorganismos es una opcion ecoldgica y efectiva que puede deberse a la
adsorcion del contaminante a las células o a la degradacién enzimatica (Rubio-
Clemente, et al.,, 2014). Para aplicarla, algunos microorganismos como las
microalgas, Scenedesmus acutus y Selenastrum capricornutum pueden ser
inmovilizados en alginato, un polimero natural que les otorga proteccion del medio
externo hacia cambios fisicoquimicos extremos o depredacién por zooplancton
agresivo, asi como también les permite la difusibn de nutrientes u otros
compuestos como el o los mismos contaminantes en estudio (Cassidy, 1996). Otra
de las ventajas de realizar la inmovilizacién de las microalgas es que se puede
remediar un medio acuoso contaminado por HAPSs, logrando posteriormente
recuperar facilmente la biomasa algal (Bernal-Toris, 2015). Para poder medir la
concentracion de BaP y BaA se puede utilizar la Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucion llamada (CLAR) y para el aislamiento de los analitos de los
cultivos acuosos se puede usar la extraccion en fase sélida (EFS) y la dispersién
de matriz en fase solida (DMFS). La EFS es una técnica de extraccion que usa

una fase solida y una liquida para aislar analitos afines a la fase solida presentes
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en una disolucion. La EFS es usada para purificar una muestra antes de realizar
un analisis cromatografico o de cualquier otro tipo. El procedimiento general de la
EFS es pasar la muestra liquida por un adsorbente que se encuentra empacado
en una columna de vidrio o plastico, la cual tiene un tapon poroso en la parte
inferior; a esta columna se le hacen pasar disolventes de fuerza eluente creciente,
para primero eliminar interferentes y después recuperar al analito de interés (Zwir-
Ferenc & Biziuk, 2006). Por otra parte, la técnica llamada DMFS, consiste en
colocar muestra soélida en un mortero de agata que contiene una fase solida,
comunmente C18, y utilizando un pistilo de &agata realizar la dispersion de la
muestra en el adsorbente. EI material mezclado es transferido y empacado en una
columna para la posterior aplicacion de disolventes que permiten “limpiar” la
muestra de compuestos interferentes y después recuperar el analito de interés que
también queda retenido (Barker, 2006). La EFS y la DMFS pueden utilizarse para
manejar la extraccion de HAPs como el BaP y el BaA de un medio de cultivo
liquido algal y de la biomasa misma, respectivamente. Por otra parte, para efectuar
la remocion de contaminantes de medios acuosos, usualmente se han usado
microalgas inmovilizadas en alginato en forma de cuentas o perlas. Lo anterior es
debido a la simplicidad de su creacién y manejo. En el presente trabajo se
consideré que esta forma presenta geométricamente una menor area expuesta
por volumen a comparacion con un disco, por lo que la forma de disco podria ser
mas facilmente manipulable para empacar una columna. El flujo que atraviesa a
los discos en la columna, podria ser mas homogéneo que el que se tendria en una
columna con cuentas. Por estas razones, se evalu6 el desempefio de una
columna que contiene discos con microalgas en la remocion de BaA y BaP de

agua potable.
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Objetivos

General

Disefiar y evaluar una columna con recirculacion o sin ella para la remocion
de Benzo(a)Pireno y Benzo(a)Antraceno en medio acuoso, por medio de
las microalgas Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus

inmovilizadas en discos de alginato.

Particulares

Realizar ensayos para la comparacion de capacidad de remocion de discos
vs. perlas, con o sin algas.

Establecer las condiciones para inmovilizacion en discos de las algas
S.capricornutum y S.acutus con el propdsito de asegurar viabilidad celular y
maxima resistencia mecénica.

Comparar las capacidades de remocién de acuerdo a la especie, tiempo de
exposicién y concentracion celular.

Evaluar la capacidad de remocion de una columna con discos/alga

con recirculacién vy sin recirculacion.
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Capitulo 1. ANTECEDENTES
1.1 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos
1.1.1 Estructura y propiedades

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPS) son sustancias compuestas de
atomos de carbono e hidrégeno que forman por lo menos 2 anillos aromaticos
fusionados (CCME, 2010). Se dividen en 2 categorias: Los de bajo peso
molecular, constituidos por menos de 4 anillos y los de alto peso molecular,
formados por 4 anillos o0 mas. Los HAPs puros son compuestos coloreados,
usualmente amarillentos, y sdlidos cristalinos a temperatura ambiente. (WHO,
2010)

Las propiedades fisicas de los HAPs varian con su peso molecular y su estructura.
(Akyuzand & Cabuk, 2010). Son altamente lipofilicos y por ende miscibles en
solventes organicos. Su solubilidad acuosa desciende por cada anillo aromatico
gue es anadido a la estructura. Presentan propiedades como sensibilidad a la luz,
resistencia al calor, conductividad, resistencia a la corrosién y accion fisioldgica
(WHO, 2010). Los HAPs suelen tener un espectro caracteristico en la region UV.
Como cada anillo tiene una espectro UV Unico, cada isomero exhibe un espectro
de absorcion unico lo cual es apoyo para una identificacion (Ki-HyunK et al.,
2013).

A continuacion, se presenta en la Tabla 1.1, algunas propiedades fisicoquimicas
de los HAPs utilizados en este trabajo (WHO, 2010).

Tabla 1.1 Propiedades fisico-quimicas de Benzo(a)pireno y Benzo(a)antraceno

Compuesto #CAS | Presion Punto de | Férmula | Peso Log | Solubilidad
. a25°C(
de vapor | ebullicion molecular | Kow
g/mL)
a25°C Pa | (°C) (u)
Benzo(a)pireno 50- 6.52x107 | 435 CaoH12 252.31 6.05 | 3.8x10°3
32-8
Benzo(a)antraceno | 56- 6.52x107 | 493-496 CisHi2 228.29 5.61 | 0.01
55-3
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1.1.2 Fuentes

Las propiedades fisicoquimicas de los HAPs hacen que su movimiento en el
ambiente sea extremadamente facil, permitiéndoles distribuirse por aire, tierra y

cuerpos de agua, en donde su presencia es ubicua (Baklanov et al., 2007).

Los HAPs ocurren en el ambiente en formas complejas de multiples componentes
(Petit, 1996). Han recibido mucha atencién debido a su potencial téxico,
mutagénicos y carcinogénico. (Ning Qin et al.,, 2014). Son formados durante la
descomposicion de moléculas organicas y su subsecuente recombinacion en
combustiones incompletas a alta temperatura (500-800 °C) o a temperaturas bajas
(100-300°C) durante largos periodos de tiempo (Haritash & Kaushik, 2009).

La ocurrencia de HAPs en la tierra y sedimento suele estar relacionada con la
combustion de materia organica. Por ejemplo fuentes de HAPs, derrames de
petréleo (Short et al., 2007), el uso y desecho inapropiado de aceite para motor,
los sitios industriales contaminados como son las plantas de gas, los puntos de
tratamiento de madera con creosota (Murphy & Brown, 2005), y la produccion de

aluminio o produccion de acero (Achten & Hofmann, 2009)

Las principales fuentes antropogénicas de HAPs son plantas de energia y el
calentamiento de viviendas que son responsables de un 51% de su presencia en
el ambiente; la incineracién de materia organica y combustiones al aire libre son
responsables del 28%; la industria en general (aluminio, acero, gas y petroleo)

produce el 20% y el transporte es responsable del 0.9% (Landrum et al., 1984).

A partir de 2004 los procesos industriales y extraccion de combustibles fosiles
forman un poco mas de una cuarta parte de la produccion global de HAPs, uno de
los paises que mayor contribuye a este proceso son los Estados Unidos.
(Ramesh, A et al .,2011)
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1.1.3 Toxicologia de HAP.

El descubrimiento del potencial carcinogénico del BaP y BaA entre otros HAPs a
mediados de los afios treinta del siglo pasado marcé el inicio de una nueva era en
la investigacién bioldégica que busca determinar la causa y naturaleza de la

enfermedad que estos compuestos causan a los mamiferos.

La absorcién de HAPs en los organismos es resultado de la difusion pasiva de
dichos componentes a través de las membranas celulares, atribuida a la
naturaleza no polar de los HAPs y a la lipofilicidad que comparten HAPs y
membranas lipidicas. Sin embargo, aunque los HAPs tienen una naturaleza no
especifica en su absorcion, su distribucion si parece ser especifica. Basandonos
en las diferencias generales en la distribucion de tejidos, se puede esperar que la
toxicidad varie segun la capacidad de los tejidos de metabolizar y detoxificar a los
HAPs. Por ejemplo, exposiciones acuaticas idénticas con el pez
Rasboradaniconius a naftaleno y antraceno revelaron que el naftaleno se acumula
casi exclusivamente en el intestino mientras que el antraceno se acumuld en
higado y riflones (Gauthier et al., 2014). Basandonos en las diferencia generales
en la distribucion de tejido, se puede esperar que la toxicidad de HAPs se
fundamentara en la capacidad de estos tejidos para metabolizarlos vy

destoxificarlos.

La toxicidad de HAPs es atribuida al metabolismo del compuesto inicial, que
genera compuestos genotoxicos, carcinogénicos y reactivos a otros metabolitos
oxigenados. Esto es comunmente mediado por la super familia de las
monooxigenasas, citocromo P450 (CYP). Al ser enzimas de fase 1, la CYP
funcionaliza a los HAP (por ejemplo por hidroxilacion), permitiendo modificaciones
posteriores por otras enzimas fase 1 0 2 que tienen como objetivo hacer mas

soluble y facil de excretar al metabolito de HAP.

En general, la carcinogénesis efectuada por los metabolitos resultantes de CYP es

la manera mas reconocida por la cual los HAPs tienen un efecto téxico (Gauthier
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et al., 2014). Los metabolitos reactivos de algunos HAPs se han vuelto de mayor
importancia debido a su potencial para unirse a las proteinas celulares y al mismo
ADN, aun en presencia de HAPs no metabolizados, teniendo como resultado una
disrupcién bioquimica y un dafio celular que puede llevar a mutaciones, al
desarrollo de malformaciones, tumores y cancer. Existe evidencia de que la
mezcla de multiples HAPs puede tener mayor potencial carcinogénico en humanos
gue los HAPs individuales (Szu-Chich & Chung-Min, 2004).

De acuerdo con la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) de Estados Unidos, en
su Programa Nacional para la Reduccion de Desperdicios, se define al grupo a los
HAPs de la Tabla 1.1.3 como resiuduos peligrosos debido a su potencial

teratogénico, tumoral y toxico (EPA, 2008).
A continuacion, se presenta una tabla que contiene los HAP’s clasificados por la

EPA como peligrosos siendo identificados por su nombre y su niamero “Chemical
Abstract Service” (CAS)
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Tabla 1.1.3 Numero CAS para HAP’s clasificados por EPA como peligrosos.

# |Nombre #CAS

1 |Benzo(a)antraceno 56-55-3
2 |Benzo(a)fenantreno 218-01-9
3 |Benzo(a)pireno 50-32-8
4 | Benzo(b)floranteno 205-99-2
5 |Benzo(j)fluoranteno 205-82-3
6 |Benzo(k)fluoranteno 207-08-9
7 |Benzo(j,k)fluoreno 206-44-0
8 |Benzo(r,s,t)pentafeno 189-55-9
9 |Dibenzo(a,h)acridina 226-36-8
10 | Dibenzo(a,j)acridina 224-42-0
11 | Dibenzo(a,h)antraceno 53-70-3
12 | Dibenzo(a,e)fluroantreno 5385-75-1
13 | Dibenzo(a,e)pireno 192-65-4
14 | Dibenzo(a,h)pireno 189-64-0
15 | Dibenzo(a,l)pireno 191-30-0
16 |H - Dibenzo (c, g) - carbazol |194-59-2
17| 57-97-6

Dimetilbenz(a)antraceno

18 |Indeno( 1,2,3-cd)pireno 193-39-5
19| 3-Metilcolantreno 56-49-5
20 | 5-Metilcriseno 3697-24-3
21| 1-Nitropireno 5522-43-0

1.1.4 Limites maximos permisibles para HAPs

Los limites maximos permisibles cambian de acuerdo con la agencia regulatoria.
La OSHA (Occupational Safety and Health Administration) de los Estados Unidos
Norteamericanos marcan que en el ambiente de trabajo no se puede superar un

contenido de 0.2 mg/m?® de BaP. La EPA provee 2 limites para agua de consumo
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humano, uno al cual no se esperan dafios a la salud del ser humano, y un
segundo que es la méaxima cantidad permisible. El primero es de 0 mg/L y el

segundo tiene un valor de 0.0002 mg/L.

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 que de acuerdo
al uso de suelo y al hidrocarburo se tendran diferentes limites, como puede verse
en latabla 1.1.4, en donde hay que notar que se incluyen a los dos compuestos en

estudio de este trabajo.

Tabla 1.1.4. Tabla de limites maximos permisibles de HAP's en la NOM 138.

Uso del suelo predominante (mg/kg) Base seca.

Hidrocarburos especificos. = : : : : : = =
Agricola, forestal, pecuario y de conservacion. | Residencial y Recreativo. | Industrial y comercial.

Benceno 6 6 15

Tolueno 40 40 100
Etilbenceno 10 10 25
Xilenos (suma de isémeros) 40 40 100

Benzo[a]pireno 10

Dibenzol[a,h ]Jantraceno 10

Benzo[ a Jantraceno 10

Benzo[k]fluoranteno 80

2 2
2 2
2 2
Benzo[b]fluoranteno 2 2 10
8 8
2 2

Indeno (1,2,3-cd)pireno 10

Por otro lado la “Ley Federal de Derecho/Disposiciones Aplicables en Materia de
Agua Nacionales” expedida por la Secretaria del Medio Ambiente y Recursos
Naturales (SEMARNAT) y la Comision Nacional del Agua (CONAGUA) menciona
qgue para los hidrocarburos aromaticos policiclicos presentes en agua para uso
publico urbano se tiene como limite la concentracion de 0.0001 mg/L y para

aguas costeras y estuarios el limite es de 0.1 mg/L.
1.1.4 Remocion de HAPs

Los HAPs son contaminantes ambientalmente ubicuos, que se encuentran en aire,
tierra y ambientes acuaticos. Los HAPs con altos pesos moleculares son
altamente lipofilicos y quimicamente estables. La vida media de ciertos HAPs,

incluyendo alfluirantreno, pireno, BaA, queroseno, BaP, Benzo(k)fluorantreno y
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dibenzo(a,h)antraceno, se encuentran en el rango de 1000-3000 h en ambientes
acuaticos. La presencia de HAPs recalcitrantes en agua posee un riesgo a los
organismos acuaticos y a la salud humana. Su alta estabilidad también resulta en
la bioacumulacion y biomagnificacion de agentes toxicos por la cadena alimenticia.
(Lijuan et al., 2014)

1.1.4.1 Métodos generales

La remocion de HAPs del ambiente puede ser llevada a cabo por métodos fisicos,
biologicos y quimicos. En el caso de la remocion de HAPs de sistemas acuosos,
procesos fisicos como la volatilizacion y adsorcion tienen un importante rol ya que
reducen de manera importante la cantidad de HAPs.

Sin embargo, los procesos fisicos no resuelven el problema ya que no tienen la
capacidad de degradar a los contaminantes. Por esta razén se prefieren métodos
biol6gicos y quimicos. Como procesos quimicos se pueden mencionar los de
ozonizacion, fotolisis, oxidacién, radiacion ultravioleta y las reacciones con
hidréxido (Rubio-Clemente et al.,, 2014). Los métodos biol6gicos utilizan
comunmente a microorganismos y como conciernen a este trabajo, se describen

con mayor detalle a continuacion.

1.1.4.2 Métodos con microorganismos

La remocién de HAPs del ambiente por degradacion microbiana es una de las
herramientas mas prometedoras de acuerdo con la gran profundidad de su
estudio. La biodegradacion es un proceso natural que ayuda a remover HAPs del
medioambiente utilizando microorganismos. Es uno de los meétodos mas
econdémicos entre los diferentes procesos de remediacion. La biorremediacion ha
demostrado ser efectiva en limpiar suelos con HAPs de alto peso molecular.

El tratamiento bioldgico depende del metabolismo de los microorganismos, los
cuales descomponen a los contaminantes. Esto se logra proveyendo las

condiciones adecuadas como agua, aire y nutrientes; también por bioestimulacion
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(adiciones de un agente de carga como seria aserrin 0 nutrientes como nitrégeno
fésforo y potasio) o bioaumentacion (usualmente un in6culo de microorganismos
cuya capacidad transformadora del contaminante es conocida) del ambiente
contaminado.

Condiciones no favorables en el ambiente generalmente pueden causar
variabilidad en la aplicacion de la biorremediacion, por lo tanto el entender las
condiciones del sitio ayudara a optimizar la biorremediacién y subsecuentemente

llevar a resultados més efectivos (Gupta, et al., 2015).

Los microorganismos como bacterias y hongos pueden transformar el nucleo
aromatico de los HAPs. Las bacterias inicialmente oxidan los HAPs con
dioxigenasas que incorporan dos atomos de oxigeno molecular para formar un di-
hidrodiol con una configuracion cis. Se contintda la oxidacién de dichos cis di-
hidrodioles hasta la formacion de catecol que a su vez es un substrato para otra
di-oxigenasa que lleva acabo la fision del anillo aromatico. Para el caso de los
hongos se oxidan los HAPs a epoxidos por medio de enzimas del complejo del
citocromo P-450, el cual incluye una mono-oxigenasa, y posteriormente con una
epoxido hidrolasa dando como resultado trans di-hidrodioles (Cerniglia, 1984). Los
mecanismos de degradacion de HAPs por las microalgas no estan bien elucidados
y no se han identificado sus sistemas enzimaticos involucrados, aunque si se
conocen algunas especies que son capaces de degradar a los HAPs (Cerniglia,
1992).

1.2 Microalgas

1.2.1 Caracteristicas generales

Las algas son organismos fotétrofos que contienen cloroplastos y pueden vivir en
medios naturales a expensas de unos cuantos minerales (como K, P, Mg y N),
agua, CO2 y luz. Las algas habitan suelos y medios acuaticos, y constituyen los
productores primarios de oxigeno mas importantes de la naturaleza. La mayoria

presenta pared celular con base en carbonato siliceo o silice. Su color varia, y las
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hay verdes, rojas, amarillas y cafés. De las tres ultimas, su color se debe a los
pigmentos accesorios, que le dan esa caracteristica a las algas para poder atrapar
laluz solar a distintas profundidades.

Las algas pueden ser pluricelulares o unicelulares. Estas Ultimas se presentan con
mayor frecuencia en el agua, especialmente en el plancton. El fitoplancton es la
poblacién de microorganismos que flotan libremente compuesta principalmente

por algas unicelulares.

De acuerdo con el esquema de Whittaker (Hagen.,2012), las algas se clasifican
en siete divisiones, de los cuales cinco son considerados en el reino Protista y dos
en el reino Plantae. La clorofila y otros pigmentos se producen en los cloroplastos,
gue contienen las membranas conocidas como tilacoides. La funciéon de la clorofila

es el generar energia a partir de las incendias de luz sobre la planta.

La reproduccion de las algas se produce tanto en forma asexual y sexual. La
reproduccion asexual se produce a través de la fragmentacién de las algas
filamentosas o coloniales y por la formacion de esporas (como los hongos). La
formacion de esporas se lleva a cabo por mitosis. La fisibn binaria también es

llevada a cabo (similar a las bacterias).

Durante la reproduccion sexual, las formas diferenciadas de las algas se fusionan
para producir un cigoto diploide con dos juegos de cromosomas. El cigoto se
convierte en una espora sexual que germina cuando las condiciones son
favorables para reproducirse, y termina con un organismo haploide el cual tiene

un Unico conjunto de cromosomas (Madigan, 2009).
1.2.2 Especies manejadas

Selenastrum capricornutum es una alga verde (clorofita) unicelular con forma de
media luna encontrada ubicuamente que se puede cultivar facilmente en agua
dulce (Wang, Li, et al., 2013). Selenastrum capricornutum también es conocida
como Pseudokirchneriella subcapitata. De la clase Chlorophyceae, orden

Sphaeropleales, familia Selenastraceae, género Selenastrum.
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S. capricornutum es una alga verde (clorofita) unicelular con forma de media luna
y un volumen aproximado de entre 40 y 60 um3, que puede encontrarse en

sistemas acuaticos epicontinentales eutroficos u oligotréficos (Pica et al., 2004).

Scenedesmus acutus, es un alga verde unicelular que se puede encontrar en
multiples ambientes acuéticos y tiene la caracteristica de ser muy resistente.
Suele tener colonias planas y lineales de 4, 8 o 16 células creciendo en agua
dulce o salobre El alga muestra rapido crecimiento y es facil de cultivar. El uso de
S.acutus como modelo de experimentacion para medir diferentes niveles de
toxicidad en agua tiene como ventaja que el alga es ubicua y resistente a los
contaminantes. De la clase Chlorophyceae, orden Sphaeropleales, familia
Scenedesmaceae, género Scenedesmus. Vale la pena mencionar que no suelen

tener densidades poblacionales altas en su medio natural.

Algunas especies algales son heterotréficas cuando se trata de su fuente de
carbono. Una manera de investigar la biodegradacién de contaminantes organicos

es alentar a las algas a crecer en presencia del contaminante (Kirk et al., 1999)

Cerniglia (1992) demostré que 18 especies algales de diferentes grupos
taxonodmicos, incluidas cyanobacterias, diatomeas, algas verdes, rojas y cafés
tienen la capacidad de metabolizar el naftaleno (0.1%-2.4%). Agmenellum
quadruplicatum PR-6 ha podido degradar el 2.4% de fenantreno afiadido al medio.
Se reporté que 6 especies, Chlamydomona ssp., Chlorellaminiata, Scenedesmus
platydiscus, Scenedesmus quadricauda, Selenastrum capricornutum vy
Synechocysti ssp pudieron degradar del 34% al 100% de pireno a una
concentracion de 0.1 mg/L en 7 dias. Selenastrum capricornutum, Anabaena
flosaquae, Ankistrodes musbraunii, Chlamydomonas reinhardtii, Euglena gracilis,
Ochromonas malhamensis y Scenedsemus acutus demostraron la capacidad de
remover BaP a diferentes niveles.

La remocion de HAPs por microalgas es especifica de la especie ya que
diferentes especies tienen diferentes composiciones en su pared celular, tamafio
celular y mecanismo de degradacion. El rendimiento de remocion y degradacion

suele ser afectado por la concentracion algal, ya que a mayor biomasa provee
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mas superficie celular, volumenes y enzimas para la degradacion, aunque si la
biomasa resulta demasiada alta, las células podrian generar agregados, llevando
a la reduccion de la efectividad de absorcion y adsorcion. Si la concentracion algal
llega a ser extremadamente alta se tendr4& competencia por nutrientes y luz,
ademas de un problema al querer realizar un mezclado efectivo para la
distribucion de nutrientes y contaminantes; todo lo anteriormente mencionado
restringira el crecimiento celular y la capacidad de este de tomar y degradar a los

contaminantes (Leon, 2016).

Warshawsky et al. (1995) encontraron que Selenastrum capricornutum, un alga
verde de agua dulce, metaboliza el BaP a cis-dihidrodioles sugiriendo que se usa
el sistema enzimatico dioxigenasa como el que se ha encontrado en procariontes
heterotréficos. En otro estudio se observé que S. capricornutum producia 11,12-
dihidrodiol bajo luz amarilla y 9,10-dihidrodiol bajo luz blanca. El estudio también
concluyd que solamente las algas verdes pueden metabolizar el BaP a
dihidrodioles, mientras que las algas amarillas y verde-azules fallaron en
metabolizar a los HAPs (Haritash, 2009).

También se encontr6 que solamente las microalgas verdes, Selenastrum
capricornutum, Scenedesmus acutus y Ankistrodesmus braunii tienen la capacidad
de metabolizar casi completamente a el BaP a dihidrodioles. (Dijkman et al.,
1996).

Garcia de Llasera et al, (2016) llega a observar completa remocion de BaP con S.
acutus a las 72 horas y para S.capricornutum observa una remocion del 100% al
pasar 15 h. Para el BaP se encuentran 3 metabolitos a 24 horas, el 4,5-dBaP al
19%, 8-dBaP al 5% vy 9,10-dBaP al 5% en relacion al BaP inicial. Por otrga parte,
se encuentran metabolitos al degradar el BaA durante 48 h con niveles de 20%
para el 5,6-dBaA y de 67% de 8,9-dBaA/10,11-dBaA en relacién con el BaA

inicial. (Garcia de Llasera y Garcia-Cicourel, 2017)

1.3 Inmovilizacion
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Numerosas especies microbianas han sido inmovilizadas en diversas matrices
para diferentes aplicaciones. Algunas especies de hongos se han inmovilizado
para el control biolégico y la biodegradacion. Las microalgas han sido
inmovilizadas para la eliminacibn de contaminantes de aguas residuales como
secuestradores de metales y remocion de nutrientes. Se ha estudiado la absorcion

de metales y compuestos téxicos por bacterias inmovilizadas (Cassidy, 1996).

La inmovilizacion de células se definié como "el confinamiento fisico o localizacion
de las células intactas en una region especifica con la preservacion de alguna

actividad catalitica deseada" (Karel et al., 1985; Kourkoutas et al., 2004).

Una célula inmovilizada se define como una célula viva que, por medios naturales
o artificiales, estd impedida para moverse independientemente de su ubicacién
original a todas las partes de una fase acuosa de un sistema (Tampion, 1987; De
Bashan, 2010).

1.3.1 Inmovilizacién pasiva

La inmovilizacibn a menudo imita lo que se produce naturalmente cuando las
células crecen en superficies o en las estructuras naturales. Muchos
microorganismos poseen la capacidad de adherirse a diferentes tipos de

superficies en la naturaleza (Kourkoutas et al., 2004).

Los materiales adsorbentes (portadores) para la inmovilizacion pasiva pueden ser
naturales o sintéticos. Con respecto a los portadores naturales, recientemente se
han realizado estudios que implican el uso de lufa, mejor conocido como zacate en
México. La esponja se obtiene a partir de frutos secos después de quitar el tejido
del pericarpio. Este portador no es téxico ni es reactivo, es barato, mecanicamente
fuerte y estable en cultivos a largo plazo. Un problema en las investigaciones que
involucran la lufa como portador de biomasa es la repetibilidad. La estructura del
esqueleto de frutas varia de una planta a otra en funcién de las condiciones de

cultivo: cada esponja lufa tiene diferente estructura (Moreno-Garrido et al., 2006).

1.3.2 Inmovilizacién activa
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En contraste con los métodos pasivos, los métodos activos no dependen de la
habilidad de las células para adherirse a las superficies; se usan técnicas
especificas que han sido desarrolladas para atrapar o encapsular células, se
encuentren vivas o no. Por ejemplo, se utilizan polimeros sintéticos, poliuretano,
polisulfona, alcohol ponivinilico, resina epoxica, agentes gelificantes naturales,

proteinas, agar, carragenano y alginato.

1.3.3 Inmovilizacién en alginato de calcio

El alginato de calcio es el material de inmovilizacibn mas utilizado para las
especies microalgales, ya sean de agua dulce o salada. La inmovilizacién en
alginato de calcio no restringe de manera importante la intensidad de la luz
necesaria para el crecimiento de los organismos; los componentes del soporte
tienen baja toxicidad, el metabolismo de las células no se ve afectado, se puede

notar que este proceso de inmovilizacion tiene multiples ventajas.

Los alginatos son polimeros lineales sin ramificaciones que contienen Acido D-
manuronico unido a B- (1 — 4) y restos de acido L-gulurénico ligados con a- (1 —
4). Es un componente estructural de las algas marrones (Phaeophyceae), y es

extraido sobre todo de los géneros Macrocystis y Laminaria.

Los alginatos de diferentes especies pueden variar en el porcentaje de las
sustancias que compone a cada polimero. Esto tiene implicaciones sobre las
propiedades fisicas del alginato. Los alginatos también se pueden encontrar en
bacterias. Pseudomonas aeruginosa aumenta su produccion de alginato en
presencia de cobre, ya que existe una importante afinidad quimica con este metal

y otros cationes divalentes.

El alginato es usualmente vendido como una sal de sodio. Cuando este es disuelto
en agua y se afiade un cation divalente, el catidon substituye al sodio y permite que
ocurra la gelificacidbn. Normalmente el alginato de sodio se disuelve en agua
alrededor de 1.5 a 3.5 % (masa/volumen), mezclado con una suspension de

células viables o0 no. Esta mezcla se deja caer en una solucion de CaClz con
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concentraciones de 4 a 2%. La gelificacion externa es instantanea, pero el
endurecimiento continda durante 30 a 40 minutos. Cuando el alginato es disuelto
en agua suele haber formacién de multiples burbujas. Para evitar esto se puede
someter al alginato a vacio (por ejemplo en un kitazato) previo a la adicion de las

células o dejar reposar durante 1 hora para su desaireacion.

Cuando se necesite un recuento de las células inmovilizadas, se puede redisolver
al alginato en volumenes conocidos de citrato de sodio. Las células inmovilizadas
pueden ser utilizadas en pruebas in situ. Cuando se desea medir la toxicidad, dos
problemas deben ser tomados en cuenta. El primero es la adicion de los
compuestos toxicos al alginato (especialmente metales), lo cual implica un rapido
descenso de los compuestos libres; la medicion de las concentraciones en
alginato deben ser llevadas a cabo para que la prueba sea valida. El segundo, la
difusion de los compuestos toxicos puede llegar a ser un proceso lento, y por lo
tanto las células pueden estar protegidas de los xenobidticos y su toxicidad

infravalorada.

Las algas han ido incrementando su uso como biosorbentes, pudiéndose
encontrar vivias o muertas. Estos biosorbentes son usualmente utilizados en forma
de polvo, lo que introduce problemas practicos al usarlos continuamente, ya que la
separacion después del contacto con el agua puede llegar a ser problematica. La
inmovilizacién celular es una técnica atractiva para manipular y recolectar

biomasa, ya sea utilizando un soporte de origen natural o sintético.

Las principales ventajas de utilizar la ya mencionada técnica es la retenciéon de la
biomasa dentro del ambiente en el cual se trabaja y facil separacion de las células

y sus productos metabdlicos (Moreno-Garrido et al., 2008)

1.3.4. Degradacion de contaminantes organicos por microorganismos

inmovilizados.

La inmovilizacibn de microalgas en polimeros para el tratamiento de aguas

residuales se basa en el principio de mantener las células vivas metabdlicamente
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activas dentro del gel el mayor tiempo posible. Durante este tiempo tienen
movilidad muy limitada. Después de la sorcion de los contaminantes por las
microalgas, las aguas limpias se difunden fuera de los polimeros y se recogen, y el

proceso puede repetirse varias veces.

Las perlas son la forma mas comudn para su aplicacibn con organismos
inmovilizados, se hacen dejando caer poco a poco la mezcla de alginato con
microorganismos a través de un pequefio orificio, usando una jeringa o equipo
especifico disefiado para tal fin enviado por medio de una bomba peristaltica.
Generalmente, la resistencia mecéanica del polimero final aumenta con el aumento
de la concentracion de los mondémeros (alginato de sodio) y el agente de
reticulacion utilizado (Ca?*). Con el aumento de la dureza, el tamafio de poro de la
perla de alginato de calcio disminuye (De Bashan & Bashan, 2010).

Moreno-Garrido (2005) realiz6 estudios sobre el crecimiento de las células
inmovilizadas y la estabilidad de cuentas de alginato de calcio en un experimento
de 17 dias con 11 especies de microalgas marinas, encontrando que la estabilidad

de las cuentas puede también depender de la especie inmovilizada.

No existen condiciones ideales de inmovilizacion en alginato de calcio que
cumplan con los requerimientos de cada microorganismo. Sin embargo, las
propiedades esenciales de todas las cuentas de alginato deben ser alta estabilidad
mecanica y quimica, propiedades de hinchamiento controlables, y bajo contenido
de contaminantes toxicos, pirébgenos e inmunogeénicos (Smidsrgd & Skjak-Braek,
1990).

En la mayoria de los casos, la inmovilizacibn es benéfica para los
microorganismos atrapados. Aparte de los efectos positivos directos, tales como
evitar depredacion por el zooplancton agresivo y reduccion de la competencia por
los nutrientes con otras especies microbianas, se han registrado varias mejoras en
el metabolismo, la funciébn y el comportamiento de las microalgas. La
inmovilizaciobn en perlas de alginato de las microalgas, Botryococcus braunii

Botryococcus protuberans, produjo un aumento significativo en la clorofila, los
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carotenoides y los lipidos durante la fase de crecimiento estacionaria, en
comparacion con las células de vida libre, y la fotosintesis en ambas especies se
mejor6 con respecto a las células libres, la senescencia se retraso
considerablemente. Sin embargo, como inconveniente, se puede decir que la
inmovilizacidon o encapsulacion de microorganismos en polimeros ejerce una
tension significativa sobre los microorganismos debido a las fuerzas quimicas y las
interacciones entre la matriz de inmovilizacion y la pared celular. El confinamiento
en un espacio limitado también afecta el metabolismo de los microorganismos. El
efecto mas notable, detectado hace décadas en bacterias inmovilizadas, es la
reduccion de la poblacién inmovilizada, en comparacion con la poblacién antes de

la polimerizacién (De-Bashan & De-Bashan, 2010).
1.4 Determinacion de HAPs en muestras acuosas

En la actualidad existen diversos métodos para el analisis de HAPs en agua. Entre
ellos se encuentra la cromatografia de gases acoplada a un detector de masas
(Método EPA 8100) o por cromatografia de liquidos acoplada con un detector
UV/Vis ylo fluorescencia (Método EPA 8310). Como generalmente las muestras a
analizar contienen elementos que contaminan o dificultan la cuantificacion de los
HAPs, se realizan comiUnmente métodos de extraccion y separacién selectiva
(Método EPA 8310).

1.4.1 Extraccion de HAPs reportados en la literatura

Debido a los bajos niveles de HAPs presentes continuamente en las muestras, es
generalmente necesario hacer un paso de pre-concentracion. El mas usado es por

medio de la extraccién en fase soélida (EFS), que ha venido remplazando a la
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extraccion liquido-liquido clasica. La EFS puede ser llevada a cabo utilizando una
variedad de adsorbentes presentados en cartuchos o discos, siendo ambos
utilizados para obtener extractos para la determinacion de HAPs con técnicas en
linea y fuera de linea (El Harrak, 1998). Una fase estacionaria (o adsorbente) Cis
es la mas comunmente utilizada para la EFS de HAPs, debido a su capacidad
para separar una gran variedad de solutos con buena resolucion, selectividad y
eficiencia. Debido a su baja solubilidad en agua, los HAPs tienden a ser
adsorbidos en las paredes y superficies del objeto con el que entran en contacto.
Por lo tanto, se debe afiadir un solvente a la misma antes de realizar la EFS, con
el objetivo de aumentar la solubilidad del HAP (Kayillo, 2006). Los solventes
organicos como el metanol, acetonitrilo e isopropanol son algunos de los que se
han utilizado teniendo diferentes resultados. El problema principal de agregar
disolvente a la muestra aparece cuando se quiere trabajar con analitos de bajo
peso molecular y mayor polaridad, los cuales son menos retenidos en el
adsorbente o fase estacionaria y se recuperan junto con interferencias en el
extracto. Al inyectar estos al cromatografo aparece al principio del cromatograma a

tiempos de retencién similares a los analitos que se buscan. (El Harrak, 1998).

La EFS se utiliza para el manejo de muestras liquidas, pero una variante de esta
técnica es la DMFS que maneja muestras sélidas, de manera similar a la EFS con
la diferencia de que la muestra es incorporada con el adsorbente formando una
fase estacionaria de caracter Unico (Barker , 2000). Mas adelante se daran, con

mas detalles de estas dos técnicas de extraccion con adsorbentes y de la CLAR.

30



Tabla 1.4.1 Técnicas y analisis de HAPs utilizando microorganismos.

diferentes técnicas de extraccion y analisis para HAPs.

Autor Organismo Analitos Extraccién | Analisis
(afo)
Borde et al | Algas Fenantreno, | EPD CLAR-UV
(2003) (Chlorella fenol y y CG-
sorokiniana) y | salicilato. DCE
bacterias
Lindquist vy | Microalga. BaP ELL CLAR-
Warshawsky | Selenastrum UV;EM
(1985) capricornutum
Gramss G et | Cultivo de | Fenantreno, | EPD-AU CLAR-DF
al. (1999) hongos antraceno,
perileno,
pireno
Hong et al Algas Fluoranteno | ELL y | CG-EM
(2008) diatomeas y fenantreno | EPD-AU
Ke et al. |Algas Fluoreno, ELL CG-EM
(2010) Selenastrum | fenantreno,
capricronutum | fluoranteno
y BaP
Lei (2007) Microalgas. Fluoranteno | ELL CG-DIF
Chlorella, y pireno
Scendesmus
y
Selenastrum
Warshawsky | Mdltiples BaP y | ELL CLAR-
(1995) Microalgas metabolitos CF.ECL
Olmos S. BaA, BaP, | DMFS, CLAR

A continuacion se presenta la Tabla 1.4.1 con referencias donde se han utilizado

31



Espejel et | capricornutum | Benzo (b) | EFS
al. (2013) fluorantreno,
Benzo (k)
fluorantreno
Garcia de | Selenastrum BaP DMFS, CLAR-
Llasera et | capricornutum EFS. UVv.
al. (2016) y
Scenedesmus
acutus
Garcia de Selenastrum | BaA DMFS CLAR.
I(_Blgfgga & capricornutum ,EFS.
Cicourel y
(2017) Scenedesmus
acutus

*EPD=extraccion por disolventes; CLAR-UV: Cromatografia de liquidos de alta resolucién
acoplada a Ultra Violeta; AU= Asistida por ultrasonido; ELL= Extraccién liquidio-
liguido;CLAR=Cromatografia de liquidos de alta resolucién; UV= Detector ultravioleta,
CG= Cromatografia de gases; DCE=Detector de captura de electrones EM=
Espectrémetro de masas; DIF=Detector de ionizacion de flama; CF=Colector de
fracciones: ECL= Espectrémetro de centelleo liquido; DMFS= Dispersién matriz de fase

sélida; EFS= extraccion de fase sélida.

1.5. Cromatografia de liquidos
Principios y parametros generales

La cromatografia de liquidos de alta resolucion es una técnica de analisis quimico
ampliamente utilizada que permite separar fisicamente y cuantitativamente los
distintos componentes de una solucién gracias a la adsorcion selectiva de los
constituyentes de una mezcla. Consta de dos fases: una fija que suele llamarse
fase estacionaria, y una movil (fase movil) la cual fluye permanente durante el

analisis, y que en este caso es un liquido. (Skoog., 2005).
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Un equipo para CLAR puede ser representado esquematicamente por la siguiente

figura:
Fase Bomba Valvula Columna [~
mévil inyectora.
— 5! Detector Integrador

Figura.1l.5 Esquema de los componentes de un CLAR

La fase moévil puede ser un disolvente puro o una mezcla de disolventes, algo
importante es que deben ser grado cromatografico, esto implica un 99% o mas de
pureza para evitar contaminantes que puedan interferir en la elucion de la muestra
o bien gue contengan algunas pequefias particulas que puedan tapar la columna;
por lo que es necesario filtrarlos antes de que entren a la columna. Dependiendo
del equipo, cuando se trata de una mezcla de disolventes, se puede o no
programar la bomba para que tome las cantidades adecuadas de cada disolvente
gue se enviara a la columna, o bien, algunas otras bombas (las mas antiguas) no
tienen la capacidad de realizar esta mezcla y por lo tanto esta se tiene que
preparar por el usuario. Aparte cuando la composicién de la fase movil durante
toda la separacion se mantiene constante, se denomina elucion isocrética. En este
caso, la bomba envia el disolvente hacia la columna pasando por la valvula
inyectora que es una valvula de seis vias que permite introducir la muestra
contenida en el “loop” o bucle de volumen calibrado. Luego de que se produzca la
separacion en la columna, los componentes de la mezcla pasan al detector, el cual
da una sefial eléctrica proporcional a la cantidad de materia; esta sefial es enviada
al registrador que a su vez da un cromatograma con picos compuestos con
diferente intensidad en funcién del tiempo, en el cual lo ideal es obtener picos
gaussianos los cuales corresponden cada uno a un componente diferente de la
muestra. (Snyder, 1992). Cuando la elucibn es en gradiente, se envia una

composicién variable de la fase mévil hacia la columna para ir aumentando
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gradualmente su fuerza eluente. Con ello puede conseguirse una mejor resolucion

de mezclas complejas y rapidez.

Algunos de los detectores mas usados en acoplamiento con los cromatografos de
liquidos son: detectores de absorbancia, detectores de fluorescencia, detectores
de indice de refraccion, detector de dispersion de luz, detectores electroquimicos,

detectores por espectrometria de masas.

El procesamiento de las sefiales se efectia por medio de un integrador. El
integrador calcula el area de cada pico, la cual se puede relacionar con la
concentracion del componente si se tiene una curva patron. Si no se cuenta con
ella, sélo seria cualitativa la medicién de los analitos. Debido a que los detectores
gue se usan en estos equipos no son destructivos, es posible recuperar los
productos que salen de él, y de esta manera realizar otro tipo de separaciones
(por ejemplo) analiticas. El procesamiento de las sefiales también depende del

tamano del “loop”, de la columna y del tipo de bomba (Snyder, 1997).
1.5.1 Parametros generales

El volumen de fase movil (o tiempo tr) necesario para transportar la banda de
soluto desde el punto de inyeccion a través de la columna, hasta el detector, en el
punto maximo del pico del soluto, se define como volumen de retencion (Vr). El
volumen muerto (Vo) representa el volumen que se requiere para el paso de un
analito no retenido en la columna, también se le define con unidades de tiempo y

es el to o tiempo muerto tm.

Factor de retencién

Antes conocido como factor de capacidad (k’), el factor de retencion es un
pardmetro experimental importante que se utiliza para describir las velocidades de
migracion de los solutos en columnas. Para el soluto A, el factor de retencion, k'a

se define como:

k’a=Ka*Vs/Vu
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Donde Ka es la constante de distribucion del soluto A, Vs es el volumen del soluto
en la fase estacionaria y Vm el volumen del soluto en la fase moévil o para

calcularse directamente del cromatograma con la formula:

K" =(tr-to)/to
Donde tr es el tiempo de retencién y to es el tiempo muerto. (Skoog et al., 2001).
Selectividad

El factor de selectividad a de una columna para dos solutos, A y B, se define como
la relacion de la constante de distribucion del soluto retenido con mas fuerza, B, y
la constante de distribucion del soluto retenido con menos fuerza. Resulta
importante mencionar que el factor de selectividad también es la relacion entre dos
factores de capacidad (k).

K s
K a

a=

Donde k’s es el factor de la capacidad de la especie retenida con mas fuerza,
especie B, y k’a es el factor de capacidad de la especie retenida con menos
fuerza, es decir, la especie A, que eluye mas rapido. Lo mismo para K de acuerdo

con esta definicidn, a siempre es mayor que la unidad (Skoog et al., 2001).

Eficiencia
La eficiencia de una columna cromatografica depende del ensanchamiento de la
banda cromatografica que ocurre cuando un compuesto pasa a través de la
columna.
La eficiencia de una columna puede determinarse a partir de un pico del

cromatograma mediante la siguiente ecuacion:

N=5.54(tr/W12)"2

Donde tr es el tiempo de retencidn del pico y W12 es ancho del pico medido a la

mitad de la altura del mismo.
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Para las mediciones cuantitativas de la eficiencia de las columnas cromatogréaficas
se emplean dos términos: (1) altura del plato H y (2) cantidad de platos o niUmero

de platos tedricos N. Los dos estan relacionados por la ecuacion:

N=L/H

Donde L es la longitud del empaque de la columna (en cm). La eficiencia de las
columnas cromatograficas aumenta a medida que es mayor el nimero de platos N
y la altura H es menor. Se observan grandes diferencias en la eficiencia de las
columnas como resultado de las diferencias en el tipo de columna y de las fases
movil y estacionaria. En términos de namero de platos tedricos, la eficiencia puede
variar desde unos centimetros hasta varios cientos de miles. La altura de los
platos varia desde unas décimas hasta milésimas de centimetro y son comunes

incluso mas pequefias (Skoog et al., 2001).
Resolucién

Es una medida cuantitativa de su capacidad para separar dos analitos A y B. La

resolucién de cada columna y base se puede calcular con la relacion:
Rs=[K"/(1+K)][ (a-1)/ a][(N¥2)/4]
Donde k™ es el factor de capacidad, a es el factor de selectividad, N es eficiencia.

Se puede mejorar la resolucion para una fase estacionaria determinada alargando
la columna, lo que incrementa el numero de platos. Sin embargo, una
consecuencia adversa de afiadir platos es un incremento en el tiempo necesario

para la separacion de los componentes (Skoog et al., 2001).
Cromatografia de fase reversa (inversa):

Este tipo de cromatografia es la mas comunmente usada y se emple6 en el

presente trabajo. Por esta razén se describe brevemente a continuacion.

La cromatografia de reparto en fase reversa utiliza un empaque enlazado

hidrofobico, usualmente con un grupo funcional octadecilo (C-18) u octilo (C-8) y
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una fase movil polar, frecuentemente una fase movil polar parcial o totalmente
acuosa. Conforme aumenta el caracter hidrofébico de los solutos, la retenciéon
aumenta. El agua es el eluyente mas débil. EI metanol y el acetonitrilo son
disolventes populares porque tienen baja viscosidad y son faciles de conseguir
con excelente pureza. En cromatografia de fase inversa la fuerza de la retencion
solo se da por la interaccion favorable del soluto con la fase estacionaria, sino
también por el efecto del disolvente de la fase movil para forzar al soluto hacia

dentro de la capa hidrocarbonada enlazada.

La técnica de fase inversa en sus varias formas es el modo mas ampliamente
utiizado en CLAR el cual incluye cerca de la mitad de los métodos de
cromatografia liquida. Esta técnica es la que probablemente proporcionara
retencion y selectividad Optimas cuando los compuestos no tienen grupos para
enlaces de hidrégeno o no tienen un caracter predominantemente alifatico o
aromatico. EI método es muy apropiado para separar solutos con base en el

tamafo y estructura de los grupos alquilo. (Skoog., 2005).
1.5.2 Extraccion con adsorbentes
A. Extraccion en fase sélida

La extraccion en fase soélida es una técnica simple para el tratamiento de muestra
gue consiste en pasar una muestra liquida a través de un sorbente empacado
comunmente en un cartucho. Los analitos o analito a ser determinado en conjunto
con sus interferencias son retenidos en el sorbente por diferentes mecanismos.
Los analitos son eluidos del sorbente en un pequefio volumen de solvente y por lo
tanto son concentrados; la funcion de la extraccion en fase solida también es la
de limpiar la muestra. En el primer caso se pueden manejar directamente
muestras liquidas y en un segundo caso los solidos, gases o liquidos pero
usualmente después de haber pasado por otra técnica de tratamiento de muestra.
La técnica tiene multiples ventajas como es su capacidad para hacer pre-

concentracion, separacion y flexibilidad ya que el sorbente y solventes apropiados
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pueden ser ajustados dependiendo de las caracteristicas de la muestra (Marce &
Borrull, 2000).

En la figura 1.5.3.A se presentan los pasos generales a seguir durante un proceso

de extraccion en fase solida.

Carga de muestra.
Lavado/ = Lavados Elucién
acondicionamiento.
20408
L K ' * [ TAWANYLY O O 0O

L@ Contaminantes
O Analito

Figura 1.5.2.A Fases en el proceso de extraccion en fase sélida

La EFS siempre consiste en 4 pasos sucesivos, como es ilustrado en la Fig.
1.5.3.A. Primero, el sorbente solido debe ser acondicionado utilizando el solvente
adecuado, seguido por el mismo solvente en el que se encuentra la muestra. Este
paso es crucial ya que permite “mojar”’ el material de empaque vy la solvatacién de
los grupos funcionales. Ademas, esto remueve posibles contaminantes que hayan
estado contenidos en el material de empaque o en el sorbente; también remueve
aire que podria estar en la columna y llevan el vacio con solvente.

Tipicamente para un sorbente de fase reversa (como la silice C18) se suele utilizar

metanol, seguido por agua o un buffer acuoso cuyo pH y fuerza i6nica son
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similares a la muestra. Se debe tener cuidado en el no permitir que el sorbente se
seque en cualquiera de los pasos, de lo contrario los analitos no podran ser
eficientemente recuperados y se obtendran recobros pobres, en el caso de ocurrir

se debe reacondicionar (Camel, 2003).

El segundo caso es el paso de la muestra a través del sorbente. Dependiendo del
sistema utilizado, los volumenes pueden ir de 0.1 mL a 1 L. La muestra puede ser
aplicada a la columna por gravedad, bombeo o aspiracion por vacio. El flujo por el
cual la muestra atraviesa el sorbente debe ser los suficientemente bajo como para
permitir la retencion eficiente de los analitos, y lo suficientemente alto para evitar
pérdida de tiempo. Durante este paso los analitos se concentran en el sorbente.

El tercer paso es el lavado de interferentes del sorbente sélido con un solvente
gue tenga la fuerza de elucidn correcta para eliminar contaminantes pero que
mantenga la retencion del analito.

Un paso de secado es recomendable, especificamente para matrices acuosas,
esto remueve rastros de agua del sorbente. Al eliminar la presencia de agua del
extracto final se puede evitar el hacer dafo al analisis. El Ultimo paso consiste en
la elucién de los analitos de interés por un solvente apropiado, esto quiere decir
que se buscara solamente eluir al analito. El volumen del solvente debe ser
ajustado de manera tal que exista una recuperacion cuantitativa de los analitos y
ademas el flujo debe ser correctamente ajustado para asegurar una eluciéon
eficiente (Camel, 2003).

B. Dispersion de Matriz de Fase Solida

En la técnica de extraccion por Dispersion de Matriz de Fase Sdlida (DMFS), la
muestra soélida o semi-solida es colocada en un mortero de agata o vidrio que
contiene al sorbente, como podria ser silice C18. El sorbente y la muestra son
mezclados manualmente utilizando un pistilo de vidrio o agata por 30 segundos,
es decir que la muestra se dispersa en el adsorbente. Se pueden afnadir

estandares internos o dopar la muestra antes de este paso. El material mezclado
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es transferido y empacado en una columna adecuada para permitir el paso de los
solventes que harén los lavados posteriores. Dentro de la columna se empaca la
mezcla de muestra y sorbente que le da caracteristicas Unicas para poder separar
a los analitos. De esta manera un solvente apropiado o secuencia de solventes
puede ser utilizado para limpiar a la columna o directamente aislar el analito. Se
pueden utilizar co-columnas que consisten en otras fases soélidas u otro tipo de
soportes que ayudardn en mayor limpieza de la muestra o en mejorar la

purificacion del analito (Barker, 2007).

En la figura 1.5.3.B se presenta el proceso de dispersion de matriz de fase sélida,

desde cdmo es que se mezclan las diferentes fases hasta la elucion del analito.

Muestra

¢ 9 *
$36 e
=0

mEp- Mezcla *
<gmm Frit
|
Soporte sélido Eluente Compresian

® \ 4

Figura 1.5.3.B Fases en el proceso de dispersion de matriz de fase solida
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En la figura también se ejemplifica como el soporte sélido es mezclado con la

muestra en un mortero, posteriormente en un cartucho, al cual previamente se le

ha colocado un tapdn poroso, se afiade la mezcla anterior. Después de un paso

de compresion se le hace pasar un eluente del cual se recuperan los analitos de

interés.

En la tabla 1.5.3 se presentan ejemplos de métodos de determinacion de HAPs

gue se han encontrado en la literatura.

Tabla 1.5.3 Cuadro comparativo de la extraccibn con de HAPs en muestras

complejas.
Técnica | Matriz HAPs a | Concentracién Extraccion Recuperacion Referencia
determinar
EFS Agua B(b)F,B(k)F,B( | 100 ng/L 5 mL HXN | EFS 95-104% Garcia-
potable a)P, BaP-10 ng/L reconstituir Flacon et al.
B(ghi)P,1(1,2,3 en 05 mL 2004)
)P.F1.B(a)A, ACN.
DB(ah)A, BEP
EFS Agua de | NAF, ACE, | 5 mg/L 75% ACN N.R. Oliferova et
rio, agua | ANT, PIR al. . 2005
de mar,
agua
potable,
agua de
manantia
I
EFS Agua 16 HAPs 100 ng/L 12 mL de | 70-95% Bussetti et
residual 90:5:5 al. 2006
HXN:ACN.IP
A. Evaporar
y reconstituir
a lmL IPA.
DMFS Sediment | 27 HAPs 310- a 5120 | Diclorometan | 94.2-101.3% Sanchez
0s ng/g o6 mL Brunete et al.
marinos 2007
DMFS Lodos de | 17 HAPs 0.0001- Diclorometan | 76.3% to | Pena et al.
aguas 0.005 ng/g o/metanol 103.6%. 2008
residuale 6mL
s
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DMFS Suelos 16 HAPs 0.01 and 0.6 pg | Hexano/acet | 43-99% Pena et al.
g ona 6mL 2007

NAF: Naftaleno, ACE: acenaftileno, ANT: antraceno, PIR: pireno.

En la tabla 1.5.3 se puede apreciar los diferentes tipos de matrices que han sido
trabajadas demostrandonos la flexibilidad de las técnicas analiticas y la capacidad
de las mismas para trabajar diferentes HAPs y rangos de concentracion.
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2. Materiales y métodos

2.1 Equipos y accesorios cromatograficos:

Bomba cromatogréfica Pro Star 210 (Varian, EUA)

Detector espectrofotométrico de arreglo de diodos 9065 Polychrom Diode Array
(Varian, EUA)

Software Poly View, Varian Star 4.5 Workstation (Varian, EUA)

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

Columna analitica, HYPERSIL Green PAH, tamafio de particula 5
um,dimensiones: 100 x 4.6 mm, empacada con fase inversa C18 (THERMO
SCIENTIFIC, EUA)

Inyector manual, Rheodyne 7725 (i), IDEX Health and Science Group, EUA), con
bucle de inyeccion de 20 umL

Jeringa MICROLITER #710 (HAMILTON , EUA)

Espectrofotdmetro Spectronic Genesys 5 (ThermoScientific, EUA)

Bafio de ultrasonido modelo 1510 (BRANSON, EUA)

Balanza analitica AV114 (OHAUS, EUA)

Autoclave eléctrica 240 EL (TUTTNAUER, DEU)

Lamparas fluorescentes de 14 Watts (OSRAM, México)

Agitador orbital (THERMO SCIENTIFIC, EUA)

Parrilla de agitacion magnética (DAIGGER, EUA)

Centrifuga 225 (THERMOSCIENTIFIC, EUA)

Campana de flujo laminar 11231 BBC 86 (BIOBASE , China)

Agitador con control de temperatura OSI-600R (JEIOTEC, Corea)

Bomba 110B Solvent Delivery Module (BECKMAN, EUA).

Microscopio 6ptico marca National, modelo B2-220 (Carnation, WA, EUA)

2.2 Material

Asa bacteriolégica en anillo.

Mecheros de Bunsen.

Silice C18 (SUPELCO PAR, EUA)

Celdas de plastico para lectura en espectrofotometro regién visible, 10 nm paso
optico

Portaobjetos y cubreobjetos

Sistema de esterilizacion aséptico Sterifil (MILLIPORE, EUA)

Filtro de nitrocelulosa con tamafio de poro de 0.22 um y 47 mm de diametro par a
el sistema Sterifil (MILLIPORE, IE)

Matraz Kitasato de 250 mL

Cartuchos de empaque para extraccion en fase sdlida de 6 mL (VARIAN, EUA)
Micropipeta 100-1000 uL (EPPENDORF, EUA)

Pipeta graduada de 5 mL

Frites de polietileno

Vaso de precipitados de 150 mL

Matraces volumeétricos de 5y 100 mL
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Matraces Erlenmeyer de 50 y 125 mL

Probetas de 10 mL

Pipetas Pasteur de vidrio

Tubos de vidrio para centrifuga de 15 mL

Viales con tapéon de rosca de 10 mL

Papel estraza

Bulbos para pipeta

Temporizador (“timer”) para ciclos de luz/oscuridad

Propipeta

Lamparas con foco de luz amarilla de 20 Watts (OSRAM , México)
Jeringa de 20 mL con adaptador

Mortero y pistilo de &gata de 20 mL

Columna de vidrio para discos de alginato de fondo abierto de 10 cm.
Columna de vidrio para discos de alginato de fondo cerrado de 10 cm.

2.3 Reactivos y disolventes

Estdndar de Benzo(a)antraceno y Benzo(a)pireno, pureza >99 %
(CHEMSERVICE, EUA)

Nitrato de sodio (NaNOs) (MALLINCKRODT, IE)

Cloruro de calcio dihidratado (CaClz -2H20) (SIGMA-ALDRICH, EUA)
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSOa4-7H20) (J.T.BAKER, EUA)
Fosfato dibésico de potasio (K2HPO4) (J.T.BAKER, EUA)

Fosfato monobasico de potasio (KH2 PO4) (J.T.BAKER, EUA)

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

Peptona proteasa (MCD Lab, México)

Agar bacteriolégico(MCD Lab, México)

Alginato de sodio (SIGMA ALDRICH, EUA)

Cloruro de calcio (SIGMA ALDRICH, EUA)

Citrato de sodio (SIGMA ALDRICH , EUA)

Metanol grado CLAR (J.T.Baker, EUA)

Acetonitrilo grado CLAR (J.T.Baker, EUA)

Isopropanol grado CLAR (J.T.Baker , EUA)

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

Agua destilada (CONQUIMEX , México)

Alcohol etilico (CONQUIMEX , México)
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2.4 Esquema general de trabajo

Como se aprecia en la figura 2.1, la experimentacion usada en este trabajo se
divide en las tres secciones siguientes: 1) Metodologia analitica, 2) Manejo de
microalgas, 3) Desarrollo de columna.

R i . : Trabajo ' R it

Manejo de —> Metodologia
microalgas ' : analitica
1

Seleccion de
longitud de onda

_""_""& | Seleccién de
condiciones para

Bioensayo en
Crecimiento de matraz en discos
Selenastrum
capricornutumy

Scenedesmus acutus

Disefio de columna
estatica y con flujo

Optimizacién del
disco

L - & _______
e : ' Dispersion en matriz |
i 1
: Bioensayos en , : ot (i |
| columna ! | e fase sdlida !
_______________ 1 1 1
v ' i
e 1 1 I
' Desinmovilizacion | : |
|
| algal | ’ | |
e e e e e e - 1 L e e e e e e e e e e e e m— !

Figura. 2.1. Esquema general de trabajo
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2.5 Metodologia analitica

Para efectuar el analisis cromatografico de los HAPs se utilizé una columna de
fase inversa C18 HYPERSIL Green PAH y MeOH al 100% como fase movil con un
fluo de 1 mL/min a temperatura ambiente. La deteccion se realiz6 con un
espectrofotometro UV/Vis de arreglo de diodos a la longitud de onda de maxima

respuesta.
2.5.1 Seleccién de longitud de onda

Se elaboré una solucion de 1 mg/L para cada uno de los HAP en estudio y se
inyectd en el cromatografo. Se realizaron barrido de 200 a 450 nm utilizando el
detector de arreglo de diodos UV-Vis para obtener los espectros de absorcion de
los picos de elucién obtenidos en los cromatogramas que se muestran en las
figuras 3.1 y 3.2. Con estos barridos se determinaron las longitudes de maxima

absorcion (Amax) para cada uno de los compuestos estudiados.
2.5.2 Extraccion en fase sélida (EFS)

Para efectuar la extraccion en fase solida del BaP y el BaA del agua potable
posterior a los bioensayos de exposicidn, se utiliz6 como referencia la metodologia
reportada por Olmos-Espejel (2013) en cultivos liquidos de microalgas libres. Se
us6 el método de Bernal-Toris (2015) para los hidrocarburos captados en el
alginato. En la extraccion se utilizaron cartuchos de 6 mL, a los cuales se les
introducia un tapon poroso, posteriormente 300 mg de silice Supelclean C18 y
después otro tapdén poroso sobre la silice para comprimirla. El acondicionamiento
y la implementacion de la secuencia de elucién en el cartucho empacado se
realizaron a un flujo de 3 mL/ min aplicado mediante vacio. Las condiciones de la
EFS para los HAPs se describen a continuacién por separado para la preparacion

de la muestra acuosa y para la de alginato.

La activacion del adsorbente se realiz6 antes de la extraccion de los HAP, para lo
cual se le hizo pasar a la silice C18 1 mL de metanol por gramo. Este proceso se

le realiz6 a toda la silice utilizada para EFS o DMFS.
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e Extraccion de HAPs del agua potable

Para la extraccion de los hidrocarburos que se encontraron en agua potable, el
adsorbente fue acondicionado previamente con 3 mL de ACN, y posteriormente
con 10 mL de agua destilada. Para la carga de la muestra, se tomaron los 15 mL
de agua potable en donde se expusieron las microalgas para hacerlos pasar por el
cartucho. Mientras tanto se hacia un lavado del matraz o recipiente donde se
realizé la exposicion con 10 mL de isopropanol al 20% en agua para remover los
hidrocarburos que se pudieron adherir a la superficie. Estos 10 mL de isopropanol
resultantes se hicieron pasar también por el cartucho después de los 15 mL del
agua potable. El siguiente paso fue realizar la eliminacién de interferentes con
‘lavados” que consistieron en hacer pasar al cartucho 5 mL de agua destilada, 4
mL de una mezcla agua:acetonitrilo 90:10 viv .y 3 mL de una mezcla
agua:acetonitrilo 45:55 v/v. Por ultimo, se realizé la elucidbn de los analitos
utilizando 4 mL de acetonitrilo 100% a gravedad para llevar a analisis este extracto
por CLAR-UV.

e Extraccion de HAPs del alginato

Para la extraccion de los hidrocarburos que se retuvieron en el alginato que
conformaba las cuentas, durante la exposicion se utilizaron cartuchos con 300 mg
de silice C18 acondicionados de la misma forma que en la seccion anterior. Para
la carga de la muestra, se pasaron los 15 mL provenientes de la
desinmovilizacion algal (ver seccion 2.9) la cual consiste de una mezcla de
alginato y citrato de sodio, a través del cartucho con silice C18. Las microalgas
fueron separadas previamente mediante centrifugacién. Posteriormente, se aplico
una secuencia de elucion que incluia los lavados con el orden siguiente: 30 mL de
agua destilada, 4 mL de una mezcla agua: acetonitrilo 90:10 v/v y 3 mL de una
mezcla de agua: acetonitrilo 45:55 v/v. Por ultimo, para la elucién de los HAPs se
usaron 4 mL de acetonitrilo a gravedad para llevarlo a

analisis por CLAR-UV.
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2.5.3 Dispersion de Matriz de Fase Sélida (DMFS)

Para lograr la extraccion de los HAPs de la biomasa resultante de los bioensayos
de exposicidén, se utilizO como guia el método desarrollado por Diaz-Flores
(2013): Se toman 5 mg de biomasa seca y se dispersan en un mortero de agata
con 100 mg de silice C18 Supelclean, previamente activada, hasta obtener una
pasta homogénea. Esta mezcla se empaca entre dos tapones porosos en un
cartucho de 1 mL. La secuencia de elucion consistio de lavados de 10 mL de
agua, 5 mL de agua:acetonitrilo 80:20 v/v y 1.5 mL de agua: acetonitrilo 60:40 v/v.
Por ultimo se realizé una elucién de los analitos con 1 mL de mezcla agua:

acetonitrilo 10:90 para llevarlo a andlisis por CLAR-UV.

2.6 Microorganismos

Se utilizaron las especies Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus,
adquiridas de la coleccién de cultivos de algas de la Universidad de Austin, Texas
(UTEX, EUA). Estas fueron cultivadas en condiciones axénicas. El medio liquido
utilizado para el crecimiento de las microalgas fue el medio Bristol (Tabla 2.6.1)
esterilizado en una autoclave eléctrica a 121 °C y 15 psi durante 30 minutos para
su posterior sembrado con las especies ya mencionadas. A los medios de cultivo
liguidos trabajados se les hizo la adicion de 1 mg/mL de proteosa-peptona. Aparte,
el medio Bristol también fue usado para mantenimiento de las cepas, se le agregé

16 mg/mL de agar ademas de 1 mg/mL de proteosa-peptona.

La siembra de las algas en medio solido o liquido se hizo por medio del asa
bacteriolégica en anillo, haciéndose pasar microalgas del cultivo sélido de
crecimiento al medio de cultivo liquido estéril en una zona aséptica. Una vez
sembrados, los cultivos liquidos de 150 mL tardaron alrededor de 20 dias para
llegar a la absorbancia de trabajo (Abs=1), tiempo que dependié de la especie.
Asi, S. acutus tardo en crecer hasta Abs=1 en 22 dias y S. capricornutum en 19

dias. El crecimiento se realiz6 en una camara a temperatura ambiente, con
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periodos de luz/oscuridad de 16/8 horas iluminadas con lamparas fluorescentes de
14 W en agitacién constante con un agitador orbital. El crecimiento de las algas
fue monitoreado semanalmente al tomar pequefias alicuotas del medio para medir
su absorbancia a 685 nm en un espectrofotdmetro de UV-Vis. Se utilizé dicha
longitud de onda, debido a que es la longitud de maxima absorbancia de la
clorofila. Se utilizé este método ya un valor de absorbancia igual a 1 mantiene una
relacion con la cantidad de células por mililitro de cultivo con valores de 6.15x10°
cel/mL para Scenedesmus acutus y 6.75x10° cel/mL para Selenastrum
capricornutum, de acuerdo a lo reportado por Olmos-Espejel, 2013. Para el caso
de los cultivos sélidos, al sembrarlos y dejar pasar una semana, se observé una
ligera tonalidad verde sobre el medio en los lugares donde se hizo pasar el asa, al
pasar 3 semanas toda la superficie del medio tuvo un color verde oscuro y

estuvieron listos para ser utilizados.

49



La tabla 2.6.1 presenta la composicion del medio Bristol y la Fig 2.6.1 ilustra como

se crecieron los cultivos algales tanto solido como liquido de las especies

S.acutus y S.capricornutum.

Tabla 2.6.1. Composicion de medio Bristol. Bischoff & Bold(1963)

Componente Solucién Stock (g/L) | Cantidad a usar de | Concentracion final
en H,O Stock (mL) (M)
Macronutrientes
NaNOs 25.00 10 2.94x10°3
CaCl.-2H20 2.50 10 1.70x10*
MgSO4 7.50 10 3.04x10*
KoHPO4 7.50 10 4.31x10*
KH2PO4 17.50 10 1.29x10°3
NaCl 2.50 10 4.28x10*
Solucién de EDTA 1
EDTA 50.00 1.71x10*
KOH 31.00 5.53x10*
Solucién de hierro 1
FeS04-7H.0 4.98 1.79x10°
H2SO4 1
Solucién de Boro 1
HsBO3 11.42 1.85x10*
Solucion de metales 1
traza
ZnS04-7H,0 8.82 3.07x10°
MnCl,-4H,0 1.44 7.28x10°
MoOs3 0.71 4.93x10°
CuS04-5H,0 1.57 6.29x10°
Co(NO3)2-6H.0 0.49 1.68x10°
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Figura 2.6.1. A) Medio liquido S. acutus B) Medio liquido S. capricornutum C)
Medio sélido S. acutus D) Medio sdlido S. capricornutum.

2.7 Formacioén de perlas de alginato

Partiendo de lo reportado por Bernal-Toris (2015) para la preparacion de las perlas
de alginato, todo el material de vidrio o de plastico que lo permitiera y las
disoluciones de CaCl: fueron esterilizados con autoclave eléctrica por 30 minutos
a 121°Cy 15 psi. Las disoluciones de alginato fueron esterilizadas por filtracién en
sistema Sterifil en una zona aséptica. Se tom6 una muestra de 15 mL de cultivo de
microalgas (S. capricornutum o S. acutus) con absorbancia igual a 1, para
centrifugarla y formar un boton que fue resuspendido en 2 mL del sobrenadante
para ser mezclado posteriormente con 4 mL de alginato de sodio al 3 %,
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obteniendo asi una disolucion con 2 % de alginato de sodio y 6 mL de volumen
total. Esta mezcla fue goteada en una disolucion de 20 mL de CaCl> al 1%
contenida en un matraz Erlenmeyer utilizando una pipeta graduada de 10 mL.
Después de esperar un minuto, la solucion de CaClz es retirada del matraz,
decantando las perlas, que se guardaron en 15 mL de agua potable. En cada
ensayo se producian en promedio 90 perlas. El proceso se realiz6 en condiciones

aseépticas.
2.8 Optimizacion del disco

Se hicieron modificaciones a la metodologia de formacion de perlas anteriormente
descrita con el objetivo de lograr discos que cumplieran con las mejores
caracteristicas para poder implementarlos en la columna disefiada. La

optimizacién de las caracteristicas de estos discos se describe a continuacion.
2.8.1 Tamafio

Se decidi6 poner a prueba 3 tamafios de disco (4, 6 y 10 cm de diametro),
utilizando varios recipientes para su moldeo. Se prob6 con una caja Petri de 10 cm
de diametro, un frasco de 6 cm de diametro y un vaso de precipitado de 50 mL con
un diametro de 4 cm. Se tuvo como objetivo encontrar el tamafio de disco que

tuviera la mejor manejabilidad, reproducibilidad, estructura y gelificacion.
2.8.2 Solidez y transparencia

Se optimizo la relacidén porcentual de alginato vs. concentracion de CaCl. como
agente gelificante (agente endurecedor), lo cual se logré6 probando
concentraciones 1.5, 2, 25y 5 % de CaClz y de 5, 4, 3y 2 %; de alginato. Se
probaron cada una de las concentraciones de alginato con cada una las
concentraciones cloruro de calcio. La prueba se evalué con el color que adquirié el
disco, entre méas blanco mas endurecido fue el disco. Dado que esta dureza podria
traer problemas de permeacion, ya sea de nutrientes o los mismos HAP, se trato

de encontrar la combinacion que consiguiera un disco transparente, pero firme.
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También se optimizo el tiempo de contacto del alginato con el CaClz para lograr

mayor eficiencia de acuerdo a tiempos en el proceso.
2.8.3 Inmovilizacion de microalgas y pruebas de viabilidad

Una vez conseguidas las condiciones Optimas de preparacién de los discos de
alginato se procedio a inmovilizar a las microalgas usando 15 mL de cultivo con:
6.25x10° células/mL (1C), 12.5 x10°8 células/mL (2C) y 25x108 células/mL (4C)
para S.acutus y 6.6x10° células/mL (1C), 13.2x10% (2C) células/mL y 26.4x10°
células/mL (4C) para S.capricornutum, dejandolas en medio de cultivo
inmovilizadas en tres discos por cada concentracién de células durante un periodo
de 1 a 5 dias para después liberarlas y re-cultivarlas en medio nutritivo sélido.
Después de una semana se corroboré su crecimiento en el medio sélido. También
se realiz6 una desinmovilizacién de 3 discos para cada concentracion celular para
hacer un conteo de las células y observar si existi6 crecimiento durante su

permanencia en los discos durante el periodo de 48 h'y 160 h.
2.8.4 Agitacion y tamafio de matraz para la incubacién

Se experimento6 con el propésito de buscar el tamafio (50 mL, 125 mL, 250 mL) de
matraz Erlenmeyer adecuado para realizar la exposicién de las microalgas a los
HAPs en 15 mL de agua potable y encontrar asi cuales serian las revoluciones
por minuto de agitacion orbital (50 rpm, 75 rpm o 100 rpm) adecuadas para
minimizar el dafio fisico a los discos, para lograr la mayor difusion de los HAPs.
Primero se hizo una evaluaciéon con los discos sin microalgas, observando el
estado fisico de estos después de un periodo de 48 horas con agitacion orbital a
50, 75y 100 rpm, sin agregar HAP.

2.9. Preparacion de discos

Para poder garantizar que la campana de flujo laminar era una zona aséptica en la
preparacion de los discos, se utilizo 30 minutos de incidencia de luz UV previo al

uso. Una vez pasado este tiempo se hizo un lavado exhaustivo de manos y
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antebrazos, se encendio el flujo laminar en la campana y se procedié con el

trabajo experimental.

Para iniciar con la inmovilizacién de las microalgas, en discos una vez que se
encontraron suspendidas en la disolucién de alginato, se us6 un aspersor manual
plastico (botella plastico) conteniendo un volumen de 170 mL del CaClz (2%) para
asegurar su correcta dispersion en la superficie del disco. La previa recoleccion de
las microalgas se efectud por centrifugaron de 15 mL de cultivo con absorbancia
igual a 1; se desecharon 13 mL de sobrenadante para después de volver a
suspender en los 2 mL restantes. Usando una disolucion del alginato al 4% se
realizd la mezcla de alginato-alga de 2 mL de re-suspension y 4 mL de alginato,
como se ejemplifica en el esquema 2.9. Antes de meter la mezcla al recipiente se
coloco una capa delgada de CaClz en el fondo de un vaso de precipitado de 50 mL
con ayuda de un aspersor con el propésito de evitar que la mezcla alginato/alga
gue se agrega al vaso se adhiriera al fondo. El siguiente paso fue agregar al vaso
2 mL de mezcla y rociar aproximadamente 5 mL de CaCl: a esta mezcla de
alginato/alga, asegurandonos que el rocio fuera continuo y evitando gotas grandes
ya que esto afecta la calidad de la superficie y por lo tanto la repetibilidad de los
discos. Después de esperar 50 s, se agregaron entre 15 y 20 mL de la misma
solucién de CaClz con ayuda del aspersor. Se recomienda que la adicion de este
volumen se haga sobre las paredes del vaso con cierta presion, ya que esto
permite evitar la adhesién entre el alginato y el vidrio asegura que la cara del disco
qgue da hacia el fondo del vaso tenga una entrada suficiente de CaClz. para su
gelificacion adecuada. Este procedimiento se repitié para formar otros dos discos
cada uno con 2 mL de mezcla. Al pasar 2 minutos de la segunda adicion de CacClz,
se removio cada disco de su respectivo vaso para colocarlos en una caja Petri,
para que no se comprimieran. Los discos tuvieron un diametro de 3.7 cm, una
altura de 0.5 cm y un volumen de 2 cm?, teniendo un cuerpo translicido y una
superficie uniforme. Entonces, para cada exposicion en matraz se utilizaron 3
discos, los cuales contuvieron 9.2x107+134075 células totales para S. acutus
(teniendo 3.06x107 cel/disco, 1C) y 1.01x108+80167 células totales para S.
capricornutum (3.3x107 cel/disco, 1C). En lo que respecta a la formacion de

54



perlas, se prepararon igualmente 6 mL de mezcla alginato-alga y se gotearon en
cloruro de calcio con una pipeta graduada para obtener alrededor de 90 perlas. En

este caso se manejaron el mismo ndmero de células totales que para los discos.
Desinmovilizacion algal.

Para la desinmovilizacién algal, una vez terminada la exposicion, se tomg la forma
de inmovilizacion trabajada (perla o disco) y se sometid al método planteado por
Bernal-Toris (2015), en el que se toma la forma de inmovilizacion trabajada
correspondiente a 1 ensayo (3 discos o 90 perlas) y se sumergen en 10 mL de
citrato de sodio 10% m/v, dejando pasar varios minutos y bajo agitacion orbital
hasta asegurar la completa disolucion del gel. Posteriormente se centrifugd esta
mezcla durante 15 min a 3 000 rpm, para obtener un botén con la biomasa
liberada. El botén de biomasa se trabajé por DMFS como se menciona en el 2.5.3

y el sobrenadante con el alginato disuelto como se menciona en el punto 2.5.2.

A continuacion, se presenta el Figura 2.9 que consiste en ejemplificar el proceso
completo de preparacion de discos para los bioensayos.

15 mL de cultivo — Desechar 13 mL de Resus der haté
—P . . — penderbotanen  —gp
Ahbs=1 Centrifugar 13ming — H subrenadante JmL de sobrenadante
O 3500 .
2L de resuspensian | in bai
! e Material 30 min bajo i« ] >
. . Uz W, S —> caclh: 2% P
4L de alginato 4% [ *Hociar par
50 mL dentro CaCly
!
—> +15 mL de Hi.
> > +4ug de Hidrocarburo. —»RBi >
+2 mL de mezcla * M. Bloensayo
alga/alginato +5mL de CaCh
Disco o Desinmovilizacion. - Agua
—> L0 il de e —>
perla o o5 Centrifugar 15 min a potable
¥ e
i

Botdn ;

DMFS 4_'_(Biomasa) <+—— Sobrenadante IEFg
(Alginato disuelto)

Figura 2.9. Descripcion del proceso para la preparacion de discos-bioensayos-
extraccion

55



2.10 Bioensayos de exposicion

Como ya se mencion0, los discos se formaron de acuerdo al mismo procedimiento
que la formacion de las perlas (punto 2.7). La excepcion de que, en lugar de
producir el goteo de la mezcla de alginato/algas como en las perlas, se vertian 2
mL en un vaso de precipitado de 50 mL para después rociar un volumen de
aproximadamente 5 mL de CaClz al 1%, utilizando como molde el vaso de
precipitados. Se realizaron tres tipos de bioensayos de exposicion a los HAPs: 1)
en matraces (con perlas y discos), 2) en columna estética (con discos) y 3) en

columna con recirculacion (con discos), los cuales se describen a continuacion.
2.11 Bioensayos en matraces

Para realizar una comparacion de la remocion de las microalgas con ambas
formas de inmovilizacion (perlas y discos) y ambas especies por separado, se
realizaron bioensayos de exposicion preliminares en matraces con cada una de
las formas y cada especie de microalgas por separado con un tiempo de
incubacion de 1 h. Se colocaron 15 mL de agua potable en un matraz Erlenmeyer
de 50 mL para afadir posteriormente 4 ug de BaP solo, obtenidos de una solucién
estandar, y dejar en un agitador orbital SI-600R a las microalgas inmovilizadas
expuestas a luz amarilla durante una 1 hora a temperatura ambiente. También se
realizaron pruebas para cada forma del alginato en donde solo se colocaban
discos o perlas de alginato con HAPs pero sin microalgas (blancos) y discos o
perlas de alginato con microalgas sin HAPs (controles). La extraccién y
tratamiento del BaP para su posterior cuantificacion se realiz6 de acuerdo con lo
mencionado en la seccion 2.5. El porcentaje de recobro se calcul6 con la siguiente
férmula: porcentaje de recuperaciéon= 100 x (ng recuperados del medio liquido) +

ng adicionados.

Posteriormente se realizaron exposiciones a diferentes tiempos con las
condiciones de preparacion oOptimas de los discos: 4 cm de diametro, 4% de
alginato, 2% de CaClz. Las concentraciones de células usadas fueron para
S.capricornutum de 6.6x108 células/mL (1.01x108 células totales) identificada
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como 1C; 13.2x10° células/mL (2.01x102 células totales) identificada como 2C.
Para S.acutus se utilizd 6.25x10°8 células/mL (9.2x107 células totales en 15 mL)
identificada como 1C y 12.5x10° células/mL (1.01x10%8 células totales en 15
mL);identificado como 2C por tener el doble de la cantidad inicial probada (1C) .
Se expuso a los discos con cada una de las especies de microalgas a 0.266
ug/mL de BaP y BaA por separado en 15 mL de agua potable contenidos en un
matraz Erlenmeyer de 250 mL. Se utilizé un agitador orbital SI-600R para realizar

los ensayos.

Se manejaron tiempos de incubacién de 3, 6 y 15 horas. El porcentaje de
remocién se calculé con la siguiente formula: porcentaje de remocion=100x(ng
adicionados — ng recuperados del medio liquido)+ng adicionados. El porcentaje
(%) de degradacion se calculd6 con la siguiente formula: % de
degradacion=100x(ng adicionados — ng recuperados totales) + ng adicionados,
cuando se habla de ng recuperados totales se refiere a la suma de lo encontrado

en medio liquido més lo encontrado en biomasa.
2.12 Bioensayos de exposicion en columna estatica

Una vez determinadas las condiciones Optimas para el trabajo con discos en
matraz (15 h,1C), obtenidas de los resultados de los experimentos de la seccién
anterior, se comenzé el trabajo con la columna estética. La columna tiene la
capacidad de contener 6 discos soportados por rejillas de metal (Figura 2.12.1), lo
que corresponde al doble de discos que se utilizaron en los bioensayos en
matraces. Por lo tanto, se hizo lo mismo con la cantidad de hidrocarburo afiadido
por lo que para cada ensayo con columna se afiadieron 8 pg del hidrocarburo,
obtenidos de una solucion estandar, en cuestion en vez de 4 ug. En la columna se
pudieron colocar 74 mL de agua potable con los discos Yy las rejillas dentro de la

misma.

57



Se realizaron exposiciones para observar la remocion cuando:
a. No se colocaban microalgas en los discos (blancos).

b. Cuando se colocaban cada una de las dos especies de algas en diferentes

posiciones dentro de la columna.
c. Cuando se mezclaban las algas dentro del mismo disco.

Para poder mantener la reproducibilidad en los ensayos en columna, y asi realizar
comparaciones entre los experimentos, se manejé a la columna en 2 secciones
para su analisis cuantitativo y determinacién de la remocion. De esta manera se
analizaron los 3 discos de la seccion A (posiciones 1, 3, 5) y 3 discos de la seccion
B (posiciones 2, 4, 6) por lo que las cantidades de biomasa obtenidas con la

variable de su posicién y especie trabajada fueron evidenciadas.

En la Figura 2.12.1 se muestra la fotografia de la columna y en la Figura 2.12.2 el
esquema de localizacién de las posiciones de los discos y su relacién con los
ensayos respectivamente. Las exposiciones con las dos especies colocadas en
diferente, posiciones se les ha identificado como “Alternado” cuando se inici6 en la
parte superior con un disco de S.acut para inmediatamente debajo colocar uno de
S.cap y asi sucesivamente: El ensayo S.cap/S.acut contiene a todos los discos de
S.cap en la parte superior (las tres primeras posiciones) y a S.acut en la inferior
(las tres ultimas posiciones). El ensayo S.acut/S.cap presenta lo contrario ya que
los discos de S.acut se encuentran en la parte superior mientras que los de S.cap
esta en la inferior. Finalmente el ensayo “Mezcla de especies” trata a ambas
especies incluidas en cada uno de los discos; se divide en A y B por la posicion
impar y par respectivamente para efectos de referencia del analisis de tres en tres

de los discos.
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Figura 2.12.1. Columna con alambre metdlico dentro de un vaso de precipitado
para exposicion con flujo, la columna tiene capacidad para 74 mL.

Ensayo Especie (Posicion)
Alternado S.acut (1,3,5)
S.cap (2,4,6) 1
S.cap/S.acut S.acut (4, 5, 6) /2 seccion B
(S.cap superior) S.cap (1,2, 3) Seccion w3
S.acut/S.cap S.acut (1, 2, 3) - \4
; 5
(S.acut superior) S.cap (4,5, 6)
6
Mezcla de especies A(L35)
B(2, 4, 6)

Figura 2.12.2. Esquema de posiciones y ensayos.

2.13 Bioensayos de columna con flujo en recirculacion

Una vez que se identificd la combinacion mas efectiva de especies y su ubicacion

en la columna para la remocién de hidrocarburos en los resultados de los ensayos
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descritos en la seccién anterior (la cual fue S.cap/S.acut), se decidié probarla en
modo de recirculacién en una columna con un flujo de 0.1 mL/min, con un volumen
de recirculacion de 90 mL con 15 horas de exposicidn a los hidrocarburos en una
concentracion de 0.0881 ug/mL (8 ug totales) , el flujo fue controlado por una
bomba BECKMAN 110B Solvent Delivery Module. Se evaluaron los porcentajes de

remocion al finalizar las exposiciones.

A continuacion en la Fig. 2.13.1 se presenta la configuracion de la bomba y

columna para realizar los bioensayos con flujo en recirculacion.

Entrada de Bomba
la columna Beckman
Columna
con flujo

) Soporte

universal con

Salidade la pinza
columna

Figura 2.13.1 Montaje para los bioensayos de columna con flujo.
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3. Resultados:

3.1 Metodologia analitica

Con las condiciones de analisis cromatografico descritas en la metodologia y las
longitudes de onda de deteccion que se optimizaron (que se presentaran en la
seccion siguiente), se obtuvieron los cromatogramas de la figura 3.1.1 y 3.1.2 de
donde se obtuvieron los tiempos de retencion (tr), tiempo muerto (tm), utilizando
para su medicion nitrato de sodio, y se calcularon los factores de capacidad (k")

para el Benzo(a)pireno y Benzo(a)antraceno. Se realizaron analisis individuales

para cada HAP, dado que asi se manejaron las exposiciones.

El factor de capacidad (k') para cada uno de los compuestos, que se presentan en
la figura 3.1.1y 3.1.2, se calcul6 con la férmula siguiente.

K'=(tr —tm)/tm
Donde:
k’= factor de capacidad.
tr = tiempo de retencion del compuesto.

tm = tiempo muerto.

Para BaP se obtuvieron valores de tr= 9 min, tn=1.25 min, k'=6.2.

Mientras que para BaA se obtuvieron tr=4.9 min, tm=1.25 min kK’ =2.9

61



= o
—:1’%3
LN

T
5.0
Baseline Correction minutes

Figura 3.1.1 Cromatograma de estandar del BaP estudiado.
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Figura 3.1.2 Cromatograma de estandar del BaA estudiado.
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Los resultados encontrados coinciden con lo esperado, esto siendo que el BaP
tenga mayor tiempo de interaccién con la fase estacionaria debido a su mayor
peso molecular y naturaleza hidr6foba mas afin a la fase estacionaria, recordando
gue se trabaja con una columna C18, esto se ve reflejado en su tr y por lo tanto en
su k’. Mientras que el BaA teniendo un tamafio menor y menos anillos bencénicos
que el BaP tiene menor interaccion con la fase estacionaria. Como se puede
apreciar ambos valores de factor de capacidad tienen un valor menor a 10, por lo
que el analisis se realiza en tiempos Optimos de corrida.
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3.2.1 Seleccidén de longitud de onda. Limites de deteccién y cuantificacion.

Los espectros de absorcion para los HAPs trabajados se presentan a continuacion

en la figura 3.2.1

mAU

mAU

w

200

225 250 275 300 325 350 nm

282 nm

200

225

250 275 300 325 350
nm

Figura 3.2.1 Espectros UV de los HAPs estudiados a 1 mg/L.

A) BaP B) BaA.
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Para el BaP se decidi6 utilizar 263 nm porgue a esta longitud de onda esta su pico
maximo de absorcion y es la que se ha utilizado en el laboratorio con anterioridad,
esto permite la comparacion de resultados con otros trabajos.

Para el caso del BaA se utilizé una longitud de onda de 282 nm que es su maximo
punto de absorcion como se puede observar en la figura 3.2.1.B y se ha utilizado
en trabajos anteriores por el grupo de trabajo. Se eligieron estas longitudes de
onda ya que tienen mayor respuesta. Se sabe que el detector utilizado tiene buena
capacidad para fijar la longitud de onda por lo que el error se reduce a un minimo,

lo cual conlleva en tener buena reproducibilidad.

Limites de cuantificacion y limites de deteccién

Los valores obtenidos para LD y LC en este estudio (tabla 3.5.2.), teniendo un
coeficiente de variacion menor a 10%, quedaron cercanos a los ya reportados por
Ledn-Santiago (2016) quien encontrd limites de deteccidn (LD) y de cuantificacion
(LC) también mostrados en la tabla 3.5.2. Por lo tanto, se puede confiar en los

resultados obtenidos en este método.

Tabla 3.5.2. LD y LC para comparacién entre trabajos de BaA y BaP.

L.D. L.C. Ec.recta 2
mg/L | %CV mgl/_léé|no_mcv mg/L | %CV mgll_l_eé|n°_A>CV Este Lebn- Este | Lebn
Este trabajo Santiago Este trabajo Santiago trabajo Santiago |trabajo| Santiago
BaA|0.0089| 7.5 [0.0086|9.29 |0.028| 7.9 | 0.026 | 4.42 y=04.1.53;)79701- yzg..ggggx- 0.9998| 0.9969
BaP| 0.01 | 8.1 | 0.009 | 8.5 | 0.03 | 8.6 |0.0274| 6.95 y:g.'é%l' yszéll%x' 0.9995| 0.9971
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3.5.2 Extraccién de los HAP

3.5.3EFS

La metodologia de Extraccion en Fase Sdlida (EFS) de los HAPs en agua potable
fue validada previamente por Ledn-Santiago (2016) y reporta un porcentaje de
recobro de 75 +3.8 %. Este valor se encuentra dentro del intervalo recomendado
por USEPA (70-130%). Con una variacion baja se puede asumir buena
repetitividad y se puede confirmar una buena reproducibilidad por los trabajos

basados en dicha metodologia realizados en el laboratorio.

3.5.4 DMFS

Para la extraccion de HAPs de la biomasa algal por Dispersion de Matriz en Fase
Solida (DMFS) se utilizo la metodologia planteada por Diaz-Flores (2013), en ésta
se reporta un porcentaje de recobro del 73 % con un coeficiente de variacién
porcentual de 10.8%. Estos resultados son satisfactorios ya que se encuentran
dentro del intervalo recomendado por USEPA (70-130%). Esta también estipula un

coeficiente de variacion menor al 15%, lo cual cumple la metodologia trabajada.

3.6. Microorganismos

Gracias al alto nivel de clorofila que contienen ambas especies trabajadas se pudo
monitorear su crecimiento mediante un espectrofotometro UV/Vis a una longitud

de onda de absorcién de 685 nm.

El monitoreo se realiz6 de manera peridédica midiendo la absorbancia del medio de
cultivo en crecimiento hasta que ésta llegara a la absorbancia de trabajo, igual a 1,
esta lectura se realizo de las mediciones en el medio de cultivo en crecimiento se

muestran en la Fig. 3.6 para cada una de las especies.
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Figura 3.6 Curva de crecimiento de Selenastrum capricornutum y Scenedesmus
acutus a 21 dias.

Como se puede observar, ambas especies tienen ritmos de crecimiento similares
aunque no iguales. Selenastrum capricornutum tiene un ritmo de crecimiento mas

rapido que Scenedesmus acutus.
3.7 Optimizacioén del disco
3.7.1 Tamafo

Se exploraron 3 tamafios diferentes de disco, analizando las caracteristicas de
interés para su Optimo funcionamiento que se mencionan en la tabla 3.8
manejandose una escala cualitativa de 3 niveles, sefialada con cruces (+). Estas

pruebas se realizaron con 4% de alginato y 2% de CaClz.
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Tabla 3.7.1 Optimizacion de tamafio de los discos de alginato

Manejo Reproducibilidad Estructura Gelificacion
Cualida
Tamafio
10 cm + ++ + +
6 cm + ++ + ++
4 cm ++ +++ +++ +++

Bajo (+), Medio (++), Alto (+++)

Como se puede observar en esta tabla 3.7.1, los tamafios de 10 cm y de 6 cm
tienen muy bajas puntuaciones en manejo, esto se debe a que por su tamafio no
se poseen las herramientas adecuadas para su traslado o extracciéon del molde sin
que se destruyan o deformen. Cuando se habla de la reproducibilidad se tiene que
entender que la estructura y la gelificacion son variables que la afectan, por lo
tanto una pobre gelificacion y/o estructura no pueden llevar una buena
reproducibilidad; caso que se presenta para los tamafio de 6 y 10 cm, esto se
debe a que por su gran tamafio la permeacion y contacto del CaClz a todo el disco
es dificil, lo cual deja mucho del alginato sin gelificarse dafiando la estructura al no
ser homogénea. La reproducibilidad que se menciona anteriormente habla sobre
la facilidad que tendria el operario en obtener un disco del mismo tamafio,

espesor, dureza y opacidad.

Para el caso del disco de 4 cm, se nota una mejora en la reproducibilidad ya que
por su tamafo el CaCl2 logra penetrar en su totalidad el disco, lo cual impacta en
una buena estructura y por lo tanto en una buena reproducibilidad, en los otros
casos esto no sucede debido a su volumen. El caso del manejo se ve altamente
beneficiado ya que al tener una buena estructura y un tamafio pequefio, el
manejarlo es mas simple. Con los argumentos anteriores se determind continuar
usando al vaso de precipitado de 50 mL como molde para los discos de 4 cm de

didmetro.
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3.8.2 Solidez y transparencia

A continuacién se presentan los resultados obtenidos para la prueba de
optimizacién de solidez, en donde se buscé la mejor combinacién de porcentajes
de alginato y CacClz, tratando de lograr un punto medio en donde el disco fuera lo
suficientemente sélido como para manipularlo sin destruirlo al sacarlo del molde y
a la vez que fuera resistente a las condiciones experimentales. Adicionalmente
que fuera lo suficientemente permeable para permitir el paso de los hidrocarburos
y nutrientes que necesitan las células algales. Vale la pena mencionar que un
alginato en extremo solido se torna blanco y poco permeable, lo cual no permite el

paso de la luz hacia las algas al igual que los hidrocarburos y nutrientes.
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Tabla 3.8.2 Optimizacion de solidez

Iginato | 5% 4% 3% 2%
CaC|2
1.5% No se *Consistencia *Consistencia *Consistencia débil.
disuelve | débil. aceptable. *Centro no gelificado.
el *Centro no *Centro gelificado. *Mala resistencia.
alginato | gelificado. *Resistencia media. *Translucido.
*Mala resistencia. *Translucidos. *Superficie no
*Translucidos. *Superficie no uniforme.
*Superficie uniforme.
uniforme.
2% No se *Consistencia *Consistencia buena. | *Consistencia débil.
disuelve | buena. *Centro poco *Centro poco
el *Centro gelificado. gelificado.
alginato | gelificado. *Buena resistencia. *Buena resistencia.
*Buena *Translucidos. * Ligero tono blanco
resistencia. *Superficie uniforme. | *Superficie uniforme.
*Translucidos.
*Superficie
uniforme
2.5% No se *Consistencia *Consistencia buena. | *Consistencia mala.
disuelve | buena. *Centro gelificado. *Centro gelificado.
el *Centro gelificado. | *Buena resistencia. *Mala resistencia.
alginato | *Buena resistencia. | *Tono blanco. *Blancos.
*Ligero tono *Superficie no *Superficie uniforme.
blanco. uniforme.
*Superficie
uniforme
5% No se *Mala consistencia. | *Mala consistencia. *Mala consistencia.
disuelve | *Centro gelificado. | *Centro gelificado. *Centro gelificado.
el *Mala resistencia. *Muy mala *Muy mala
alginato | *Muy blancos. resistencia. resistencia.
*Superficie no *Muy blancos. *Muy blancos, casi
uniforme. *Superficie no amarillos.
uniforme. *Superficie no
uniforme.

Nota: Lo marcado de en negritas son las condiciones éptimas.

De acuerdo con las observaciones que se hicieron con las diferentes
concentraciones de alginato y cloruro de calcio indicadas en la tabla 3.8.2, la
solidez ideal para los discos se encontré tomando en cuenta varias cualidades
como son un disco completamente translicido, un centro gelificado, buena

consistencia a través de la totalidad del disco, buena resistencia y que la
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superficie al momento de la formacion fuera uniforme. Estas variables se

encontraron al tener 2% de CaClz y 4% de alginato.

Cuando observamos la tabla 3.8.2 se puede notar que las mejores propiedades se
encuentran en concentraciones medias, es decir donde se intersectan 4y 3 %
para el alginato y 2 y 2.5 % para el CaCl.. Esto se debe a que las condiciones del
experimento fueron predeterminadas siguiendo lo descrito para perlas por Bernal-
Toris (2015), para la optimizacion de trabajo con perlas donde se partia de 2%
para el CaCl2 y 3% para el alginato. Cuando nos referimos a las condiciones
optimas hablamos de que el alginato sea translucido, tenga buena resistencia y
buena consistencia; éste punto se puede alcanzar a diferentes concentraciones
tanto de alginato como de CaClz, pero para que este punto se presente en la forma
de inmovilizacion deseada, tenga un centro gelificado y superficie uniforme, existe
solo una concentracion de alginato y CaClz, esto se debe a que el tamafio de la
forma y la facilidad con la cual se expone el alginato al CaCl: afectara en qué

punto se dara la concentracion ideal .
3.8.3 Inmovilizacién de microalgas y pruebas de viabilidad

Al determinar de manera fisica cudles eran las condiciones ideales para la
fabricacion de los discos, se tuvo que demostrar que existiera buen crecimiento
microalgal, asegurando asi una buena actividad metabdlica en las condiciones a
experimentar. La concentracién de células de iniciales 1C (Abs=1) en la cual se
basé inicialmente este trabajo son cercanos a las planteadas por Olmos-Espejel
(2013) con la especie Selenastrum capricornutum. Posteriormente, con el fin de
seqguir la légica de que la remocién se veria mejorada si se aumentara el nimero
de células, se propuso probar la inmovilizacién y vialidad de las microalgas con 2
veces la concentracion celular inicial (2 C) y 4 veces la concentracion celular inicial
(4 C). Se tomaron 15 mL de cultivo y la biomasa separada por centrifugacion se
inmovilizo en tres discos. Posteriormente, estos discos con microalgas se
colocaron en matraces con 15 mL de agua potable. Se valoré el crecimiento en el
interior del disco en lo que seria un tiempo normal de exposicibn a los

hidrocarburos de 48 horas o menos, y un tiempo de 160 horas, que pudiera sin
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duda alguna evidenciar el crecimiento de las algas en el alginato. Después de
estos tiempos de incubacion, las células se desinmovilizaron y se contaron en una
camara de Neubauer y se observé que aument6é su numero, el cual se calcul6 de

manera porcentual con base en la cantidad inicial.

Tabla 3.8.3.1 Pruebas de crecimiento

% de crecimiento

Concentracion microalgal celular 1C 2C 4C
S. acutus 1% 1% 0%

48 horas .
S. capricornutum 1% 0.50% 0%
S. acutus 11% 11% 4%

160 horas ,
S. capricornutum 12% 4% 2%

En la tabla 3.8.3.1 podemos observar que para todos los casos el crecimiento fue
despreciable a las 48 horas, incluso para la concentracion mas grande
inicialmente 4 C utilizada, no hubo crecimiento lo cual nos lleva pensar que el
crecimiento es nulo, aunque si se observé crecimiento notable a las 160 horas,
con 1 C con concentraciones mayores de células fue disminuyendo el % de
crecimiento, especialmente con 4 C, en especial para S. capricornutum. Esto
parece indicar que las células se encuentran muy aglomeradas en la forma de
inmovilizaciébn bajo esas Ultimas condiciones, lo que les dificulta seguir
desarrollandose y podria también afectar su metabolismo y la degradacién que
pudiesen efectuar. Por lo tanto, este resultado reforzé la decision de no trabajar la

concentracion de 4 C de células en pruebas siguientes.

Con la concentracion de 2 C al pasar de 48 a 160 horas, aumentd el crecimiento
de S. acutus, pero no para S. capricornutum. Por el contrario, con 1 C, podemos
observar crecimientos similares tanto para ambas especies como para ambos

tiempos, por lo que se piensa que ambas especies tienen buen acomodo,
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viabilidad y metabolismo en estas condiciones trabajadas y por lo tanto buena

capacidad para la remocién de hidrocarburos en conjunto ambas especies o solas.

Después de re-incubarlas a las especies desinmovilizadas en medio soélido de

cultivo se observaron vivas al microscopio.

Tabla 3.8.3.2 Pruebas de viabilidad.

Concentracion de células 1C 2C 3C
Tiempo Especie Viabilidad

S. acutus + + +

48 horas .
S. capricornutum + + +
S. acutus + + +

160 horas .
S. capricornutum + + +

(+) Células vivas.

En la tabla 3.8.3.2 podemos notar que existe viabilidad a cualquier tiempo y a
cualquier concentracion celular. Es importante mencionar que la viabilidad no
significa que se obtendran buenos resultados en la remocién de HAPs a dichos
tiempos y concentraciones, solo significa que la célula puede sobrevivir a las

condiciones ya mencionadas.
3.8.4 Agitacion y tamafio de matraz para la incubacion

A continuacion se presentan los resultados que se obtuvieron al tratar de
encontrar el mejor recipiente y velocidad de agitacion orbital en revoluciones por
minuto (rpm) para realizar las exposiciones en matraces. Se buscé que el
recipiente fuera lo suficientemente grande como para no desgastar los discos por
su contacto entre ellos o con el recipiente durante el movimiento, pero lo
suficientemente pequefio para poderlo comparar con los bioensayos realizados en
trabajos anteriores y aplicar las mismas metodologias de extraccidén y exposicion a
los contaminantes. Para el caso de la velocidad de agitacion se buscaron
cualidades similares, permitir la mayor cantidad de movimiento sin comprometer la

integridad del disco.
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La tabla 3.8.4 Presenta las observaciones en la variacion de la agitacion y el
volumen y tipo de recipiente utilizado.

Tabla 3.8.4 Pruebas para la variacion de la agitacion y tipo de recipiente.

|. de matraz | 50 mL 125 mL 250 mL
RPM
50 *Desgaste en las *Desgaste leve en *No hay desgaste.
orillas. las orillas. *No hay particulas
*Pocas grietas. *Fragiles. de alginato en el
*Fréagiles. *No hay particulas agua.
*No hay particulas de alginato en el
de alginato en el agua.
agua.
75 *Desgaste *Desgaste leve. * Desgaste leve.
significativo. *Algunas grietas. *Fragiles.
*Mltiples grietas. *Fragiles. *Pocas particulas en
*Fragiles. *Bastantes el agua.
*Muchas particulas | particulas en el
en el agua. agua.
100 *Desgaste drastico. | *Desgaste *Desgaste leve.
*Multiples grietas. considerable. *Los discos se
*Pedazos de discos | *Algunas grietas. juntan y no estan
sueltos. *Particulas en el distribuidos.
agua *Pocas particulas en
el agua.

Iniciamos el analisis con la variable de rpm aplicadas a cada caso, de 50 y 75 mL,
lo cual se presenta en la Tabla 3.8.4. Haciendo notar que con 100 rpm se permitié
en los matraces que el disco sufriera desgaste, por lo que se descarté trabajar a
esta velocidad aunque pudiera resultar mejor un mayor movimiento para la
distribucion y permeacion de hidrocarburos y compuestos necesarios para el
crecimiento de las algas. Para el caso de 75 rpm tenemos un caso similar ya que
también se presentd una desgaste significativo a los discos, especialmente en los
matraces de 50 y 125 mL. Por el contrario, en el matraz de 250 mL no fue tan
significativo el desgaste gracias a que hay mayor espacio dentro de este para el
movimiento de los discos. Sin embargo, este tamafio podria traer errores al querer
comparar resultados con los otros trabajos anteriores que se han realizado en el

laboratorio con matraces de 125 mL.

Por altimo se observa que el comportamiento de 50 rpm, velocidad a la cual Ledn-

Santiago (2016) realiz6 las exposiciones con cuentas en trabajos anteriores, para
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el caso del matraz de 50 mL existe desgaste en las orillas del disco y después de
la exposicidon se vuelve fragil lo cual resulté en que este tamafio no se tomara en
cuenta para futuros experimentos. Por lo tanto, se determiné trabajar con el
matraz de 125 mL a 50 rpm, ya que es un tamafio suficientemente grande como
para no desgastar los discos de manera significativa, pero lo suficientemente
pequefio como para permitir comparar y usar las mismas metodologias
desarrolladas en este estudio. Con respecto a la velocidad de agitacion se
consideraron suficientes para la permeacion correcta de hidrocarburos sin que

dafe a los discos.
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3.11 Bioensayos en matraz.

3.11.1 Ensayos preliminares de exposicion con perlas y discos

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de un ensayo preliminar en

matraz de 1 hora para BaP para cada especie trabajada, con el objetivo de

comparar las formas de inmovilizacion en la Fig. 3.11.1

A EFS para S.capricornutum
50 *
a
© 40.46
o 40
c
O
'S 30
£
o 20
S
3 1w
S
o
H Solamente perlas  HSolamente discos ™ Perlas c/Algas M Discos c/Algas
B .
DMFS para S.capricornutum
S
'S 18 - 15.66
s 16 -
| . 14 .
8. 1 - 10.94
S 10 -
O 8 -
g 6 -
() 4 -
o) 2 -
X 0-

M Discos c/Algas M Perlas

Figura 3.11.1 Porcentaje de remocién de BaP de medio liquido por EFS (A) y
recuperacion de BaP para biomasa por DMFS (B) con S. capricornutum.
Comparacion de perlas y discos. El asterisco simboliza el mejor porcentaje de

remocion. Se trabajé por triplicado.
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En la figura 3.11.1 A se muestra que el porcentaje de remocion en medio liquido
de S.capricornutum, el disco es mayor que el de la perla, ya sea que contenga
algas o no. Para el caso de los datos sobre perlas con algas y discos con algas, se
podria pensar que teniendo valores tan cercanos no se podria tomar una decision
de cual remueve mejor, por lo cual se realizd una prueba de “t” con 95 % de
confiabilidad para poder decidir esta situacion. La prueba “t” demostré que si hay
diferencia significativa entre las poblaciones (Anexo 1). Con el resultado anterior y
la amplia diferencia entre las perlas solas y los discos solos, se puede empezar a
suponer una mejor remocién por el disco que por la perla. La recuperacion del

BaP de la biomasa es mayor con las perlas que con los discos (Fig 3.11.1 B)

En la Fig 3.11.2 B del porcentaje de recuperacion para DMFS de S. acutus se
puede también ver diferencias entre ambas formas de inmovilizacién, ya que se
acumula més hidrocarburo en las células que estuvieron en las perlas, lo que lleva
a pensar que la forma de inmovilizacion de perla permite una entrada mas abrupta
del BaP hacia las algas que a los discos, cosa que no podria ser ideal si su
degradacion por la microalga es lenta, ya que recordemos que este compuesto es
altamente téxico. EIl porcentaje de remocion (Fig 3.11.2 A) parece ser mayor con

los discos con algas.
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Figura 3.11.2. Porcentaje de remocién de medio liquido por EFS (A) y
recuperacion para biomasa por DMFS (B) para S. acutus para la comparacion de
tipos de inmovilizacion previo a la optimizacion del disco. Se trabajo por triplicado

La diferencia de remocion del medio liquido entre discos y perlas es significativa
por lo que indic6 la prueba “t” con 95% de confiabilidad (Anexo 1). Atribuyendo
que en los resultados analizados para perlas contra discos que contienen a las
microalgas, ambos resultan con medias diferentes y cuando se utiliza un disco se
tiene un mayor promedio de remocidn que con la perla. Por lo anterior, se puede
decir que el disco es una forma de inmovilizacion plausible para la remocion de

hidrocarburos. También se encontré6 que hay diferencia significativa entre la
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remocion de los discos o perlas que contienen microalgas y los respectivos
blancos que no las contienen (Anexo 1). Lo ultimo indica que la remocién que se
lleva a cabo si es de origen bioldégico cuando se manejan los organismos
inmovilizados. Para el caso B el porcentaje de recuperacion de los HAPs por
DMFS para la biomasa de S. acutus se puede observar un comportamiento

similar.

En la Fig 3.11.2 B el porcentaje de recuperacion de HAPs en la biomasa para
Scenedesmus acutus resulta bajo, lo cual es positivo, sosteniendo nuevamente
gue es un compuesto toxico por lo cual no es ideal que llegue tan velozmente a

las células.

Con el trabajo realizado hasta este punto en la investigacion, se observo que los
discos tenian una posibilidad de funcionar mejor que las perlas, por lo cual se llevd
a cabo el proceso de optimizacion del disco para poderlo colocar en un dispositivo

tipo columna.

A continuacion se exponen los resultados obtenidos para ensayos de discos en
matraz para cada especie e hidrocarburo a diferentes tiempos de exposicién y con
dos diferentes concentraciones de células (1C y 2C). En la figura 3.11.3 A se
presenta el porcentaje de remocion del medio liquido, asi como los porcentajes de
recuperacion del alginato en 3.11.3 B (después de la liberacion de las células) y la
biomasa para BaP en 3.11.3 C. En la figura 3.11.4, se presenta la misma
informacion para el BaA. En el Anexo 2 se presentan las tablas con los valores de

estos experimentos.
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Figura 3.11.3 Porcentajes de A. remocion en el agua potable de BaP; B.
recuperacion en alginato y C. recuperacion en biomasa para ambas especies
algales a diferentes tiempos y diferentes cantidades de células.
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En referencia a la figuras 3.11.3A y 3.11.4 A en donde se presenta el porcentaje
de remocion de BaP y BaA respectivamente, si se realiza una comparacion entre
los blancos y todas las condiciones trabajadas, se puede notar la capacidad de
remocion de las algas en todos los tiempos, ya que los porcentajes de remocion
con las microalgas siempre son mayores que en los blancos que no las contienen.
Se observa que la maxima remocion se da a las 15 h para ambos HAP y que no
hay diferencias en cuanto a manejar 1 C o 2 C. Por otro lado, en las figuras 3.11.3
B y 3.11.4 B que representan a las cantidades de los HAP retenidas en el alginato
mismo, se observa que los analitos se retienen aproximadamente entre un 5y
20% en este material cuando no tuvo microalgas (blancos). Sin embargo,
igualmente es notorio que la retencién en el alginato que si contuvo microalgas,
los porcentajes siempre son menores que en el alginato que no contuvo a las
microalgas. Lo anterior podria interpretarse como que aun cuando el material de
inmovilizacién tiene capacidad propia para sorber cierta cantidad de los HAPs,
cuando hay microalgas, ésta es captada por los microrganismos en el interior de
los discos. Esta suposicion parece corroborarse en los tiempos mas largos de
incubacion (15 horas) en donde la diferencia de los HAPs retenidos en el alginato

solo y en el alginato con microalgas es mayor.

En las figuras 3.11.3 C y 3.11.4 C que muestran la cantidad de ambos HAP
retenida en la biomasa microalgal se observa que se acumula un maximo de los
contaminantes en el tiempo de 6 h, pero se nota claramente que esta cantidad
disminuye en el tiempo de incubacion mayor, correspondiente a 15 h; esta
desaparicion de la biomasa junto con la del medio de cultivo liquido evidencian
que la biodegradacion se esta efectuando. El comportamiento antes mencionado
se puede notar en lo expuesto por Bernal-Toris (2015), en donde se observa una
elevacion de la cantidad de hidrocarburos en biomasas a tiempos cortos mientras
gue en tiempos mas largos se ve un decrecimiento de la cantidad de hidrocarburo,
esto siendo experimentado bajo las mismas condiciones. Si se observan las
cantidades acumuladas de ambos hidrocarburos en las biomasas se nota que hay
una mayor cantidad de BaP (entre 1y 2 %) que de BaA (£1%) al tiempo 15 h, esto

se debe al peso e hidrofobicidad de los hidrocarburos. En efecto, teniendo el BaP
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un peso mayor que y por lo tanto, mayor hidrofobicidad que el BaA, tendra mayor
tiempo de permeacion a través del alginato y también una metabolizacibn mas
lenta por parte de las células, lo cual concuerda con lo expuesto por Ledn-
Santiago (2016). La degradacion de estos HAP por estas especies de microalgas
ha sido evidenciada también en los trabajos del grupo de investigacion

(Hernandez-Blanco y Garcia de Llasera, 2017).

Tabla 3.11.5 Remocion de HAP's a 15 h en ensayos en matraz para las especies
algales trabajadas a diferentes cantidades de células algales.

% de Remocién

HAP Blanco S.cap S.cap 2C S.acut S.acut 2C
BaA 40 91 93 88 94
BaP 57.6 94 92 95 93

El porcentaje de remocion de calcula mediante la siguiente formula: 100 x (cantidad afiadida - cantidad recuperada a través
del medio)/cantidad afadida. S.cap = Selenastrum capricornutum, S.cap 2C = Selenastrum capricornutum con doble de
concentracion celular o 2 C, S.acut =Scenedesmus acutus, S.acut 2C =Scenedesmus acutus con el doble de concentracion
celular o 2 C. Se trabajé por triplicado.

En la anterior se exponen los porcentajes de remociones porcentuales para ambos
hidrocarburos a 15 horas de exposicion. Se puede notar que bajo la presencia de
microalgas siempre se obtiene mejor remocion, por la amplia diferencia entre los
blancos y el resto de experimentos con microorganismos. Cuando se analiza la
diferencia entre las cantidades celulares utilizadas se ve que hay poca o ninguna
diferencia entre la capacidad de remocién de una y de otra cantidad, por lo que no
se justifica el trabajo de usar el doble de células. Por lo anterior, se compararon
estadisticamente los resultados obtenidos de remocién en 15 horas para ambas
cantidades celulares, 1Cy 2C en S. capricornutum mediante una ANOVA con 95%
de confiabilidad (Anexo 1), dando como resultado que no habia diferencia

significativa entre ambas cantidades de células

Finalmente, para poder seleccionar cuales serian las mejores condiciones a seguir
en cuanto a las cantidades de células para el trabajo con la columna de discos, se
decidié usar 1 C y no continuar trabajando con 2 C ya que ésta concentracion
celular implica mayor cantidad de cultivo y mayor tiempo para obtener la Abs=1, y

ningun beneficio significativo en la remocién de hidrocarburos. Una explicacion al
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hecho de que se obtengan remociones parecidas con las diferentes cantidades de
células, en vez de que se observara un aumento de la remocién al aumentar la
cantidad de células, puede darse porque debe de existir una cantidad de células
Optima para el tamafio del disco de alginato utilizado, en donde todos los
individuos reciban la misma cantidad de luz para desarrollarse y logren captar sin
problemas a los contaminantes que difunden al interior del disco. Al estar muy
concentradas las células en el disco de alginato, es posible que los HAPs no
lleguen tan eficientemente a las células que estan mas al interior como a las que a

las que estan mas al exterior.
3.12 Bioensayos de exposicion en columna estatica

A continuaciéon se presentan los resultados obtenidos de los experimentos
realizados con columna estatica para ambas especies e hidrocarburos
seleccionados, analizando a los HAPs remanentes en el medio, el alginato y la
biomasa después de realizar una incubacion de 15 h. Se manejaron diferentes
posiciones de los discos con las dos especies para poder encontrar la mejor
combinacion de posicionamiento favorable a la remocion de los hidrocarburos (Fig.
3.12.1y Fig.3.12.2).

En la Fig 3.12.1 se presentan el porcentaje de remocion del medio liquido (A), asi
como los porcentajes de recuperacion del alginato (B) y la biomasa para BaP (C).
En la figura 3.12.2, se presenta la misma informacién para el BaA. Cabe destacar
qgue en el ensayo del alginato y de la biomasa se analizaron los discos de tres en
tres, es decir que en los ensayos S.cap/S.acut y S.acut/S.cap se diferenciaron los
3 discos que contienen a S.capricornutum y los 3 discos que contenian a S.acutus.

En el anexo 2 se presentan las tablas con los valores de estos experimentos.
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Figura 3.12.1. Porcentajes de A. remocién en el agua potable de BaP; B
recuperacion en alginato y C. biomasa para ambas especies algales con diferentes
posiciones dentro de la columna. Se trabajo por triplicado.*= posicionamiento que

resultd con la mejor remocion.
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Figura 3.12.2. Porcentajes de a. remocion en el agua potable de BaA; recuperacion
en b. alginato y c. biomasa para ambas especies algales en diferentes posiciones
dentro de la columna. Se trabajo por triplicado.*= posicionamiento que resulté con la
mejor remocion.
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En la Fig 3.12.1A, se puede notar que en S.cap/S.acut existe una mejor remocion
del BaP. El ensayo “alternado” es el que se acerca mas al porcentaje de remocion
obtenido en S.cap/S.acut. Por lo tanto, para poder determinar cual de estos dos
ensayos es el que remueve mejor, se decide hacer una prueba “t” con 95% de
confiabilidad entre ambas poblaciones (Anexo 1), dando como resultado que si
existe una diferencia significativa entre las poblaciones, determinando que
S.cap/S.acut resulta ser un mejor arreglo de las posiciones de los discos. Es
interesante notar que la posicion de las especies si tiene influencia en la remocién
porque el ensayo contrario (S.acut/S.cap) no resulté ser muy diferente del Blanco.
En el caso del BaA, figura 3.12.2 a, se observa que con S.cap/S.acut se obtiene la
mayor remocion, aunque con S.acut/S.cap se obtiene % de remocién muy cercano,
por lo que se realiza una prueba “t” con 95% de confiabilidad (Anexo 1), la cual
determind que las poblaciones no son diferentes. En este caso del BaA, no hay
diferencia en la remocién debido a la especie de microalga que se encuentra en los
lugares de arriba de la columna, contrariamente al caso del BaP, donde si se
observé claramente que es mayor la remocion “cuando S. cap es superior” que
‘cuando S. acut es superior”. La explicacion a esta diferencia en la remocion de los
compuestos puede deberse a que el BaP es un compuesto mas pesado e hidréfobo
que el BaA y por lo tanto méas dificil de biodegradar; considerando esto, se
evidencia que S. capricornutum es mas eficiente para la remocion de estos
hidrocarburos. Lo anterior se refuerza con los resultados que se obtienen al analizar
las cantidades remanentes de los HAP en el alginato mismo, las cuales se exponen

a continuacion:

Antes que nada se recuerda que los ensayos de la recuperacion de los HAPs del
alginato tienen dos tipos de blancos, A y B, esto se debe a que se analizaron los
blancos para cada posicion; es decir que una columna con 6 lugares,
enumerandolos de la parte superior de la columna como 1 a la parte inferior como
6, se tomo a el blanco A como las posiciones nones (1,3 y 5) y a el blanco B como
las posiciones pares (2,4 y 6), como se describio en la Fig.2.12.2 de la metodologia:
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En las figuras 3.12.1 By 3.12.2 B se observa que los porcentajes de recuperacion

de los blancos A y B no resultaron ser diferentes entre si, ya sea para BaP o BaA.

Al comparar los porcentajes de remocion de los blancos de alginato y los del
alginato proveniente de ensayos con algas para BaP (Fig. 3.12.1B) se puede notar
gue la diferencia es exigua con los ensayos “Alternado S. acut’, “Mezclas de
especies (A y B) y “S. acut en S. acut/S.cap”; esto se debe también a la gran
hidrofobicidad del BaP cuyo proceso de migracion del medio liquido a través del
alginato hacia las células no ha llegado a su fin porque S. acutus al parecer los
toma mas lentamente e influye en una remocion mas lenta cuando esté hasta arriba
de la columna. Por el contrario, en los ensayos “Alternado S. cap”, “S.cap cuando S.
cap/S.acut”, S.cap cuando S.acut/S.cap y “S. acut cuando S. cap/S.acut” si se ven
diferencias en el porcentaje recuperado del alginato en comparacién con el de los
Blancos, En estos casos la participacion de la especie S. capricornutum (ya sea en
parte superior o inferior) parece acelerar la captura y degradacion de los HAPs
adsorbidos al alginato y por lo tanto se ven cantidades remanentes en el alginato
menores que los Blancos. Este efecto es mas notorio para el BaP que para el BaA
(Figura 3.12.2 B).

Por otra parte, al analizar las biomasas obtenidas de los ensayos con BaP, figura
3.12.1C, se puede notar que el “Alternado (S.acut)” tiene por mucho la mayor
cantidad de hidrocarburo, esto se debe a que como esta especie es la que menos
capacidad tiene para degradar hidrocarburos, este se le acumula mas tiempo. Esta
afirmacion se refuerza ya que en las otras posiciones trabajadas con S. acutus
también se observan los mas altos niveles del hidrocarburo, como por ejemplo

S.acut cuando S.cap/S.acut comparado con S.cap cuando S.cap/S.acut.

Por lo tanto, en los resultados para el BaA de la figura 3.12.2 C se puede recalcar lo
ya mencionado anteriormente sobre la capacidad de remocion de cada una de las
especies. S.acut demostrando valores mas altos de hidrocarburo retenido en todas
las combinaciones en las que participa; inclusive se observa en esta figura que en

el ensayo S.cap cuando S.cap/S.acut, el % de recuperacion se encontrd por debajo
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del limite de deteccion. Se demuestra nuevamente que S.capricornutum es la
especie que mejor degrada a los hidrocarburos. Lo anterior se ha reportado en un
estudio comparativo con S. capricornutum que degrada mas rapidamente al BaP
qgue S. acutus (Garcia de Llasera et al., 2016) y por lo mismo S. acutus mantiene
mayor tiempo a los HAPs acumulados en sus células; ésta especie requiere mas
tiempo para transformarlos y deshacerse de estos contaminantes de sus células y

el medio en general.

Con los resultados anteriores que muestran que la capacidad de remocién de la
especie S. capricornutum se presentd como mas alta para ambos hidrocarburos
cuando se utilizé la combinacion de S.cap/S.acut. Por lo tanto, se tomo la decision

de utilizarla en las columnas con flujo.
3.13 Bioensayos de columna con flujo en recirculacion

En las figuras 3.13.1 y 3.13.2 se presentan los resultados obtenidos para una
columna con flujo bajo la combinaciéon de S.cap/S.acut es decir S.capricornutum
superior (tres discos posiciones 1,2,3) y S. acutus inferior (tres discos posiciones
4,5,6) para la remocién y recuperacion de ambos hidrocarburos analizando el

medio, el alginato y la biomasa resultante de los ensayos con recirculacion.

En la figura 3.13.1 A se presenta el porcentaje de remocion del medio liquido
comparado con el del Blanco, asi como los porcentajes de recuperacion del alginato
(3.13.1 B) y la biomasa (3.13.1 C) para BaP. En la figura 3.8.2, se presenta la

misma informacion para el BaA.
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Figura 3.13.1 Porcentajes de A. remocioén en el agua potable de BaP; recuperacion
en B. alginato y C biomasa para ambas especies algales en columna con
recirculacion. Se trabajé por triplicado. .*= posicionamiento que resulté con la mejor
remocion.
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en B. alginato y C biomasa para ambas especies algales en columna con
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Para las figuras 3.13.1A y 3.13.2A podemos observar que la diferencia entre los
blancos y los bioensayos realizados es notoria, sin embargo, se toma la decision de
hacer una prueba “t” para comprobar dicha declaracion con 95% de confiabilidad y
se encuentra que las muestras son diferentes (Anexo 1). En ambos hidrocarburos
se observa una remocion significativa para la columna con microalgas (bioensayos).
La remocion del BaA llega a valores mayores que la del BaP (85% vs. 88%), lo que
coincide con las diferencias de tamafo e hidrofobicidad. En el caso del alginato y
biomasa se puede corroborar que S. capricornutum tiene mejor capacidad de
remocion que S. acutus como ya se mencioné anteriormente. La combinacién con
las dos especies, colocando a S. capricornutum arriba parece funcionar bien y ser
eficiente aun cuando también se incluye discos con S.acutus mas lento en
degradar. Si solamente S. capricornutum en la columna, resultaria mas dificil desde
el punto de vista practico la obtencion de las microalgas para inmovilizar, dado que

su crecimiento es mas lento que el de S. acutus.

Como la capacidad de remocion de S. capricornutum es mayor podemos observar,
en cuando se analiza su biomasa (Fig. 3.13.1C), que contiene menor cantidad de
hidrocarburo que si se compara con la de S.acutus. Esto es un reflejo de la
capacidad que hemos observado de las microalgas a través de todo el experimento
y concuerda con lo esperado. Al compararlo con lo observado en la figura 3.13.2C,
podemos ver que en el caso del BaA la diferencia es menor entre ambas especies,
esto se cree se debe a el peso de cada hidrocarburo y la facilidad que tienen estas
especies algales a procesar cada uno de ellos. El BaA es més facil de metabolizar
debido a su menor peso molecular y asi podemos entender el porqué es que ambas

especies tienen una capacidad de remocion similar para dicho hidrocaburo.
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A continuacion se realiza una comparacion entre los resultados obtenidos con y sin

flujo, los cuales se recopilan en la Tabla 3.13.

Tabla 3.13 Comparacion de ensayos con y sin flujo

HAP
Ensayo BaP BaA
% de remocion % de recuperacién % de remocidn % de recuperacion
(S.cap/S.acut) Medio Alginato Biomasa Medio Alginato Biomasa
S.cap S.acut S.cap S.acut S.cap S.acut S.cap S.acut
Columna estatica ) 90.60.35 1.4+0.08 |1.4+0.081/0.22+0.01/0.61+0.01/96.7+0.08 ]0.32+0.01{0.94+0.03/D.0089).0|0.24+0.01
Columna con flujo 87.7+0.12 ]1.940.02 |2.4+0.06 |1.7+0.01 [0.26+0.03/85+1.08 0.37£0.01{0.98+0.03]0.29+0.000.22+0.00

Al analizar Los datos de la tabla 3.13 se puede observar que en el alginato y
biomasa, para ambos hidrocarburos en sistemas con flujo, se obtienen porcentajes
de recuperacién mayores que en columna estatica, aunque la diferencia es exigua.
Una vez mas se puede deducir la mejor remocion de S.capricornutum sobre
S.acutus, ya que en la mayoria de los casos se tiene un menor porcentaje de
hidrocarburos retenidos en células cuando se trabaja con esta especie. Podriamos
preguntarnos por qué no se utilizd solamente S.capricornutum en todo el trabajo
una vez que ya se habia determinado que era la mejor especie para remover
hidrocarburos. La respuesta es que su tiempo de crecimiento es mayor que el de
S.acutus y se experimentaron mayor niumero de contaminaciones con S.cap que
con S.acutus durante el trabajo experimental, por lo que pareci6 mas practico

manejar S.acutus en combinacion con S.capricornutum

Cuando se comparan los porcentajes de remocion para los dos HAP en la columna
estética y la de recirculacién, la columna estatica obtiene mejores resultados que la
columna con flujo y al realizar una prueba “t” para el caso BaP (Anexo 1), se
evidencia que las medias son diferentes por lo cual se puede decir que la columna
estatica tiene mejor capacidad para la remocién que la columna con flujo, en
especial cuando se trata de BaA. Esto puede resultar il6gico ya que a mayor
movimiento se obtendria una mejor permeacion y por lo tanto mejor remocion pero

puede ser que el uso de flujos no resulte idoneo para los discos porque la
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permeacion del hidrocarburo podria ser dependiente del tiempo en contacto que
pasa con el alginato y al haber un flujo este no tiene la capacidad de permear hacia
el alginato y eventualmente el alga.

Para poder entender ain mas qué es lo que afecta al disco, podriamos plantear
como perspectiva el tratar con varios flujos y variar el tiempo para buscar
determinar cuales son las variables del proceso de migracién que experimentan los

HAPs a través del alginato.

Seria interesante medir los metabolitos de los HAPs porque podemos saber si es
gue se esta realizando una metabolizaciébn o solamente una captura por parte de

las algas y de los discos.
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Conclusiones

Se encontré que los discos logran tener una mejoria del 5% en la remocion de

hidrocarburos en relacién con las perlas.

Se optimizaron las mejores condiciones para inmovilizar y asegurar la viabilidad
celular de las algas S.capricornutum y S.acutus, con discos de 4 cm, con
concentracion de alginato de 4% y de CaCl. 2%, con una densidad celular de

6.25x10° células/mL por disco, agitacién 50 rpm en un matraz de 125 mL

Se confirmé que S.capricornutum tiene mayor capacidad para remover
hidrocarburos que S.acutus. Se encuentra que el tiempo para que ocurra la mayor
remocion es de 15 h y que la concentracion celular mas eficiente, debido al tiempo
de crecimiento celular y el trabajo que esto implica, es de 1 C por disco.

Se obtiene que la capacidad de remocidn se vea un poco afectada negativamente
al haber recirculacion, encontrando una diferencia entre recirculacion y no
recirculacion de entre 3 y 9 %, aunque se deberia hacer mas investigacion al

respecto del flujo.

Se logroé la remocion de Benzo(a)Pireno y Benzo(a)Antraceno en medio acuoso por
medio de las algas Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus
inmovilizadas en discos de alginato a través de una columna, llegando a un valor

maximo de remocioén del 97%.

Se podria buscar realizar una aplicacion para limpiar aguas provenientes de
procesos industriales o de la extraccion de hidrocarburos. Para escalar el proceso el
paso mas dificil seria la produccién masiva de los discos, se puede pensar en un
molde que permita el paso del CaCl: manteniendo una cierta forma, por ejemplo
membrana para dializar. Otro método podria ser el realizar una mezcla de todos los
componentes y de manera rapida colocarla en un molde para su posterior

endurecimiento.
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Anexo 1.
Prueba de normalidad para los datos trabajados.
Hipotesis para prueba de normalidad:
Ho: La distribucion observada se asemeja a la normal.
Hi: La distribucién observada no se asemeja a la normal.

Se trabaja con un alfa de 0.05.

Pruehas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Willk
Estadistico ql Sig. Estadistico gl Sig.
Discosalgass.cap .a03 80g 414
PerlasalgasS.cap 282 823 A63
BaPDiscosenmedios. -
capC 337 3 854 3 2560
BaFDiscosenmedios. .
cap2C 215 3 984 3 744
BaADiscosenmedios.
capC 176 3 1.000 K] 987
BaADiscosenmedios. -
cap2C 286 3 831 3 444
BaPcolumSs.cap 242 3 H73 3 685
BaPcolumSAlternado 78 3 1.000 3 60
BaAcolumnSS.cap 228 K] ba2 3 T44
BaAcolumnsSs.acut A9 3 8497 3 8498
BaPblancoFlujo 262 3 Ha6 3 96
BaFensayoFlujo 78 3 a8 3 852
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov® Shapira-Wilk

Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
solamentePerlas 367 3 792 3 096
FerlasAlgas ABh 3 Ja0 3 000
SolamenteDiscos 36T 3 784 3 A00
DiscosAlgas ABT 3 K 3 053

a. Correccion de significacion de Lilliefors
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Figura A.1 Prueba de normalidad para datos con prueba t.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico al Sig. Estadistico al Sig.

S.acutBaPC 334 3 .860 3 266
S.acutBaP2C 238 3 875 3 696
S.acutBaAC 218 3 . .987 3 .780
S.acutBaA2C 357 3 : 816 3 A52

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Figura A.2 Prueba de normalidad para ANOVA.
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnoyv? Shapiro-Wilk
varooonq | Estadistico ql Sing. Estadistico ql Sing.

BaPSinF  1.00 242 3 Aa73 3 .G85
BaASinF  1.00 228 3 9382 3 744
BaPconF  1.00 78 ! el ! 462
BaAconF  1.00 354 3 822 3 64

- - ' . - - ' TR

Figura A .3 Prueba de normalidad para comparacion de columna estatica y con flujo.

Con una significacion de contraste (Slg) mayor a 0.05 en todas las pruebas no se rechaza Ho, las pruebas de
normalidad indican que no hay prueba suficiente para rechazar la normalidad de la variable.

Comparacion de medias.

Prueba t para Perlas vs Perlas con algas, S.acutus:

Hipdtesis:

Hi=Existe una diferencia significativa entre la media de remocion de Perlas y Perlas con algas.
Ho=No existe una diferencia significativa entre la media remocion de Perlas y Perlas con algas

Se trabaja con un alfa de 0.05.
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Prueba de muestras independientes

Prugba de Levene de calidad
da varianzas pruzba tpara la igualdad de medias
95% de infervalo de conflanza
Ditarancia de de la diferancia
Diferencia da arrar
F Sig I gl Sig. (bilataral) madias estandar Inderiar Superior
1] 1!

Ferlas  S& asumen varianzas 2.244 08 | -3533 4 024 -1.96000 112005 -7.07226 - 4774

iguales

] MMEN ¥ flan

e 353 | 3 036 -3.96000 112085 745017 - 46983

Con una significancia de contraste (Sig) menor a 0.05 en la prueba, se rechaza Ho.Determinando que hay
una diferencia entre las medias de Perlas y Perlas con algas.

Prueba t para Discos vs Discos con algas, S.acutus:

Hipotesis:

Hi=Existe una diferencia significativa entre la media de remocidn de Discos y Discos con algas.
Ho=No existe una diferencia significativa entre la media remocién de Discos y Discos con algas

Se trabaja con un alfa de 0.05.

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levene de calidad

de varianzas prughatparalaigualdad de medias

. . 95% de intervalo de confianza
) ) Diferencia de de la diferencia
Diferencia de BfTOr
F Sig. 1 al Sig. (hilateral) medias estandar Inferior Superior
- 5 .

Discos ouates 337 593 | -6425 4 003 -5 66667 88192 -811526 -321807
Mo se asumen varianzas
iguales -6.425 3815 004 -5.66E67 Be182 -8.16272 -3.17062

Con una significancia de contraste (Sig) menor a 0.05 en la prueba, se rechaza Ho.Determinando que hay
una diferencia entre las medias de Discos y Discos con algas.

Prueba t para Discos con algas vs Perlas con algas, S.cap:
Hipotesis:
Hi=Existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacién de Perlas y los Discos.

Ho=No existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacion de Perlas y los
Discos.

Se trabaja con un alfa de 0.05.

106




Prueba de muestras independientes

Prueha de Levene de calidad

de varianzas pruebatparalaigualdad de medias
) _ 95% de intervalo de confianza
_ _ Diferencia de de |3 diferencia
Diferencia de eITor
F Sig. 1 ol Sig. (bilateral) medias estandar Inferior Superior
Se asumen varianzas
VAROO0DZ iguales 568 443 4,350 4 02 4.00000 91854 1.44695 £.55305
N )
igﬂ;E:S”me"va”a”zaS 4350 | 3318 018 400000 51954 122607 677393

Con una significancia de contraste (Sig) menor a 0.05 en la prueba, se rechaza Ho.Determinando que hay

una diferencia entre las medias de perlas y discos.

Prueba t para Discos vs Perlas,

Hipotesis:

BaA:

Hi=Existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacién de discos y la de perlas.

Ho=No existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacion de discos y la de

perlas

Se trabaja con un alfa de 0.05.

Prueba de muestras independientes

Prueba de Levensa de calidad

da varianzas prugbaipara la igualdad da medias
95% d& intervalo de confianza
Diferencia de de Ia diferancia
Dmerencia aa #rrar
F Sig 1 al Slg. (bilateral) medias estandar Infarior Superiar
HAF! 5@ aguUman vananzas
s ||;|uaIeL; i .B88 87 4650 4 009 6.93867 1.47913 2829496 11.04338
Mo §& asurman varanzas
iguales ! e 4,650 3.086 L 693667 1.47913 2.30303 11.57030

Con una significancia de contraste (Sig) menor a 0.05 en la prueba se rechaza Ho. Determinando que hay una

diferencia entre las medias de perlas y discos.

ANOVA, concentraciones celulares.

Hipdtesis:

Hi=Existe una diferencia significativa entre la media de

concentraciones celulares de S. capricornutum.

Ho=No existe una diferencia significativa entre la media de

concentraciones celulares de S. capricornutum.

porcentaje de recuperacidon para

las

porcentaje de recuperacion para las
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Se trabaja con un alfa de 0.05.

Prueba de homogeneidad de varianzas

WARDOOOZ
Estadistico
de Levene df df2 Sig.
2.5580 3 25
ANOVA
WARODOOOZ
Suma de Media
cuadrados ql cuadratica F Sig.
Entre grupos 1.6507 402 1.311 A36
Dentro de grupos 3.065 383
Total 4 572 11

Con una significancia de contraste (Sig) mayor a 0.05 en la prueba, no se rechaza Ho. Determinando que no
hay una diferencia entre las medias de las diferentes concentraciones para S. capricornutum

Prueba t, BaP, S.cap superior vs Alternado:
Hipotesis:

Hi=Existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacidn de S. capricornutum
superior y Alternado.

Ho=No existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacion de S. capricornutum
superior y Alternado.

Se trabaja con un alfa de 0.05.
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Prueba de muestras independientes

Prueha de Levene de calidad
devarianzas pruebatparalaigualdad de medias
o 595% de intervalo de confianza
) _ Diferencia de de la diferencia
Diferencia de Brror
F Sig. t gl Sig. (bilateral) medias estandar Inferior Superior
Se asumen varianzas
HAPS iquales 1.903 240 33.279 4 .00o0 741851 .22285 6.80050 8.03851
Mo se asumenvarianzas
iquales 33.279 2750 .00o0 741851 .22285 6.67200 816702

Con una significancia de contraste (Sig) menor a 0.05 en la prueba se rechaza Ho. Determinando que hay una

diferencia entre las medias de S.cap y Alternado.

Prueba t, BaA, S. capricornutum superior vs S. acutus superior:

Hipotesis:

Hi=Existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacidon de S.cap ricornutum

superiory S. acutus superior.

Ho=No existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacion de S. capricornutum

superiory S. acutus superior.

Se trabaja con un alfa de 0.05.

Prueba de muestras independientes

Prueha de Levene de calidad

de varianzas pruehatpara la igualdad de medias
L 95% de intervalo de confianza
) ) Diferencia de de |a diferencia
Diferencia de aror
F Sig. t al Sig. (hilateral) medias estandar Inferiar Superiar
Se asumen varianzas
HAPS iguales 1.862 280 -2.104 4 103 -1.80470 Rl -4.18574 AT634
il i
igﬂasl';:sume” varanzas 2104 2428 147 -1.80470 85756 -4.93637 1.32607

Con una significancia de contraste (Sig) mayor a 0.05 en la prueba, no se rechaza Ho.Determinando que no

hay una diferencia significativa entre los ensayos.

Prueba t, columna con flujo, BaP ensayo vs blancos:

Hipétesis:

Hi=Existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacién de ensayo y la de

blancos.
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Ho=No existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacién de ensayo y la de
blancos.

Se trabaja con un alfa de 0.05.

Prueba de muestras independientes

Prueha de Levene de calidad
de varianzas

pruebatpara laigualdad de medias

Diferencia de

Diferencia de
errar

95% de intervalo de confianza
de la diferencia

F Sig. t al Sig. (bilateral) medias estandar Inferior Superiar
= _
RS riaaa o vananzas 1903 240 | 33279 4 000 741951 22205 680050 303851
N :
ualee | menATEnzaS 33278 | 2750 000 741951 22295 667200 816702

Con una significancia de contraste (Sig) menor a 0.05 en la prueba se rechaza Ho.Determinando que hay una
diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacion.

Prueba t, columna con flujo BaA, ensayo vs blancos:

Hipotesis:

Hi=Existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacion de blancos y la de
ensayos.

Ho=No existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacién de blancos y la de
ensayos.

Se trabaja con un alfa de 0.05.

Prueba de muestras independientes

de varianzas

Prueba de Levene de calidad

pruebatparalaigualdad de medias

Diferencia de

Diferencia de
errar

95% de intervalo de confianza
de la diferencia

F Sig. t gl Sig. (hilateral) medias estandar Inferior Superior
- :
HAPS igi:ﬁ;ime" vananzas 000 599 | 102,346 4 000 717433 07010 6.97071 7.36896
Mo se asumen varianzas
iquales 102.346 3.904 000 717433 07010 £.97960 7.36907

Con una significancia de contraste (Sig) menor a 0.05 en la prueba se rechaza Ho.Dterminando que existe
una diferencia entre el porcentaje recuperado de blancos y ensayos.

Prueba t, BaP, columna con flujo vs columna sin flujo:

Hipotesis:
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Hi,=Existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperaciéon de columna con flujo y

columna sin flujo.

Ho=No existe una diferencia significativa entre la media de

flujo y columna sin flujo.

Se trabaja con un alfa de 0.05.

porcentaje de recuperacion de columna con

Prueha de Levene de calidad
devarianzas pruebatparalaigualdad de medias
R 95% de intervalo de confianza
) ) Diferencia de de la diferencia
Diferencia de errar
F Sig. t gl Sig. (bilateral) medias estandar Inferior Superior

Se asumen varianzas
VAR0DOD2 iguales 3725 126 13.639 4 .0o0 2.87230 .21059 2.28760 3.45700

Mo se asumen varianzas

iguales 13.639 2.262 .003 2.87230 21059 2.05967 3.68482

Con una significancia de contraste (Sig) menor a 0.05 en la prueba se rechaza Ho.

Determinando que existe una diferencia significativa entre la media de porcentaje de recuperacion de

columna con flujo y columna sin flujo.
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Anexo 2.

Datos Brutos.

Tabla A 1. Crecimiento algal.

dias
# de toma de lectura | transcurridos Selenastrum capricornutum (Abs) | Scenedesmus acutus(Abs)
1 0 0 0
2 1 0.072 0.034
3 3 0.117 0.103
4 7 0.4 0.31
5 9 0.65 0.488
6 11 0.7 0.623
7 14 0.783 0.721
8 17 0.78 0.85
09 18 0.792 0.9
10 20 0.8 1
11 21 0.81 1

Tabla A 2.Pruebas de crecimiento

S.acutus

Concentracion despues de

Concentraciones reales.

#células /mL

dilucién. promedio #células /mL

promedio #células /mL

Célculo de %

Iniciales 48 168 48 h 168 h 48 h 168 h 48 h 168 h
1C 6.00E+06 | 6.00E+06 | ¢ 5e .06 6.96E+06 6.00E+06 | 6.96E+06
6.00E+06 7.93E+06 95.97 111.39
A45E+ 7.06E
2C 6.45E+06 06E+06 6.19E+06 6.97E+06 1.24E+07 1.39E+07
5.92E+06 6.87E+06 98.98 111.49
5.80E+06 6.50E+06
4C 6.24E+06 6.51E+06 2.50E+07 2.60E+07
6.69E+06 6.51E+06 99.91 104.14
S.capricornutum Concentracion despues de dilucidon| Concentraciones reales. )
- - - - - Calculo de %
#células /mL promedio #células /mL promedio #células /mL
Iniciales 48 168 48 h 168 h 48 h 168 h 48 h 168 h
1c 6.08E+06 | 7.04E+06 | ¢ 0e406 7.04E+06 6.10E+06 | 7.04E+06
6.12E+06 7.04E+06 97.65 112.68
2C 6.11E+06 | 681E+06 | o cpi06 6.54E+06 1256407 | 1.31E+07
6.39E+06 6.27E+06 99.98 104.65
3C 6.22E+06 | 6.83E+06 | ¢ 13,06 6.46E+06 2536407 | 2.58E+07
6.43E+06 6.08E+06 101.22 103.29
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Ensayos de discos en matraz para cada especie e hidrocarburo a diferentes tiempos de exposicidn y con dos

diferentes concentraciones de células (1Cy 2C).

Tabla A 3. BaP, valores promedio

S.acut 1l
% de remocion Blanco S.cap1C |S.cap2C |C S.acut 2C
3h 40.36 68.30 68.30 64.85 75.47
6h 72.33 88.31 87.02 90.28 88.44
15h 57.62 94.92 94.62 95.59 94.92
S.acut 1l
% de recuperacion, en alginato | Blanco S.cap1C |S.cap2C |C S.acut 2C
3h 7.89 4.79 4.79 4.57 4.03
6h 10.41 7.70 4.01 3.94 5.28
15h 15.19 0.00 5.27 4.01 4.00
S.acut 1
% de recuperacion, en biomasa |S.cap1C |S.cap2C |C S.acut 2C
3h 1.79 2.26 2.49 2.19
6h 3.76 3.65 3.47 3.61
15h 0.74 2.29 0.83 1.47
Tabla A 4.BaA, valores promedio
% de remocion S.cap 2C | S.acut S.acut
Blanco S.cap 2C
3h 54.19 78.29 78.29| 78.48| 75.00
6h 29.94 67.72 76.09 76.57 76.40
15h 39.69 90.71 92.52 89.04 95.40
S.acut
% de recuperacion Blanco S.cap S.cap 2C | S.acut 2C
3h 12.76 14.62 13.27 17.23 14.35
6h 19.72 17.84 14.29 11.63 12.11
15h 21.42 4.87 0.00 6.89 4.44
% de recuperacion, en S.acut
biomasa S.cap S.cap 2C S.acut 2C
3h 2.99 3.62 4.85 3.74
6h 12.98 9.54 13.31 12.66
15h 1.04 0.00 1.03 1.11
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Tabla A 5.Bioensayos de exposicion en columna estatica

BaP Blanco Alternado Mezcla S.cap/S.acut S.acut/S.cap
% de remocién 71.8610.46 83.1110.11 79.45$0.94 90.610.035 73.95:0.57
A B S.acut S.cap A B S.acut S.cap S.acut S.cap
% de recuperacion en alginato [2.61+0.07 |2.52+0.03(2.36+0.08 [1.35+0.03 |2.39+0.03 |2.3310.02 |1.81+0.08 [1.40+0.08 |2.46+0.02  |1.13+0.008
% de recuperacién en biomasa 1.68+0.06 |0.28+0.01 |0.65+0.02 |0.28+0.01 [0.61+0.01 |0.22+0.01 |0.76+0.02 |0.25+0.01
BaA Blanco Alternado Mezcla S.cap/S.acut S.acut/S.cap
% de remocion 78.45+1.09 95.1110.14 87.2610.26 96.780.08 89.61£0.12
A B S.acut S.cap A B S.acut S.cap S.acut S.cap
% de recuperacién en alginato |4.12+0.11 |4.2+0.13 |1.27+0.005 |0.50+0.01 |1.71+0.12 |0.870.04 [0.94:0.03  |0.32+0.01 |1.49+0.07  |0.92+0.01
% de recuperacién en biomasa 0.67+0.005 |[0.22+0.008 |0.25+0.005(0.11+0.001 |0.29+0.01 0.00]0.71+0.003 |0.24+0.002
Tabla A6. Ensayo de columna con flujo.
BaP Blanco Ensayo
% de remocion 59.71+1.23 87.7+0.12
A B S.acut S.cap
% de recuperacion en alginato | 4.00+0.20 | 3.78+0.31 | 2.44+0.06 | 1.90+0.02
% de recuperacion en biomasa 1.73+0.03 |0.26+0.01
BaA Blanco Ensayo
% de remocion 68.28+1.65 85.07+1.08
A B S.acut S.cap
% de recuperacion en alginato | 5.30£0.02 | 3.994#0.11 | 0.98+0.03 | 0.37+0.01
% de recuperacion en biomasa 0.29+0.003 | 0.22+0.004
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