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RESUMEN

En este trabajo se desarrollé una propuesta para el tratamiento de medio acuoso
contaminado con Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs), especificamente
Benzo[alantraceno y Benzo[a]pireno. El proceso consistio en la evaluaciéon de
biorreactores tipo tanque con agitacion mediante recirculacién, empacados con
esferas de alginato de calcio que contienen las especies inmovilizadas
Scenedesmus acutus y Selenastrum capricornutum.

Para cuantificar los HAPs residuales y determinar la remocion en el medio acuoso
por microalgas inmovilizadas en los biorreactores, se utilizé la técnica de Extraccién
en Fase Sdlida (EFS) para el tratamiento de la muestra y Cromatografia de Liquidos
de Alta Resolucion y deteccion espectrofotométrica UV (CLAR-UV) para el analisis
de los HAPs estudiados. Previamente se valido la metodologia para verificar la
linealidad, precision al igual que el porcentaje de recuperacién. Se obtuvieron
coeficientes r’>0.99, coeficientes de variacion <6% y recobros cercanos al 83% para
B[a]JAy 75% para B[a]P. Una vez validado el método de EFS-CLAR-UV, se procedid
a evaluar los parametros operacionales en que las microalgas inmovilizadas
removieran mayor porcentaje de HAPs.

Inicialmente se realiz6 la evaluacion de la sorcion de HAPs presentes en la muestra
acuosa sobre el material utilizado en la construccion del biorreactor, es decir el
contenedor de vidrio y la manguera Viton. Posteriormente, se optimizd su operaciéon
haciendo modificaciones en los flujos de recirculacion, el tiempo de exposicion, las
especies de microalgas inmovilizadas y la posicion de salida del flujo de
recirculacion(inferior o lateral). Con el uso del biorreactor con agitacion mediante
recirculacion de salida inferior (RSI) se obtuvieron porcentajes de remocién del 67%
en tiempos de exposicidon de 6 horas y flujo de recirculacién de 1 mL/min utilizando
la especie S. capricornutum. Dichas condiciones fueron extrapoladas a
biorreactores de mayor tamafio mediante el principio de similaridad obteniendo
mayores porcentajes de remocion, los cuales llegaron hasta 91% y 84% para BaA
y BaP respectivamente con un volumen de agua de la llave de 60 mL.

El apartado final de este trabajo incluyé el acercamiento a la implementacion de un
biorreactor con capacidad de 4,000 mL utilizando la extrapolacion de los parametros
operacionales. El analisis tanto del medio acuoso como la biomasa mediante EFS-
CLAR-UV y DMFS-CLAR-UV permitieron hacer un balance de materia cuantificando
la remocion, ya sea por bio-acumulacién o biodegradacion de los HAPs presentes.



INTRODUCCION

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) reagrupan un conjunto de
compuestos organicos constituidos por al menos dos anillos aromaticos fusionados
(Mi et al., 2001). Los HAPs son contaminantes ambientales que se encuentran en
el aire, agua y suelos. Sus propiedades varian de acuerdo con el compuesto, pero
en general presentan poca solubilidad en agua y una propension a absorberse a la
materia organica (Slooff et al., 1989). Su generacion puede atribuirse tanto a fuentes
antropogénicas como naturales; por la quema de combustibles fosiles y material
organico, asi como por las emisiones de automoviles, plantas generadoras de
energia y quema de desperdicios; de manera natural, en erupciones volcanicas y

durante la formacion del petréleo (McElroy y Sisson, 1989).

La toxicidad de los HAPs es reconocida y clasificada como cancerigena y
mutagénica, sin embargo, sus caracteristicas varian de un compuesto a otro. Su
alta toxicidad justifica su clasificacidn como contaminantes organicos persistentes y
su registro como contaminantes prioritarios en las listas de la Comision Europea, la
Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos y la Organizacion Mundial
de la Salud, las cuales han clasificado 16 HAPs en su lista de contaminantes
prioritarios. Particularmente, el Benzo[alantraceno (BaA) es clasificado como
probable precursor del cancer, mientras que el Benzo[a]pireno (BaP) como

compuesto cancerigeno.

Si bien existen diferentes métodos fisicos y quimicos que han sido planteados para
tratar los medios contaminados con HAPs, tales como, flotacion, desorcion térmica,
extraccion con disolventes, ultrasonido y tratamiento electroquimico entre otros
(Wilson y Jones, 1992), el uso de estos tipos de tratamientos presentan diferentes
desventajas: el alto costo de los reactivos a utilizar, el desconocimiento de la
cantidad necesaria (a fin de evitar defectos u excesos) y los efectos secundarios
ligados a las propiedades de los reactivos que podrian causar la formacion de

nuevos contaminantes.



Por lo que las busquedas actuales se orientan hacia la remocion de los HAPs
mediante bioprocesos, teniendo como ventajas su aspecto no contaminante y la
ausencia de productos quimicos (Hotfritcher et al., 1999). Al respecto, la mayor parte
de los estudios de biodegradacién de HAPs han estado enfocados al uso de
microorganismos como bacterias y hongos (Hong et al., 2008). No obstante, se
conoce también el poder de algunas especies de microalgas para remover € incluso
degradar los HAPs. Especies como Chlorella minutissima, Chlorella vulgaris,
Scenedesmus platydiscus, Scenedesmus quadricauda, Scenedesmus acutus,
Selenastrum capricornutum, Skeletonema costatum 'y Nitzschia han sido utilizadas
en la remocion de HAPs (Warchawssky et al., 1990; Olmos Espejel et al., 2012;
Garcia de Llasera, et al., 2016; Lei et al., 2007; Hong et al., 2008).

Si bien el gasto de la biomasa utilizada y su separacion representa uno de los
grandes problemas al trabajar con microrganismos en bioprocesos, en la actualidad
el uso de biorreactores empacados con organismos inmovilizados es una técnica
que toma fuerza al resultar un método no invasivo y econémico desde el punto de
vista operativo al permitir la separacién de la biomasa y los productos o desechos
finales, asi como una proteccidén a los organismos de la depredacion y las

condiciones ambientales (Noue y Proulx, 1988).

El tratamiento y remocion de Benzo[a]pireno y Benzo[alantraceno en medios
acuosos utilizando mini biorreactores empacados con microalgas tanto libres como
inmovilizadas ha proporcionado resultados favorables en el grupo de trabajo (Garcia
de Llasera et al.,, 2018). El uso de microalgas inmovilizadas de las especies
Selenastrum capricornutum'y Scenedesmus acutus han sido aplicado a la remocién
de BaA y BaP mediante ensayos en matraces con agitacién orbital (Olmos Espejel
et al., 2012; Garcia de Llasera et al., 2016), al igual que en biorreactores tipo tanque
con agitacion magnética (Loera Flores, 2017) y biorreactores tubulares (Ledn
Santiago, 2016), demostrando que las condiciones de operacion son caracteristicas

del tipo de reactor utilizado y de los materiales de construccion.

Dado que las condiciones de operacion son caracteristicas del tipo de reactor, es
necesario ahondar en la investigacion para determinar parametros que conlleven a
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las condiciones dptimas de trabajo (Blanco Alvarez y Linarte Lazcano, 1978). Por lo
tanto, el objetivo de este trabajo es disefiar un biorreactor tipo tanque con agitacion
mediante recirculacién y determinar los parametros 6ptimos, como son el tiempo de
exposicion, la velocidad y recirculacion de flujo, la relacion de muestra
acuosa/materia organica, la posicion de la salida de recirculacion y los materiales
de construccién, para su manejo con microalgas inmovilizadas de las especies
Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus. Inicialmente se manejaron
volumenes pequefos (15-60 mL) hasta finalizar en el escalamiento a nivel
laboratorio de los parametros obtenidos en un reactor con capacidad de cuatro litros
para la remocion eficiente de Benzo[a]pireno y Benzo[a]antraceno, el cual se trabajé
a temperatura ambiente. El escalamiento se realizé mediante el concepto de
similaridad en tamafo, geometria y forma (Anaya Durand y Pedroza Flores, 2008)

de las condiciones Optimas obtenidas.

Para evaluar cuantitativamente las concentraciones de los HAPs del medio acuoso,
es decir, la remocion de los HAPs mediante microalgas inmovilizadas y la valoracién
de los parametros operacionales en el biorreactor, fueron empleadas técnicas
analiticas como la Extraccion en Fase Sdlida (EFS) para la concentracion vy
aislamiento de los remanentes de los HAPs de estudio en los biorreactores y la
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion con un detector espectrofotométrico
UV (CLAR-UV) para el analisis cuantitativo de los HAPs.



OBJETIVOS

General

Establecer los parametros éptimos en la implementacion y escalamiento a nivel
laboratorio de un biorreactor tipo tanque con agitacion mediante recirculacion, para
la remocién en medio acuoso de Benzo[a]antraceno y Benzo[a]pireno, mediante las
microalgas Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus inmovilizadas en

perlas de alginato.
Particulares

e Evaluar la capacidad de remocion por factores abidticos (luz) y materiales de
construccion (manguera Viton y vidrio) en biorreactores con agitacion orbital y

biorreactores con agitacion mediante recirculacion.

e Comparar la capacidad de remocion de Benzo[a]antraceno y Benzo[a]pireno
mediante microalgas inmovilizadas en un biorreactor con agitacién orbital y un

biorreactor tipo tanque con agitacion mediante recirculacién.

e Evaluar la remocion de Benzo[a]lantraceno y Benzo[a]pireno en un biorreactor
tipo tanque con agitacion mediante recirculacién con la variacion de los
parametros operacionales (tiempo de exposicidn, presencia de alginato,
especies de microalgas inmovilizadas, posicién de salida del biorreactor y flujo

de recirculacion).

e Evaluar los parametros 6ptimos de flujo de recirculacién encontrados para la
remocién en diferentes volumenes de medio acuoso y masa de hidrocarburos,

incrementando el tamano del biorreactor mediante el principio de similaridad.

e Utilizar el principio de similaridad y la informacién comparativa obtenida para
realizar el escalamiento a nivel laboratorio de un ensayo en un reactor de 4,000
mL de capacidad para la remocion de BaA y BaP en medio acuoso mediante

microalgas inmovilizadas.



Capitulo 1 MARCO TEORICO

1.1 HIDROCARBUROS AROMATICOS POLICICLICOS

Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs) agrupan un extenso conjunto de
compuestos organicos constituidos por anillos aromaticos fusionados en arreglos
lineales, de racimo o arreglos angulares (Neff, 1979; Slooff et al., 1989). La mayoria
son substancias lipéfilicas compuestas de Carbono e Hidrogeno creando
estructuras polinucleares por lo que también se les conoce como “Hidrocarburos
Polinucleares”, generalmente presentados en mezclas complejas de numerosos

compuestos diferentes.

Los HAPs puros son soélidos habitualmente cristalinos que presentan un color blanco
o amairillo claro. Las propiedades fisicas de sus compuestos varian segun su masa
molecular y su estructura. En general presentan inestabilidad fotoquimica, por lo
que se degradan con la luz, ademas de baja solubilidad en agua, asi como altos

puntos de fusién y ebullicién (Behymer y Hites, 1988; Lawal, 2017).

También se caracterizan por ser hidrofobicos, presentando una fuerte afinidad por
la materia organica y un Kow elevado, lo que indica un alto potencial de adsorcion
a particulas de materia suspendida en aire y agua, ademas de un fuerte potencial

de bioacumulacion en los organismos (Slooff et al., 1989).

1.1.1 Origen de los HAPs

Los HAPs presentan una principal fuente de produccion por pirdlisis, combustidon
incompleta de materia organica a altas temperaturas (McElroy y Sisson, 1989;
Lawal, 2017). Su origen puede ser tanto natural (fuegos forestales, erupciones
volcanicas) o mayormente por actividades antropogénicas (actividad industrial,
emisiones de automoviles, plantas generadoras de energia y quema de
desperdicios al igual que en una gran cantidad de alimentos al ser ahumados por
tiempos largos) (IARC, 1983; Slooff et al., 1989).

Los HAPs pueden ser también de origen petrogénico, como resultado de la

maduracién lenta de la materia organica en el ambiente sedimentario profundo y en
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menor medida de modificaciones quimicas durante la diagénesis temprana de
precursores naturales, pigmentos, esteroides y quinonas acumuladas en depdsitos
sedimentarios (Aizenshtat et al., 1973; Laflamme y Hites, 1978; Neff, 1979,
Wakeham et al., 1980).

1.1.2. Toxicidad de los HAPs

La toxicidad es la capacidad inherente a una sustancia de producir un efecto dafino
en un organismo. La toxicidad de los HAPs es ampliamente conocida por sus
propiedades cancerigenas, mutagénicas y dafinas al ambiente, dada su baja

solubilidad y por ello su persistencia en los ecosistemas.

Si bien en general los HAPs son denominados tdxicos, existen 16 que son
clasificados como contaminantes organicos persistentes y catalogados como
sustancias prioritarias en la lista de la Comision Europea (JOCE, 2004), asi como
en la Organizacion Mundial de la Salud, en inglés World Health Organization (WHO,
1998) y la Agencia de Proteccidon del Ambiente de los Estados Unidos, EPA por sus
siglas en inglés Environmental Agency Protection (Grova et al., 2002). A nivel
nacional, México regula las cantidades minimas permisibles de acuerdo con la
NOM-138-SEMARNAT/SS-2003. En la Tabla 1.1 se presentan las propiedades
fisicoquimicas de los 16 HAPs que son clasificados como contaminantes

persistentes inspirada en Mackay et al., 1992; Grova, 2002.



Tabla 1.1 Propiedades fisicoquimicas de los 16 HAPs listados por la EPA

e e Masa Solubilidad en
Estructura Compuesto Anillos molecular agua (mg/L a Log Kow
(g/mol) 25°C)
Naftaleno 2 1282 31 337
!/ ‘\I
Acenaftaleno 3 154.2 3.8 3.92
V/:\I
Acenaftileno 3 1522 16.1 4.06
¢ 1 J Fluoreno 3 166.2 1.9 4.18
C;C Fenantreno 3 1782 1.1 45
CCO Antraceno 3 178.2 0.045 4.45
0'8 Fluoranteno 4 2023 0.26 52
Pireno 4 2023 0.123 4.88
Benzo[a]antraceno 4 228.3 0.011 SN
Criseno 4 2282 0.002 5.61
Benzo[a]pireno 5 252.3 0.0038 6.31
Benzo[b] 5 2523 0.0015 6.8
fluoranteno
ﬂB°“Z°”‘] 5 2523 0.0008 631
y uoranteno
I ) .
~A 1,2:5.6-
e S hoeireonn 5 278.4 0.0006 6.5
Benzo[g,h,i] 6 276.3 0.00026 72
perileno
O
~ X T Indeno[c,d]pireno 6 276.3 0.0005 6.58

1.1.3. Efecto sobre la salud humana y el medio ambiente

La acumulacion y la persistencia de los HAPs presentan un riesgo para la salud
humana y el ambiente, por una parte, por las caracteristicas propias de los

compuestos pero también a causa de las fuentes de exposicion.



Los seres humanos pueden estar expuestos a HAPs a través del aire, agua y los
alimentos mediante diferentes vias como lo son: respiratoria (por la inhalacion de
particulas atmosféricas contaminadas o por fumar cigarrillos), digestiva (por la
ingestion de productos alimentarios contaminados, cocinados a la parrilla o
ahumados), e incluso la piel. En 1993 se demostré que el BaP, HAP aislado del
alquitran de hulla, era cancerigeno (Mastandrea et al., 2005). Ademas, se han
asociado con diferentes tipos de cancer como lo son el de vejiga, laringe, escroto,

mama, eséfago, préstata, rifidn, piel y pancreas.

Los HAPs son capaces de suprimir el sistema inmunoldgico y son sospechosos de
ser disruptores endocrinos. Se han estudiado y probado las propiedades
cancerigenas y mutagénicas de Criseno, Dibenzoantraceno, el Naftaleno, el

Benzo[a]flouranteno, el Flouranteno y el Indeno (IARC, 1983; Bourcereau, 2010).

En medios acuaticos la mayor parte de los HAPs se encuentran absorbidos en los
sedimentos y en los organismos vivos por bioacumulacién, la cual designa la
capacidad de los organismos de concentrar y acumular una sustancia en
concentraciones superiores a aquellas del agua en donde se encuentran,
posteriormente juegan un papel de bioamplificacion mediante la cadena alimentaria,

resultando en niveles terminales mas elevados (Lee et al., 1972)

Los niveles de bioacumulacion dependen de las caracteristicas fisicoquimicas de
los HAPs (Chahin, 2010):

» De acuerdo con su estabilidad quimica y metabdlica, explicando su baja
degradacion en el ambiente y su acumulacion en los seres vivos

» El nivel lipofilico de las sustancias, permitiendo una transferencia pasiva
entre la membrana bioldgica de los seres vivientes y su posterior paso por la
mucosa digestiva al ser ingeridos

» Por la capacidad de los organismos acuaticos a biodegradar los HAPs

1.1.4. Limites maximos permisibles para HAPs



Las caracteristicas de estos contaminantes han sido causantes de la existencia de
legislaciones y normatividades, que rigen y delimitan las cantidades maximas

permisibles en sistemas acuosos de acuerdo con la agencia regulatoria, Figura 1.2.

En EUA la Occupational Safety and Health Administration (OSHA, 1997) establecio
un limite de exposicion permitido de 0.2 mg/m? en el ambiente de trabajo para el
BaP mientras que la EPA contempla un limite maximo de 0.0002 mg/L para el

mismo hidrocarburo.

La EPA no es la unica organizacién en declarar a estas substancias como dafinas.
El Centro Internacional de Busqueda contra el Cancer (IARC, 1983) ha establecido
una clasificacion donde organiza el peligro de exposicion a las substancias en tres

categorias:

1. Corresponde a substancias cancerigenas comprobadas (entre ellos el BaP)
2. Incluye a las substancias posiblemente cancerigenas (entre ellos el BaA)

3. Productos que no pueden considerarse cancerigenos para el hombre

En Francia, el Decreto N°2001-1220, relativo a las aguas destinadas a consumo
humano, designa un valor limite de 0.01 ug/L para BaP, mientras que la
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 1998) impone en el agua potable un valor
limite de 0.2 pg/L para Fluoranteno, Benzo[b]fluoranteno, Benzo[k]fluoranteno,
Benzo[g, h,i]perileno, Indeno[1,2,3,cd]pireno y un valor limite de 0.7 ug/L para el

Benzol[a]pireno.

En México la Comision Nacional del Agua rige los parametros de la calidad del agua
y los clasifica en inorganicos, organicos, fisicos y microbiolégicos. Los HAPs son
clasificados dentro de los parametros organicos y la norma mexicana que rige sus
niveles maximos permisibles en suelos es la NOM-138-SEMARNAT/SS-2003 de
acuerdo con el tipo de suelo. Para BaP y BaA los limites maximos permisibles en
suelos son 2 mg/kg base seca para uso de suelo agricola, forestal, pecuario, de
conservacion, residencial, creativo; y 10 mg/kg base seca para el uso de suelo

industrial y comercial.
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Los limites para Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos en materia de aguas son
regidos por la Ley Federal de Derechos y Disposiciones dependiendo del uso del
agua. Los limites para los HAPs son 0.0001 mg/Kg para abastecimiento de tipo

urbano y 0.1 mg/Kg para proteccion a la vida acuatica: aguas costeras y estuarios.

En la Tabla 1.2 se presentan los Limites maximos permisibles para BAP de
diferentes entidades como los son México, Estados Unidos de Norteamérica y
Francia.

Tabla 1.2 Limites maximos permisibles para BaP

Entidad Legislacion Valor Limite BaP

México | Ley Federal de Derechos y Disposiciones 0.0001 mg/kg
Administraciéon de Seguridad y Salud Ocupacional 0.2 mg/m3

=OA Agencia de Proteccién Ambiental 0.2 ug/L

Francia | Decreto n°2001-1220 0.01 pg/L
Organizacion Mundial de la Salud 0.7 ug/L

1.2 ANALISIS DE LOS HAPs EN EL AGUA

Muchos métodos son utilizados para el analisis cuantitativo y cualitativo de los HAPs
entre ellos pueden distinguirse los basados en la separacion de los HAPs en fase

liquida o fase gaseosa.

En la fase liquida se lleva generalmente a cabo mediante cromatografia liquida de
fase inversa, en la cual la fase estacionaria es de naturaleza apolar (silice
modificada con cadenas hidrocarbonadas) y la fase movil esta constituida por un
disolvente polar; existen una gran cantidad de columnas especificamente disefiadas

para la separacion de HAPs (Wise et al., 2018).

1.2.1. Cromatografia de liquidos

La cromatografia de liquidos es una técnica de analisis quimico mediante la cual se

separan fisicamente los diferentes compuestos de una solucién por la adsorcion
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selectiva de los constituyentes de una mezcla. Consta de dos fases, una fija
denominada fase estacionaria y una fase mdévil la cual fluye permanentemente
durante el analisis. La afinidad de los analitos a estas dos fases provoca su
migracion diferencial a lo largo de la columna mediante el proceso de elucion
(Synder et al., 1979). En la migracion de los componentes, el tiempo de recorrido
de un componente a través de una columna se denomina “tiempo de retencion” (tr),
y mediante la diferencia de los tiempos de retencién entre componentes se puede

saber qué tan buena es la separacién de una mezcla en un sistema cromatogréafico.

Un cromatografo de liquidos consta de una serie de elementos indispensables:
Sistema de suministro de fase moévil (con depdsitos de disolvente(s)), bomba de alta
presion, sistema de inyeccidon de muestra, columna cromatografica, detector e
integrador. Estos elementos constituyen modulos bien definidos entre los cuales

circula la fase moévil a través de conductos tubulares.

En la Figura 1 se incluye un diagrama de los componentes del sistema de

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR).

Fase
Movil

o
é) Inyector

r/
Columna
Bomba [«

Desechos

Figura 1.1 Diagrama de los componentes de CLAR

Los detectores mas comunmente utilizados para el analisis de los HAPs en la

cromatografia de liquidos son: el detector por fluorescencia (Gundel et al., 1996), el
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cual ofrece una mayor sensibilidad y selectividad para la deteccidén de hidrocarburos
policiclicos aromaticos en matrices complejas, el detector UV-Visible y el detector
UV de arreglo de diodos (Menichini et al., 1999). Con estos detectores la seleccidn
de las longitudes de onda adecuadas permite alcanzar un elevado grado de
selectividad para cada HAP individual o para varios HAPs que eluyen en un tiempo
préximo. Por otra parte, la cromatografia de liquidos asociada a espectrometria de
masas (LC-MS) permite un analisis directo de la muestra porque puede deducir la
estructura de las moléculas detectadas (Marcé y Borrull, 2000; Huynh et al., 2007,
Soriano Sanz, 2009). La cromatografia de liquidos tiene diferentes tipos, siendo los
mas comunes, la cromatografia en fase normal donde se emplean fases
estacionarias polares y la fase movil es poco polar, y la cromatografia en fase
inversa en donde la fase estacionaria es apolar y la fase mévil es polar. Por lo que

en esta ultima, los compuestos polares son eluidos mas rapido que los apolares.
1.2.2. Parametros cromatograficos
Los parametros cromatograficos se describen a continuacion:

Tiempo de retencion (tr): Tiempo transcurrido entre el instante de introduccién de la
muestra en la columna y el momento en que dicho constituyente alcanza el maximo

de senal en el detector.

Tiempo muerto (tm): tiempo necesario para que un constituyente no retenido llegue

al detector.

Factor de capacidad (k’): es utilizado para describir las velocidades de migracion de
los analitos en las columnas y se interpreta considerando que mientras mayor sea
el valor de este factor, menor es la velocidad de migracién de un analito en la

columna.

Donde:



K constante de distribucion
Vs Volumen de fase estacionaria
Vm Volumen de fase movil

Selectividad (a): es la capacidad del sistema cromatografico para distinguir entre los
componentes de una muestra. Se mide como una relacién de los factores de
capacidad (k') de los componentes en cuestion y se puede visualizar como la
distancia entre los vértices de los picos correspondientes. Por lo que valores altos
de a indican una buena separacion de los dos picos.

k'g _ trB —lm

a=-——
kA tTA_tm

Donde:

k’s es el factor de capacidad de la sustancia con mayor tiempo de retencion

y trs su respectivo tiempo de retencién

k’a es el factor de capacidad de la sustancia con menor tiempo de retencion

y tra su respectivo tiempo de retencién
tm el tiempo muerto

Eficiencia de la columna: Es un parametro relacionado directamente con el
ensanchamiento de un pico en un cromatograma, ya que una columna poco
eficiente presentara picos muy ensanchados que podrian traslaparse con otros de
diferentes tiempos de retencion aunque se tenga buena selectividad. Dicha
eficiencia se simboliza con la letra N y esta estrictamente relacionada con el numero
de platos tedricos, que representan a las unidades de equilibrio que se tienen en la

columna.

| =
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Donde L representa la longitud de la columna y H la altura de cada plato teérico de

la columna.

La eficiencia de una columna puede determinarse a partir de un pico del

cromatograma mediante la siguiente ecuacion:

2

N = 16(tr)
N w

Donde tr es el tiempo de retencion y W es el ancho a la base de la banda para cada

analito.

Resolucién (Rs): constituye una medida cuantitativa de la capacidad de una
columna para separar dos analitos. Cuanto mayor sea la resolucion mejor

separados estaran los picos cromatograficos de los componentes Ay B.

_ 2(trg —try)
W+ W

1.2.3. Extracciéon

Existen diferentes técnicas para extraer los contaminantes organicos del agua, entre

las mas comunmente utilizadas se encuentran dos tipos:

e Extraccion Liquido-Liquido (ELL), la cual es quiza la mas ampliamente
utilizada. Consiste en mezclar la muestra de agua con un disolvente organico
inmiscible por el cual los HAPs tienen una mayor afinidad (Manoli y Samara,
1996).

e Extraccion en Fase Sdlida (EFS), la cual corresponde al uso de un
adsorbente para realizar al mismo tiempo una extraccién y concentracion de
los HAPs en una muestra liquida. Dado que este fue el sistema utilizado
durante el desarrollo de este trabajo a continuacion ahondaremos en su

explicacion.

La extraccién en fase solida (EFS) consiste en aplicar una muestra liquida a través

de una columna, un cartucho o pre-columna que contiene un adsorbente. Los
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adsorbentes mas utilizados son alumina o silice unida a octadecil (C18) u octil (C8).
Los analitos de la muestra se retienen al pasar por el adsorbente para
posteriormente ser recuperados con un disolvente apropiado. Por lo que esta
técnica permite la purificacién y la concentracion de los analitos a nivel trazas de
manera simultdnea. También tiene otras ventajas como la posibilidad de ser
aplicada en el lugar de muestreo e incluso usarla en métodos automatizados y en
linea con cromatografia de liquidos de alta resolucion o cromatografia de gases. La
EFS es una técnica aceptada por la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados
Unidos de América (USEPA, por sus siglas en inglés) como una técnica alternativa
a la extraccion liquido-liquido para la preparaciéon de muestras de agua potable y
agua residual en el anadlisis de contaminantes organicos (Hennion, 1999; Camel,
2003).

La extraccidon en fase sélida se maneja comunmente en cartuchos empacados con
el adsorbente, y consiste en cuatro pasos sucesivos, los cuales son presentados de

manera grafica en la Figura 1.2.

1 2 3 4
y 4 3 4

Adsorbente
— + t—— Adsorbente p— Adsorbent
—— Adsorbente ‘:"_ Analito —-— +.. L Adsorbente
U + [ Analito :J
Impurezas * *
Impurezas Anglito

Figura 1.2 Etapas de Extraccion en Fase Solida inspirada en Zwir Ferenc y Bizuik,
2006

Los pasos son los siguientes:
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1. Acondicionamiento y lavado: el acondicionamiento se realiza con un
disolvente o mezcla de disolventes a fin de solvatar los grupos funcionales
de la fase estacionaria, humectar el empaque y eliminar las impurezas y
aire que se encuentren retenidas en la fase, a fin de facilitar la
transferencia de la muestra.

2. Carga de la muestra: se aplica la muestra en la parte superior del cartucho
a fin de retener el analito de interés en la fase.

3. Lavados (clean up): se realiza utilizando disolventes apropiados con el
objetivo de eliminar interferencias e impurezas sin desplazar a los
analitos.

4. Elucion: consiste en la elucién de los analitos de interés utilizando un

disolvente fuerte y apropiado para la muestra.

La extraccion de hidrocarburos aromaticos policiclicos mediante EFS puede
efectuarse exitosamente, aun cuando se puedan presentar problemas de adsorcion
a la superficie de los contenedores o cartuchos donde se realiza la extraccién, como
consecuencia de la alta hidrofobicidad de los contaminantes. Para evitar la
adsorcién a los materiales, se adiciona a la muestra un disolvente organico como el
acetonitrilo, 2-propanol, metanol o un tensoactivo para aumentar la solubilidad de
los hidrocarburos (Marcé y Borrull, 2000). Lo anterior debe tomarse en cuenta para
la toma de la muestra, el almacenamiento y el desarrollo del método de extraccidon

con el fin de llevar a cabo un analisis cuantitativo confiable.

La técnica de EFS ha sido aplicada para la extraccion tanto de HAPs como de sus
metabolitos en matrices biolégicas como orina, leche, aceite y extracto de pescado.
Los recobros obtenidos varian entre 23 % y 127 %, cabe mencionar que estos
resultados dependen del tipo de matriz analizada y del compuesto determinado
(Velasco Cruz, 2011).
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1.3 METODOS DE REMOCION DE CONTAMINANTES EN MEDIOS
ACUOSOS

Los métodos de remocion de contaminantes de medios acuosos, a grandes rasgos,

se pueden dividir en tres tipos de tratamientos:
» Meétodos de tratamiento fisicos

Los métodos fisicos, son dados principalmente por mecanismos de filtracién y
sedimentacion, en ellos se utilizan las propiedades fisicas para inmovilizar, separar

o concentrar los contaminantes presentes en el agua.
» Meétodos de tratamiento quimicos

El principio de los tratamientos quimicos consiste en utilizar reactivos con el objetivo
de provocar una reaccion o una serie de reacciones para transformar los
contaminantes en compuestos menos toxicos, extraerlos o hacerlos biodegradables

(coagulacién, floculacion, adsorcidn, intercambio idnico y desinfeccion).
» Meétodos de tratamiento bioldgicos

El principio de los tratamientos bioldgicos se basa en la eliminacién de
contaminantes organicos o la reduccién de su concentracion en el medio, para ello
se utilizan organismos que tienen la capacidad de remover o en el mejor de los

casos degradar los contaminantes en compuestos menos toxicos.

1.3.1. Remocién de HAPs

Diferentes soluciones han sido propuestas para el tratamiento de los HAPs en el
ambiente; de los cuales pueden agruparse procesos tanto fisicos como quimicos,
tales como: la flotacion, los lavados, la desorcion térmica, la extraccidon con
solventes, la oxidacion, el tratamiento con ultrasonido, asi como los tratamientos
electroquimicos (Sloof et al., 1989). Sin embargo, aunque funcionales, los métodos
antes descritos implican riesgos, desde la regulacion de reactivos a utilizar, evitando

excesos o0 defectos de los compuestos quimicos, hasta dafios ambientales por
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barreras fisicas, causando danos secundarios por la formacion de nuevos

contaminantes.

Es por ello que las vias de investigacién actuales orientan su busqueda a la
eliminacién de estos hidrocarburos mediante procesos denominados de
biorremediacién, siendo el principal punto de interés por ser métodos no
contaminantes y por la ausencia de substancias quimicas en su implementacion
(Faham, 2013). La biorremocidn es la aplicacion tecnolégica que utiliza organismos
y microorganismos vivos para destruir o remover contaminantes organicos e
inorganicos, aprovechando una modificacion adecuada del medio ambiente (EPA,
2013).

La EPA reporta el potencial de organismos vivos tales como plantas, bacterias,
hongos y microalgas empleados para la biorremediacién. El potencial de
microorganismos del reino vegetal y bacterias para la degradacién de HAPs puede
ser ejemplificados para Naftaleno, Acenaftileno, Fenantreno, Antraceno, Pireno,
Fluoranteno y Criseno (Lawal, 2017). Otro ejemplo de biorremediacién es el uso de
microalgas Chlorella minutissima, para la remediacion de aguas de desecho de

alcantarillas (Sharma et al., 2008).

En los ultimos afos se ha logrado el aislamiento de diversas especies de bacterias,
hongos y algas capaces de degradar HAPs encontrandose que la facilidad de
remocion y degradacion es inversamente proporcional al numero de anillos de la
molécula de HAP (Cerniglia, 1993). Sin embargo, la remocion y degradacién de
estos HAPs depende de sus propiedades fisicoquimicas, su concentracion, la tasa

de difusion en el medio y su disponibilidad.

1.3.2. Microalgas

Las microalgas pueden definirse como organismos unicelulares eucariotas y
fotosintéticos; son esenciales en la produccion primaria dentro de la cadena trofica,
que es al mismo tiempo la primera formadora de materia organica; generalmente
son fotoautétrofas (organismos que obtienen la energia de la luz solar y se

desarrollan a partir de la materia inorganica existente), sin embargo, algunas
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especies pueden crecer en condiciones heterétrofas (obteniendo la energia de la
luz solar y empleando compuestos organicos como fuente de carbono), poseen un
tamano promedio entre 5 y 10 um y usualmente presentan apariencia esférica o
cilindrica, lo que las hace facilmente digeribles por muchos organismos, cuya

principal fuente alimenticia es el fitoplancton.

La clasificacion de estos organismos permanentemente sufre modificaciones, en
parte por la aceptacion o no de los criterios de clasificacion segun los diferentes
autores y en parte por evidencias de su estructura gracias a los adelantos de la
microscopia electronica. De acuerdo con ello es posible clasificar a las algas con
base en su forma externa, presencia o ausencia de flagelo, tipo de substancia de
reserva alimenticia, moléculas presentes en su pared celular, tipo de reproduccién

y ciclo de vida (Guaman Bumeo y Gonzalez Romero, 2016).

Una clasificacion muy aceptada es por su coloracién pudiendo encontrar algas
verdes, azules, rojas o amarillas. Entre las especies de microalgas verdes mas
utilizadas para la remocion de HAPs de alta masa molecular se encuentran:
Chlorella vulgaris, Scenedesmus platydiscus, Scenedesmus quadricauda,
Selenastrum capricornutum, Skeletonemacostatum y Nitzschias. (Lei et al., 2007;
Hong et al., 2008; Ghosal et al., 2016).

1.3.2.1. Especies utilizadas

Durante el desarrollo de este trabajo fueron utilizadas las especies Selenastrum
capricornutum y Scenedesmus acutus a continuacion se hace una descripcion de
ambas especies, de las cuales se conoce su capacidad de remocién y degradacién
de BaA y BaP (Warshawsky et al., 1990; Olmos-Espejel et al., 2012; Garcia de

Llasera et al., 2016; Garcia de Llasera y Garcia Cicourel, 2017).

La microalga Selenastrum capricornutum cuyo nombre fue formalmente modificado
a Pseudokirchneriella subcapitata presenta la siguiente clasificacion taxonémica
Eukaryota; Plantae; Viridiplantae; Chlorophyta; Chlorophyceae; Sphaeropleales;

Selenastraceae; Selenastrum. Es una microalga unicelular verde (clordfita) de agua
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dulce con dimensiones entre 12 uym de largo y 5.9 um de ancho, con forma de media

luna, perteneciente al grupo de las algas verdes.

Por otro lado, la microalga Scenedesmus acutus cuyo nombre fue formalmente
modificado a Tetradesmus obliquus presenta la siguiente clasificacion taxonémica
Eukaryota; Plantae; Viridiplantae;, Chlorophyta; Chlorophyceae; Sphaeropleales;
Scenedesmaceae; Scenedesmus. Es una microalga unicelular verde, sus
dimensiones estan entre 15-17.5 ym de largo y 4-7 ym de ancho con una apariencia
elipsoide se puede encontrar en multiples ambientes acuaticos y tiene caracteristica
de ser muy resistente. Suele presentarse en forma de colonias planas y lineales de

4, 8 y 16 células creciendo en agua dulce o salobre.
1.4 INMOVILIZACION

Una de las mayores limitantes en sistemas de tratamiento algal es la separacién de
la biomasa del medio acuoso tratado. Numerosos esfuerzos han sido dedicados a
desarrollar una tecnologia adecuada para la recoleccion de microalgas que van
desde la simple filtracion de arena hasta el uso de centrifugas o autofloculacién
(Richmond, 1986; Mallick, 2002).

Es por ello que se ha propuesto la inmovilizacién de células de algas para el
tratamiento de aguas residuales, la cual proporciona una facil recuperacion de la
biomasa utilizada o producida, asi como mayor flexibilidad en el disefio del reactor
y estabilidad operativa en comparacibn con sistemas de suspension
convencionales, ademas de una proteccion contra substancias téxicas vy

depredacion (Noue y Proulx, 1988).

La inmovilizacion de células se define como el confinamiento fisico o localizado de
las células intactas en una region especifica con la preservacion de alguna actividad
catalitica deseada (Karel et al., 1985). Una célula inmovilizada se define como una
célula que por medios naturales o artificiales no puede moverse
independientemente de sus vecinos a todas las partes de la fase acuosa del sistema

en estudio (Tampion y Tampion, 1987).
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Para inmovilizar microalgas se debe tener en cuenta un aspecto muy importante, el
soporte inmovilizador debe permitir el paso de la luz para que las células capten
eficientemente la energia necesaria para su proceso fotosintético, la superficie no
debe ser téxica, debe ser estable al tener contacto con el medio de crecimiento
(Mallick, 2002).

La inmovilizacion puede ser clasificada en dos tipos, por un lado la inmovilizacién

pasiva y por el otro inmovilizacion activa.

Inmovilizacion pasiva: Se basa en la habilidad natural que tienen muchos
microrganismos a unirse a superficies y crecer en ellas, estas superficies pueden
ser tanto de origen natural (esponjas o zacates) o sintéticos (resinas de polivinilo y
poliuretano). En ellas la inmovilizacién de la célula se lleva a cabo por adsorcion
fisica debida a fuerzas electrostaticas o mediante la union covalente entre la

membrana celular y el portador (Kourkoutas et al., 2004).

Inmovilizacion activa: Son técnicas desarrolladas para atrapar o encapsular, ya sea

vivas o muertas, las células de los microorganismos pudiendo ser mediante:

» Agentes floculantes: Quitosan

» Unidn quimica

» Inmovilizacion en polimeros: Puede realizarse mediante polimeros de varios
tipos ya sean sintéticos (como acrilaminas y poliuretanos), proteinas (como
clara de huevo, colageno, y gelatinas) y Polisacaridos naturales como el agar

y el alginato

Durante el desarrollo de este trabajo se utilizd, inmovilizacién activa con un

polimero, el alginato, a continuacion se describe el método.

Los métodos de inmovilizacion en gel han sido desarrollados para un gran numero
de microorganismos en los cuales se puede utilizar una gran cantidad de polimeros

para realizar diversas formas de gel como perlas, discos y peliculas.
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La inmovilizacién con polimeros presenta algunas ventajas entre las cuales pueden
destacar las altas concentraciones de biomasa viable, alta resistencia a compuestos
téxicos dentro del fluido tratado, posibilidad de inmovilizar diferentes especies de
microorganismos separados fisicamente entre si, ademas de un alto coeficiente de

difusion y una resistencia mecanica alta.

1.4.1. Inmovilizacion en alginato de calcio

El alginato es un polisacarido natural extraido de algas marinas marrones,
compuesto por dos copolimeros lineales, el acido manuronico y el acido gulurdnico.
Caracterizados por ser polisacaridos de carga negativa en solucién acuosa que
pueden reaccionar con varios tipos de cationes divalentes, comercialmente vendido

como una sal de sodio.

El método de inmovilizacion de microalgas en alginato, se basa en la formacion de
un gel aprovechando la capacidad de disolucién en agua del alginato de sodio,
donde el alginato, que posee carga negativa, forma un gel elastico por la adicion de
cationes divalentes siendo el calcio el mas utilizado. Por lo que las microalgas son
inmovilizadas dentro del gel formado por el intercambio de iones de sodio y iones

de calcio en la formacién de alginato de calcio que es un polimero insoluble.

Este sistema ha sido utilizado por el grupo de trabajo en la remocion tanto de BaA
como de BaP en diferentes formas: perlas (Bernal Toris, 2015), discos (Baca Ibafiez,
2019). En la practica dependiendo de los requerimientos del medio inmovilizado se

modifican las concentraciones del ion calcio para modular la textura y calidad del

gel.

1.5 INGENIERIA DE REACTORES

La Ingenieria de Reactores es la rama de la ingenieria que estudia las reacciones
quimicas, se basa en los conceptos cinéticos y termodinamicos de la reaccion
quimica aplicados a nivel industrial para disefar y hacer funcionar correctamente
aquel equipo donde deben tener lugar, el cual se denomina Reactor Quimico
(Levenspiel, 1962).
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Existen algunos puntos importantes para determinar la viabilidad de un proceso en

los reactores (Blanco Alvarez y Linarte Lazcano, 1978) entre ellos:

o Tipo de reactor. Para asegurar el tipo de contacto de los reactivos en el
interior del reactor, y conseguir la mezcla deseada de la fase o fases
presentes.

e Condiciones de funcionamiento. Mediante ellas se propician las
condiciones Optimas que permitan el desarrollo de la reaccion (P, T, tipo de
reaccion, tipo de operacion, fases presentes).

e Tamaiho del proceso. Para garantizar el suficiente tiempo de contacto entre
las substancias y catalizadores, en el caso de haberlos, y conseguir el avance

deseado de la reaccion.

1.5.1. Biorreactores

Los biorreactores pueden definirse como un reactor o sistema que soporta un
ambiente biolégicamente activo. Es decir, un biorreactor es un recipiente en el que
se lleva a cabo un proceso quimico que involucra organismos o sustancias
bioquimicamente activas derivadas de dichos organismos, utilizado con el objetivo
de obtener una transformacion quimica deseada, ya sea el crecimiento celular de
los microorganismos (produccién de biomasa) o un compuesto quimico (Spier et al.,
2011, Singh et al., 2014).

En el disefio de reactores bioldgicos, contrario a los quimicos, debe entenderse que
su cinética no esta determinada exclusivamente por la velocidad de reaccion y las
variables que la determinan, pues ademas depende del crecimiento celular y la
estabilidad del proceso (afectando variables como los son: las condiciones de aire,
oxigeno, nitrégeno, diéxido de carbono, los caudales, temperatura, pH, la velocidad

de agitacion, la velocidad de circulacion, etc) (Chen y Hu, 2006, Singh et al., 2014).

1.5.2. Reacciones
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Existen muchas maneras de clasificar a las reacciones quimicas, dado el objetivo
de este trabajo nos concentraremos en la clasificacion de acuerdo con el numero

de fases que intervienen en ella agrupandolas en:

Homogéneas: En éstas, todas las reacciones del sistema se llevan a cabo en una
sola fase, sea sélida, liquida o gaseosa. Las cuales pueden ser afectadas por

variables como T, P y composicién.

Heterogéneas: En ellas las reacciones son llevadas a cabo en dos o tres fases,

pueden ser liquido-sélido, liquido-gaseoso o liquido-solido-gaseoso.

Es este segundo tipo en el cual se desarrolla el proceso de estudio. No obstante,
esta clasificacion no se encuentra perfectamente definida, mas al hablar de
reacciones biologicas donde las enzimas de los organismos trabajan como
catalizadores. Para el analisis, disefio y escalamiento de este tipo de procesos
deben ser consideradas ademas de las relaciones entre los microorganismos los
procesos fisicos y quimicos que tienen lugar en el reactor, lo cual complica el
modelamiento del sistema, pues el metabolismo de un microrganismo y la
interaccién de las reacciones intracelulares son complicados (Casablancas y Santin,
1998).

Dado que en este trabajo no se determiné la degradacién de los HAPs, sino su
remocién del medio acuoso mediante microalgas inmovilizadas, el cual fue
efectuado a temperatura y presion ambiente, se consideran en la implementacion,
optimizacién y escalamiento del reactor los procesos de transferencia de masay el
tipo de reactor como base en el proceso, dejando de lado los factores de

transferencia de calor.

1.5.3. Clasificacion de los biorreactores

De acuerdo al modo de operacion los reactores se clasifican en (Figura 1.3):
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E£S E=S

A B C

Figura 1.3 Clasificacion de los reactores de acuerdo a su operacioén A) Discontinuo
(Batch): B) Semicontinuo (Fed-batch) C) Continuo (Continuos)

» Discontinuo (Batch): Por lotes o tandas, sin alimentacion; se coloca dentro
del biorreactor la carga total de cada proceso (tanda o lote) de cultivo y
se deja que se lleve a cabo el proceso productivo por el tiempo que sea
necesario.

» Semicontinuo (Fed-batch): Por lotes alimentados, en él se alimenta una
linea de entrada progresivamente para que el sistema de cultivo tenga
una alta produccién, al final del tiempo de operacion los productos son
retirados.

» Continuo (Continuos): En él se alimenta una linea de entrada y se drena
una linea de salida de manera que los flujos o caudales de ambas lineas

sean iguales y la produccion sea continua.
Clases de reactores

Los biorreactores comunmente son presentados en formas cilindricas que varian en
tamanos, su disefio y operacion depende del bioproceso llevado a cabo. En el
tratamiento de las aguas residuales se emplean reacciones quimicas y bioldgicas

que transcurren bajo condiciones controladas en el interior de unidades o tanques
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llamados reactores (Singh et al., 2014). Las principales clases de reactores

actualmente empleados son:

Reactor de flujo intermitente, también llamado reactor Batch

Reactor de flujo piston, conocido también como reactor de flujo tubular
Reactor de mezcla completa o reactor de tanque agitado con flujo continuo
Reactor de lecho empacado o fluidizado

Reactor de manto de lodos con flujo ascendente

Reactor de membrana

Las reacciones homogéneas se desarrollan usualmente en los cuatro primeros

reactores; mientras que las heterogéneas suelen hacerlo en las tres ultimas clases

de reactores.

1.6 ESCALAMIENTO

Existen numerosas definiciones de escalamiento:

En ingenieria de reactores el escalamiento requiere un proceso multietapas
el cual puede ser directo para proyectos nuevos o el desarrollo de procesos
de mayor tamafo, que parten de investigacion a nivel laboratorio o plantas

piloto (Wilson y Jones, 1992).

El escalamiento es el disefio y construccion de una unidad o conjunto de
unidades de procesamiento a gran escala, en la cual se toman como base

los calculos y experimentos a una escala menor (Kossen, 1994).

El escalamiento es el proceso mediante el cual se desarrollan los criterios y
las reglas de asignacion numérica que determinan las unidades de medida
significativas para llevar un proceso, operacion u objeto de un tamafo dado
a otro, desde procesos a nivel laboratorio, planta piloto y en el mejor de los

casos un nivel industrial (Anaya Durand y Pedroza Flores, 2008).

Se define como la operacion y puesta en marcha de manera exitosa de una

unidad de tamafio comercial cuyo disefo se basa en experimentacién de una

27



escala menor, el cual agrupa los conocimientos acumulados en el desarrollo
del proyecto. Tales como velocidad de reaccidén, hidrodinamica,

termodinamica, disefio y modelamiento matematico (Bisio y Kabel, 1985).

Sin embargo, cada una de ellas tienen la caracteristica de ser técnicas o
procedimientos mediante las cuales se obtiene la informacién necesaria para
realizar la transferencia de un proceso de un tamafio dado a otro (escala laboratorio,
planta piloto y en el mejor de los casos a nivel industrial). En él se analizan los
parametros y/o variables involucradas en un proceso para su desarrollo a equipos

de mayor tamafno.

En este trabajo se tomé como escalamiento la aplicacion de los resultados y
parametros en la implementacion de biorreactores para realizar el incremento en el
volumen mediante la extrapolacion de los parametros 6ptimos, buscando con ello
por un lado la implementacion exitosa de biorreactores de mayor capacidad y por
otro informacién que pudiera servir en el planteamiento de un futuro escalamiento a
planta piloto. Por lo que si bien se utiliza la informacién obtenida en el analisis de
los parametros a diferentes volumenes de operacion (1, 2, 3 y 4 veces) y el principio
de similaridad para la evaluacion todo el escalamiento realizado fue efectuado a

nivel laboratorio.

1.6.1. Métodos de escalamiento

Aun con el desarrollo de técnicas y modelos para realizar el escalamiento de un
proceso quimico, hasta ahora no se ha encontrado un método que permita aumentar
la escala de produccion de un proceso desde una escala laboratorio a mayores o
menores, segun el requerimiento, de manera eficaz y eficiente. Dado que cada
proceso es dependiente de la unidad donde se realiza y los fendmenos implicados
en el proceso. Por lo que ha sido necesario el realizar experimentaciones con
aumentos graduales de escala que aportan informacion del proceso y correcciones
que se van realizando durante su puesta en marcha. En la Figura 1.4 se presenta

un esquema de escalamiento del proceso en cuestion.
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Figura 1.4 Modelo de escalamiento empirico por similaridad utilizado en este trabajo

Sin embargo, existen diferentes métodos utilizados para el escalamiento de

procesos entre ellos:

e Fenomenoldgico: No involucra consideraciones moleculares y permite hacer
predicciones en rangos o intervalos de operacibn no estudiados
experimentalmente.

e Empiricos: Se postula sin bases tedricas y se espera solamente que ajuste
la interaccion entre los datos en el rango o intervalo de experimentacion.

e Semejanza o similaridad: Se refiere a las relaciones entre sistemas fisicos y
el tamafo de estos, base para el escalamiento de procesos tanto quimicos
como bioquimicos y caracterizados por tres cualidades: tamafo, forma y

composicion.
1.6.2. Principio de similaridad
En el presente trabajo se ejecutd el escalamiento del biorreactor mediante el

principio de similaridad por lo que a continuacién se explican sus bases.

El principio de similaridad esta relacionado con el concepto de forma a partir del
hecho de que ésta es independiente del tamafio y la composicion. Por lo que la

configuracion espacial y temporal de un sistema fisico esta determinada por razones
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de magnitudes dentro de un sistema fisico mismo y no dependen del tamafo ni de
la naturaleza de las unidades en que se miden las magnitudes (Gonzalez
Castellanos, 2000). Este concepto de forma no involucra unicamente a las
proporciones geomeétricas de sus miembros, sino también deben integrar cuestiones
como son: patrones de flujo en fluidos, gradientes de temperatura y perfiles de

concentracion con respecto al tiempo (Anaya Durand y Pedroza Flores, 2008).
Dentro del proceso de escalamiento por similaridad son de interés cuatro tipos:
1. Similaridad geométrica (tamafio)

La similaridad geométrica se define en términos de correspondencia entre
dos cuerpos sélidos existentes en un eje de coordenadas X, y, z; en los cuales
se considera que dos cuerpos son geométricamente similares cuando para
todo punto en el primer cuerpo existe un punto en el segundo como puede

observarse en la Figura 1.5.

Puntos correspomsbentos

Figura 1.5 Similaridad geométrica tomada de Anaya Durand y Pedroza Flores, 2008

La similaridad puede presentarse como un escalamiento lineal donde la
relacion entre cada una de sus coordenadas es constante (Ecuacién ), o una
similaridad distorsionada (Ecuacién IlI) donde las razones de escala son

diferentes en las diferentes direcciones:

=] Ecuacion |



=Y ==7 Ecuacion Il

2. Similaridad mecanica (Flujo)

Consideran las fuerzas que intervienen en el cuerpo a escalar, comprende

en su area a las similaridades estética, cinematica y dinamica. Cada una de

éstas puede considerarse como una extension del concepto de similaridad

geométrica en sistemas fijos 0 en movimiento sujetos a fuerzas externas o

internas.

La similaridad estatica la cual considera las deformaciones en cuerpos
sujetos a esfuerzos constantes que al mantener similaridad
geométrica permanecen similares.

La similaridad cinematica, por su parte, tiene aplicacién en sélidos y
fluidos en movimiento que en sistemas con similaridad geométrica
presentan particulas que trazan trayectorias geométricamente
correspondientes en un intervalo de tiempo. Por lo que si dos fluidos
son geométrica y cinematicamente similares, sus patrones de flujo, las
velocidades de transferencia de calor y masa se encuentran en una
relacion simple.

La similaridad dinamica esta relacionada con las fuerzas que aceleran
o retardan el movimiento de las masas dentro de sistemas dinamicos.
Dicta que sistemas en movimiento con similaridad geométrica son
dindmicamente similares cuando las relaciones de todas las fuerzas

correspondientes son iguales.

3. Similaridad térmica (Temperatura)

Esta similaridad involucra a los sistemas en los cuales se presenta flujo de

calor por lo que se introduce la dimension. En ella el calor puede fluir por

conveccién, conduccion y radiacién por lo que la diferencia de temperaturas

a tiempos correspondientes entre un par de puntos de un sistema y entre el

par de puntos de otro son correspondientes. Los sistemas que presentan
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similaridad geométrica son térmicamente similares cuando la diferencia de

temperatura conserva una relacion constante entre ellos.
4. Similaridad quimica y biolégica

Involucra los sistemas en los cuales se presentan transformaciones,
procesos de difusion, las velocidades de generacion y consumo de
substancias. Depende de las diferencias de concentraciones en dos
sistemas, las cuales deben guardar relaciones semejantes (Baasel, 1990).
Por otro lado, seran biolégicamente semejantes cuando los organismos se

expongan a las mismas condiciones.

Estrictamente hablando, cada tipo de similaridad es necesario para realizar el
escalamiento de cualquier sistema. Por ejemplo, para efectuar una similaridad

quimica completa se requiere de tomar en cuenta las similaridades geométricas,

mecanicas y térmicas.
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Capitulo 2 EQUIPOS, MATERIALES

2.1 EQUIPOS, MATERIALES Y REACTIVOS

2.1.1. Equipos

Cromatdgrafo y accesorios

>

Y V V V

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

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

Software de control y procesamiento de datos Eurochrom, edicion V 3.05
Bucle de inyeccién de 20 uL (KNAUER, Alemania)

Calentador de columna TC-50 (EPPENDFORF, EUA)

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

Columna analitica Hypersil de 150 x 4.6 mm empacada con fase reversa C18
tamano de particula 5 um (THERMO SCIENTIFIC, EUA)

En la Figura 2.1 se presenta el cromatégrafo utilizado en la experimentacion.

Figura 2.1 Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién KNAUER, con dos bombas
modelo Smartline 1000
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Otros equipos

>

YV V.V V V V V V V V V

2.2.2.

Y V V V

Y VY

Bano de ultrasonido modelo 1510, para desgasificacion de la fase movil
(BRANSON; EUA)

Balanza analitica AV 114 C (OHAUS, EUA)

Autoclave eléctrica 2540EL (TUTTNAUER, NL)

Agitador Orbital (Thermo Scientific, EUA)

Espectrofotometro Spectronic Genesys 5 (THERMO SCIENTIFIC, EUA)
Microscopio optico (National OPTICAL, EUA)

Centrifuga 225 (THERMOFISHER SCIENTIFIC, EUA)

Campana de flujo laminar 11231 BBC86 (BIOBASE, China)

Agitador orbital con controlador de temperatura SI-600R (JEIOTECH, Corea)
Lampara con foco de luz amarilla 20 Watts (OSRAM, México)

Bomba Peristaltica Master Flex C/L 77122-14 (COLE PARMER, EUA)
Bomba Peristaltica Master Flex C/L 77120-42 (COLE PARMER, EUA)

Materiales

Jeringa de 50 uL (Agilent, Australia)

Asa bacteriolégica en anillo

Mecheros Bunsen

Celdas de poliestireno para espectrofotdmetro, region visible, 2.5 mL, 10 mm
paso optico

Portaobjetos y cubreobjetos

Sistema de esterilizacién aséptico Sterifil (MILLIPORE, EUA)

Filtros de nitrocelulosa estériles con tamafo de poro de 0.22 ymy 47 mm de
diametro para el sistema Sterifil (MILIPORE, IRLANDA)

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

Cartuchos de empaque para extraccién en fase sélida de 1 mL (VARIAN,
EUA)

Adaptador conector para cartucho de extraccion en fase sélida de 6 mL

Jeringa
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Micropipeta 100-1000 uL (EPPENDORF, EUA)

Pipeta graduada de 5 mL

Pipeta graduada de 10 mL

Pipeta volumétrica de 6 mL

Pipeta volumétrica de 15 mL

Frits de polietileno para cartucho de 6 mL

Frits de polietileno para cartucho de 3 mL

Vasos de precipitado de 50 mL, 150 mL y 200 mL

Manguera Viton blanca, diametro interno 0.125 pulgadas (COLE PARMER,
EUA)

Malla de acero inoxidable con 1 mm? entre los recuadros que la conforman

YV V.V V V V V V V

Matraces volumétricos de 50 y 100 mL
Matraz Erlenmeyer de 50, 125 y 300 mL
Probetas de 10 mL

Pipetas Pasteur de vidrio

Tubos de vidrio para centrifuga de 15 mL
Viales con tapon de rosca de 10 mL
Viales con tapon de rosca de 4 mL
Viales con tapon de rosca de 2 mL
Bulbos para pipeta

Propipeta

Algoddn

Gasas

Papel estraza

Masking tape

Papel aluminio

Espatula

YV V.V V V V V V V V V V V V V V V VY

Plastico Parafilm

2.2.3. Estandares, Reactivos y Disolventes

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

Reactivos para preparacion de medio Bristol

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

» Cloruro de calcio dihidratado (CaCl2*2H20) (SIGMA-ALDRICH, EUA)

» Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4*7H20) (J.T. BAKER, EUA)
» Fosfato dibasico de potasio (K2HPO4) (J.T. BAKER, EUA)

» Fosfato monobasico de potasio (KH2POs) (J.T. BAKER, EUA)

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

Otros reactivos

> Proteosa Peptona (MCD Lab, México)

» Agar bacteriolégico (MCD Lab, México)

> Alginato de sodio (SIGMA ALDRICH, EUA)

» Cloruro de calcio dihidratado (CaCl2*2H20) (SIGMA-ALDRICH, EUA)

» Silice C-18 supelclean de 45 um de didmetro de particula (Supelco, EUA)
» Citrato de Sodio (SIGMA ALDRICH, EUA)

Disolventes

Metanol (MEOH) grado cromatogréfico (J.T. BAKER. EUA)

Acetonitrilo (ACN) grado cromatografico (J.T. BAKER. EUA)

Isopropanol (J.T. BAKER. EUA)

Agua destilada (CONQUIMEX, México)

Alcohol etilico (CONQUIMEX, México)

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

YV V. V V V V

2.2.4. Microorganismos
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Cepas de las microalgas Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus,
adquiridas de la coleccion de cultivos de algas de la universidad de Austin, Texas

(UTEX, EUA). Se incluye una fotografia en la Figura 2.2 de ambas especies.

Figura 2.2 Cepas de las microalgas Selenastrum capricornutum izquierda y
Scenedesmus acutus derecha. Adquiridas de la coleccion de cultivos de algas de la
Universidad de Austin, Texas (UTEX, EUA)

2.2.5. Reactores

Reactor de matraz de agitacion orbital

» Matraz Erlenmeyer de 50 mL
» Agitador orbital con control de temperatura y velocidad, modelo SI600R
JEIOTECH, COREA

Reactores tipo tanque

» Recipiente de vidrio de 50 mL en forma de vaso de precipitado con salida
inferior (RS150)

» Recipiente de vidrio de 50 mL en forma de vaso de precipitado con salida
lateral (RSL50)

» Recipiente de vidrio de 170 mL en forma de vaso de precipitado con salida
inferior (RS1170)
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» Recipiente de vidrio de 170 mL en forma de vaso de precipitado con salida
lateral (RSL170)
» Recipiente de vidrio de 4,000 mL (vaso de precipitado) con salida inferior y

modificaciones en su base para la adaptacion de una manguera (RSI14000)

En la Figura 2.3 se presentan los disefios de los reactores utilizados.

35 mm
35 mm
60 mm
20 mm 60 mm
20 mm 3 mm
3 mm
A) (RSI50) B) (RSL50)
70 mm
70 mm
60 mm
20 mm 60 mm
20 mm 3 mm
3 mm
C) (RSI170) D) (RSL170)

Figura 2.3 Esquema de los reactores utilizados. Reactores de salida inferior de 50
y 1770 mL Ay C. Reactores de salida lateral de 50 y 1770 mL By D
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Capitulo 3 DESARROLLO EXPERIMENTAL

Experimentacion

La Figura 2.4 muestra de manera global la experimentacion utilizada durante el

desarrollo de este trabajo, la cual fue organizada en tres secciones:

» Metodologia analitica
» Manejo de cultivos

» Disefo y evaluacion de los biorreactores

Metodologia Manejo de cultivos
analitica de microalgas

Diseno y evaluaciéon
de Biorreactores

» Separacion » Crecimiento
cromatografica y « Escalamiento de cultivos
deteccion

* Validacion del sistema
cromatografico

* Optimizacion del método
de extraccion EFS

» Validacion del método
EFS-CLAR-UV

Figura 3.1 Esquema general de experimentacion

3.1 METODOLOGIA ANALITICA
3.1.1. Separaciéon cromatografica y deteccion

Se analiz6 una disolucion estandar de 1 yg mL' de cada uno de los HAPs (BaA y

BaP) por cromatografia de liquidos con las siguientes condiciones cromatograficas:

» Fase movil: 100% Metanol
» Columna analitica: Hypersil ODS de 150 x 4.6 mm empacada con fase

inversa C18, tamafo de particula 5 pm
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» Flujo: 1 (mL/min)
» Volumen de inyeccion: 20 yL

» Temperatura ambiente

Probando para la detecciéon UV diferentes longitudes de onda, se realizé asi un
barrido con del fin de determinar la longitud de onda de maxima absorcion. Con ello,
se encontrd que la longitud de onda para la absorbancia 6ptima del BaA fue de 273
nm y para el BaP de 285 nm, longitudes donde se obtuvieron los mayores valores

de area para cada hidrocarburo.
3.1.2. Validacién del sistema cromatografico

Para poder asegurar la confiabilidad de los resultados obtenidos por el sistema
CLAR-UV, fue necesario efectuar la validacion del sistema cromatografico y del
método utilizado EFS-CLAR-UV.

3.1.2.1. Precision del sistema
Repetitividad intra-dia

Se analizaron en un mismo dia muestras por triplicado con disoluciones estandar
de BaA y BaP a concentraciones para ambos hidrocarburos de 0.25, 1, 2,6y 8 ug
mL" (la concentracion de 1 uyg mL™" se realizé por quintuplicado, para una mejor
comparacion con inyecciones realizadas en dias subsecuentes), obteniéndose los
datos de area en cada cromatograma, con lo que se calcul6é el coeficiente de

variacion (CV) de acuerdo a la Ecuacién 1.
%CV = %*100 Ecuacion 1

Donde:
%CV es el porcentaje del coeficiente de variacion
X es el promedio de los resultados obtenidos del cromatograma
S es la desviacion estandar de los resultados

Repetitividad inter-dia
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Se analizaron en 4 dias diferentes disoluciones por quintuplicado con BaA y BaP a
la misma concentracion para ambos HAPs de 1 yg mL", obteniéndose los datos de
las areas en cada cromatograma, para poder observar la variacion entre cada

inyeccién en dias diferentes.

3.1.2.2. Linealidad del sistema

Curva de calibracion

Se analizaron disoluciones por triplicado con BaA y BaP a la misma concentracién
para ambos HAPs con 0.25, 1, 2, 6 y 8 ug mL™', obteniéndose los datos de areas en
cada cromatograma, para poder correlacionarlas en un grafico con la concentracién

correspondiente y verificar su coeficiente de correlacion lineal.
Limites de deteccién (L.D.) y cuantificaciéon (L.C.) instrumentales

Se hicieron por ftriplicado 5 puntos de una curva de calibracion a bajas
concentraciones con los siguientes valores 0.01, 0.05, 0.1, 0.5y 1 ug mL™"; después
se obtuvieron las areas para cada analito en su longitud onda de maxima absorcion
(A). Finalmente, se calcularon los limites de deteccion y cuantificacion utilizando la
desviacion estandar de la regresion lineal, con las ecuaciones 2 y 3
respectivamente.

_ 3355y
b

L.D. Ecuacion 2

_ 1O*Sy/x
b

L.C. Ecuacion 3

Donde:
L.D. Es el limite de deteccién
L.C. Es el limite de cuantificacién
Syix. Es la desviacion estandar de la regresion lineal

b: Es la pendiente de la curva de calibracién
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3.1.3. Optimizacion del método de EFS-CLAR-UV

La evaluacién de la eficiencia de los reactores se efectud estudiando la remocion
de los HAPs en muestras de agua potable y con microalgas inmovilizadas que
fueron expuestas a diferentes tiempos. Para este efecto, se separd del medio
acuoso a las microalgas inmovilizadas en las perlas de alginato de calcio,
contenidas en el reactor en estudio y este medio acuoso se paso a través de un
cartucho de Extraccion en Fase Sdlida (EFS) para aislar y pre-concentrar a los
HAPs remanentes. Los extractos obtenidos después de procesar las muestras por
EFS, se analizaron mediante Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR).
La optimizacion de este método por EFS-CLAR-UV se basé en la referencia de
Bernal Toris, del afio 2015, donde se procesa la muestra acuosa sin isopropanol
para evitar la precipitacion del alginato en la muestra acuosa proveniente de las
perlas con algas inmovilizadas, evitando la obstaculizacion por taponamiento del
cartucho de EFS. La metodologia de EFS-CLAR-UV se detalla en la siguiente

seccion.
Procedimiento de la extraccion de fase solida EFS

La EFS se realizé con las muestras acuosas provenientes de los reactores en

cartuchos empacados con 300 mg de silice C18. Se manejaron cuatro etapas:
1. Activacion de silice C18 virgen

La silice C18 a ser utilizada se empaca en un cartucho de EFS de 6 mL en medio
de dos fritz (filtros) y se le hizo pasar 1 mL de metanol por cada gramo de silice C18
empacado. El metanol agregado fue eluido totalmente por gravedad, posteriormente
se dejo secando con vacio por una hora, esto con el objetivo de orientar las cadenas
hidrofébicas de la silice C18 hacia el exterior favoreciendo que puedan estar

expuestas en los HAPs y tener un mejor contacto con los mismos.

2. Preparacion y acondicionamiento del cartucho de EFS con silice C18
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Una vez activada y seca, fueron empacados 300 mg de la silice C18 en un cartucho

de EFS de 6 mL en medio de 2 fritz, uno debajo de la silice C18 y uno arriba.

Posteriormente, a gravedad, se le hicieron pasar 5 mL de ACN seguidos de 15 mL
de agua destilada. Esto con el objetivo de orientar las cadenas hidrofébicas de la
silice C18 al exterior y acondicionar a un medio similar al de la muestra acuosa que

a continuacion sera introducida.
3. Carga de la muestra acuosa fortificada con los hidrocarburos

La muestra acuosa de volumen de 15 mL de agua de la llave fortificada con 4 ug de
BaA y 4 ug de BaP para lograr una concentracion de 0.266 yg mL™", se hizo pasar
a través del cartucho. La aplicacion de la muestra fue efectuada, regulando el flujo
mediante vacio, para que la velocidad de goteo fuera tal que caigan

aproximadamente 2 gotas cada segundo.

Nota: La recuperacién del medio acuoso del reactor de 50 mL, donde fue efectuado
el ensayo de exposicion, es seguido de un enjuague con 6 mL de agua desionizada
de las perlas que siguen contenidas en él, con 6 mL de agua desionizada.

Posteriormente, estas perlas fueron retiradas.
4. Lavado del reactor y aplicacion al cartucho

Una vez retiradas las perlas se procedio a lavar el reactor con 10 mL de una mezcla
de agua-isopropanol 80:20 v/v, lavado que fue recolectado en el matraz de
recuperacion, esto con el objetivo de desorber la mayor cantidad posible de HAPs
que pudieran quedar presentes en el reactor o el matraz. Finalmente, esta mezcla
(agua-isopropanol) procedente del lavado del reactor, fue agregada al cartucho de
EFS.

5. Secuencia de elucién en la extraccion
La secuencia de elucién consistié en 4 pasos:
Eluentes débiles (“clean-up” utilizadas para la eliminacion de interferencias)
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. 10 mL de H20-ACN (90:10 v/v)
Il. 1 mL de H20-ACN (70:30 v/v)
. 3 mL de H20-ACN (45:55 v/v)

Eluente fuerte
IV. 6 mL de ACN 100%

El acetonitrilo puro en el paso |V fue usado para la elucién de los HAPs de interés
a gravedad, mediante la adicién secuencial de alicuotas de 2 mL, secando el
cartucho con aire entre cada aplicacion con ayuda de una jeringa, hasta completar

el volumen de elucién de 6 mL.
Recobro de la extraccion

La evaluacién del recobro se realizé mediante la inyeccion de los extractos
provenientes de muestras fortificadas. Se obtuvieron los picos cromatograficos de
los dos compuestos en estudio y posteriormente fueron comparados con los de una
disolucion estandar preparada cada dia de experimentacion con 4 ug de BaAy 4 ug
de BaP en 6 mL de ACN. Al obtener las areas correspondientes se calculd el recobro

mediante la Ecuacion 4.
Area de extracto

%Recobro = - - — - * 100 Ecuacion 4
Area de disolucion estandar

Donde:

Area de extracto=area del extracto a analizar

Area de disolucion estandar=area de disolucién estandar con

concentracion conocida
% de recobro=% de recobro recuperado

Dicho porcentaje de recobro es la medida de la recuperacion real, de la cantidad de
HAPs contenida en la muestra acuosa original. La Figura 2.5 ilustra y resume la

metodologia de extraccién anteriormente descrita.
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o1 0OmLdeH:O-ACN (90:10)
1 mLde H20-ACN (70:30)
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= - 3mLdeACN-H:O (45:55)
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Figura 3.2 Esquema de la metodologia de extraccion en fase solida
A) activacion de silice. B) preparacién y acondicionamiento del cartucho. C)
recuperaciéon de la muestra D) carga de la muestra al cartucho de EFS. E)
eliminacién de interferentes mediante eluentes débiles. F) aplicacion de eluentes
fuertes para la recuperacién de los HAPs con 6 mL de ACN

Linealidad del método de EFS-CLAR-UV

Para la evaluacion de la linealidad del método se realizé la extraccion por EFS en
muestras de 15 mL en agua de la llave, fortificadas con 1, 2, 4, 8, 12 y 16 ug de
HAPs con las correspondientes concentraciones: 0.067, 0.133, 0.267, 0.533, 0.800,
y 1.067 pg mL™".

Se recuperaron los extractos de cada ensayo y se comparé su respuesta con la de
los controles correspondientes. Con los resultados obtenidos se procedio a evaluar
la linealidad del método con las graficas de area contra concentracion de la muestra

y de cantidad recuperada contra cantidad adicionada de hidrocarburo.
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Las concentraciones esperadas de recuperacion al 100% en los extractos de 6 mL

fueron:

Para 1 ug. Es decir 0.166 ug mL™’
Para 2 ug. Es decir 0.333 ug mL"’
Para 4 ug. Es decir 0.666 ug mL™’
Para 8 ug. Es decir 1.333 ug mL"’
Para 12 ug. Es decir 2 yg mL"’

YV V. V V V V

Para 16 ug. Es decir 2.66 ug mL™’

De esta manera, se compararon las concentraciones finales después de la
extraccion contra los controles de cada concentracion y se construyeron las graficas

de concentracién adicionada vs concentracion recuperada con dichos resultados.
3.1.4. Remanente de HAPs contenidos en las perlas de alginato

El analisis del remanente de los HAPs en el reactor RSI4000, ademas de en el
medio acuoso, donde se realizo la extraccion por EFS con el método descrito en la
seccién 2.3.1.3., se realizo también en la biomasa y el alginato que conformaron las

perlas de alginato, a través de la siguiente metodologia:

» Toma de 90 perlas de alginato con las microalgas

» Adicion de citrato de sodio 10% p/v hasta completar un volumen de 15 mL

» Homogenizaciéon de la mezcla de perlas de alginato y citrato de sodio al 10
%

» Centrifugacion por 15 minutos a 3900 rpm para separar el botén de la
biomasa del sobrenadante

> Analisis del sobrenadante por EFS-CLAR-UV y de la biomasa por DMFS-
CLAR-UV

En la Figura 2.6 se describe de manera general la metodologia de separacion de
los componentes del reactor (medio liquido, alginato y biomasa) para el analisis de

HAPs, metodologia utilizada en el andlisis del reactor de 4,000 mL. La Dispersion
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de Matriz en Fase Sélida DMFS es una técnica de extraccidon basada en el uso de

adsorbentes para el manejo de muestras sodlidas.

¥ Citrato de sodio 10% p/v
/‘.f‘}

[
H

DMFS

. . EFSPara
~ alginato

Figura 3.3 Analisis de remanente de hidrocarburos en perlas de alginato
A) toma de muestras (perlas) y adicidn de citrato de sodio. B) homogenizacion hasta
la disgregacion de las perlas. C) separacion mediante el centrifugado de las
muestras. D) recuperacion del alginato y la biomasa para su analisis

El analisis de alginato se realiz6 mediante la metodologia utilizada en la seccion
2.3.1.3, solamente incluyendo un cambio en la secuencia de los eluyentes débiles

de la siguiente forma, eliminando el eluyente con 70% acetonitrilo.

I. 30 mL de agua
II. 4 mL de Agua:ACN 90:10
. 3 mL de Agua:ACN 55:45

El analisis de la biomasa se realizé al colectar la biomasa centrifugada en un
portaobjetos para efectuar la extraccién de los HAPs por la técnica de Dispersion

de Matriz en Fase Sdlida (DMFS), mediante la siguiente metodologia.
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Después de un secado de 24 h, con ayuda de una espatula se procedio a raspar la

biomasa del portaobjetos y se pesoé la masa desprendida de éste.

Se disperso la biomasa seca con 100 mg de silice C18 en un mortero de agata, se
mezcld y se trasladé la mezcla a un cartucho de EFS de 1 mL con un filtro tipo fritz
en la parte inferior y colocando otro filtro en la parte superior. Posteriormente, se

aplico la siguiente secuencia de eluentes:
Eluentes débiles

I. 10 mL de AGUA:ACN 90:10
II. 5 mL de AGUA:ACN 80:20
. 1.5 mL de AGUA:ACN 60:40

Eluentes fuertes
IV. 1 mL de AGUA:ACN 10:90
La evaluacion del recobro fue analizada mediante la Ecuacion 4.

3.2 MANEJO DE CULTIVOS E IMOVILIZACION
3.2.1. Crecimiento de microalgas

Los cultivos individuales de las microalgas Selenastrum capricornutum vy
Scenedesmus acutus se mantuvieron en condiciones axénicas, sembrandose
inicialmente para su mantenimiento en medio sélido con agar al 0.1 % p/v, en tubos
de ensayo de vidrio de 20 x 150 milimetros. Posteriormente, para su crecimiento y
uso en los ensayos de exposicidén y remocién, fueron sembrados los medios liquidos
con un asa bacteriologica con la que se transfirieron las microalgas desde el medio

sélido hacia el medio acuoso, contenido en matraces de vidrio de 150 y 300 mL.
Medio sélido

En los tubos de ensayo de 20 x 150 mm fueron colocados 15 mL de medio Bristol
proteosa peptona 1 % p/v y se les adicioné agar para tener una concentraciéon de

1.5 % p/v. Se les colocd un tapon de algoddn y gasa y fueron esterilizados en
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autoclave. Después de su esterilizacion fueron colocados en una base de madera,
cuidando que la solucion no tocara el tapdén, y se mantuvieran en una posicion
inclinada, durante un lapso de aproximadamente 24 h, hasta su total enfriamiento y

gelificacion.

En condiciones asépticas los medios solidos fueron inoculados con una asada de
biomasa de otro cultivo sdlido y fueron colocados en ciclos de iluminacién de 16
horas de luz (con un foco de luz amarilla de 10 watts) por 8 horas de obscuridad, a

temperatura ambiente.
Medios Liquidos

Los medios de cultivo liquidos de crecimiento de las microalgas, S. capricornutumy
S. acutus, de los cuales se tomaron alicuotas de 15 mL para los ensayos de
exposicion a los HAPs, fueron monitoreados semanalmente hasta tener una
absorbancia de 1. Se tomaron pequefos volumenes de estos para efectuar las
mediciones se efectuaron en un espectrofotdmetro a 685 nm (longitud de onda de
maxima de absorcién de la clorofila). De esta manera, la absorbancia 1 es
equivalente a 4.5x108 células /mL de cultivo para S. capricornutum (Olmos Espejel,
2012) y 4x10° células/mL para S. acutus (Montario Montiel, 2013). En la Figura 2.7

se presentan imagenes de los medios de cultivo de las especies utilizadas.

Para que los cultivos liquidos lleguen a dicha absorbancia fueron cultivados en
matraces Erlenmeyer con medio de cultivo Bristol, la composicién del medio es
presentada en la Tabla 2.1, al que ademas se le adiciond proteosa peptona al 0.1
% pl/v. Previamente a ser transferidas las microalgas del medio sélido al cultivo
liguido contenido en los matraces Erlenmeyer, el medio Bristol con proteosa
peptona fue esterilizado por 30 minutos en la autoclave eléctrica a 121 °C, esto para
asegurar la condicion aséptica cuando se siembren las microalgas en el medio
acuoso. Una vez que se dejaron enfriar los medios fueron inoculadas las dos
especies de microalgas por separado, tomando una asada cargada de biomasa de

los cultivos solidos de cada cepa. Al igual que los medios sdlidos, se sometieron a
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ciclos de iluminacion de 16 horas (con foco de luz amarilla de 10 watts) por 8 horas

de obscuridad, a temperatura ambiente y agitacion orbital semiconstante.

Tabla 3.1 Composicion del medio de cultivo Bristol

NaNOs 10 mL/L 10 g/400 mL H20 2.94 mM
CaCl2*2H2.0 10 mL/L 1 g/400 mL H20 0.17 mM
MgS04*7H.0 10 mL/L 3 g/400 mL H20 0.3 mM

K2HPO4 10 mL/L 3 g/400 mL H20 0.43 mM

KH2PO4 10 mL/L 7 g/400 mL H20 1.29 mM

NaCl 10 mL/L 1 g/400 mL H20 0.43 mM
Proteosa
peptona 0.1 % piv
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Figura 3.4 Medios de cultivo sélidos (Tubos cultivados en agar) y liquidos (medio
Bristol en matraz) sometidos a ciclos de iluminacion de 16 horas y agitaciéon
semiconstante: A: Selenastrum capricornutum B: Scenedesmus acutus

3.2.2. Inmovilizacion

La inmovilizacién de las microalgas Selenastrum capricornutum y Scenedesmus
acutus se realiz6 en perlas de alginato de calcio, dichas perlas de alginato fueron
utilizadas para de esta manera introducir las microalgas en los reactores, las
condiciones de inmovilizacion se efectuaron de acuerdo con el procedimiento
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optimizado por el grupo de trabajo (Bernal Toris, 2015) y descritas de manera
general en la Figura 2.8.

Figura 3.5 Metodologia para la inmovilizacién de microalgas en alginato de calcio
A) medicién de la absorbancia del medio de cultivo. B) toma de medio con
absorbancia 1 C) desecho de trece mL de sobrenadante y resuspencion del medio
en 2 mL de medio restantes D) preparacién de alginato al 3%. E) filtracion del
alginato F) adicion de alginato a biomasa resuspendida. G) Preparacion de cloruro
de calcio al 1% para inmovilizacion H) goteo de la solucion de microalgas-alginato
en la solucién de cloruro de calcio. I) Enjuague de perlas formadas listas para su
utilizacién

Preparacion de disoluciones para inmovilizacién

Se preparo una disolucion de cloruro de calcio al 1 % en un matraz aforado de 100
mL para la inmovilizacién de microalgas. Posteriormente, se procedio a esterilizarla
en autoclave, por treinta minutos a 121°C en alicuotas de 20 mL dentro de matraces
de 50 mL.

Se prepard una disolucion acuosa de alginato de sodio (3% p/v) en un vaso de
precipitado de 200 mL, afadiendo 3 g de alginato de sodio en 97 mL de agua
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desionizada y colocando un agitador magnético. El alginato fue adicionado
lentamente con agitacion ligera y a temperatura ambiente. Una vez adicionado se
cubrié la solucion con parafim y se mantuvo en agitacion por dos horas hasta

conseguir la disolucion del alginato en el agua.

Previo a la utilizacion del alginato de sodio, se procedi6 a esterilizar la disolucién
por filtracion con ayuda del sistema aséptico “Sterifil”, al cual le fueron adaptados
filtros de nitrocelulosa de 0.2 um. Dicha filtracion fue efectuada en una mesa
previamente desinfectada con alcohol y entre dos mecheros Bunsen encendidos a
una distancia aproximada de 20 cm entre ellos. Una vez filtrada y recolectada la
solucién acuosa de alginato, fue recuperada en un matraz Erlenmeyer de 150 mL
previamente esterilizado en autoclave, continuando esta accion en medio de los

mecheros.

*Nota se recomienda no utilizar la solucién de alginato de sodio al 3% p/v para
inmovilizacién, si tiene mas de dos semanas de haber sido preparada. Asi mismo,
se recomienda proteger el recipiente de la solucién con papel estraza o papel

aluminio para que éste quede aislado de la luz.
Toma de muestra de los cultivos liquidos

La inmovilizacion de cada especie de microalgas fue realizada por separado y la
toma de las muestras fue efectuada bajo condiciones asépticas en una mesa
previamente desinfectada con alcohol y entre dos mecheros Bunsen encendidos a
una distancia aproximada de 20 cm entre ellos. El material, previamente
esterilizado, utilizado para la colecta de esta fue una pipeta de 15 mL previamente
estéril, un bulbo para succion, asi como tubos de 15 mL para centrifuga de vidrio

con tapdn de algoddn envuelto en gasa (para centrifugar el cultivo de microalgas).

Se procedié a tomar 15 mL de un cultivo liquido, con las microalgas que ya hubieron
alcanzado la absorbancia de 1; se colocaron en un tubo de ensayo mediante una
pipeta volumétrica previamente esterilizada y a continuacion se cubrié la boca del

tubo con un tapdn de algodon y se centrifugé a aproximadamente 3900 rpm por 15
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minutos. Una vez obtenido el botén de microalgas separado totalmente del
sobrenadante, se retird el medio acuoso con una pipeta de 10 mL previamente
esterilizada y un bulbo de succion, hasta dejar un volumen de 2 mL. Posteriormente
se agité el tubo de ensayo para que el botén de microalgas se resuspendiera en el
medio acuoso. De esta manera se obtuvo el medio con microalgas para la

inmovilizacion.
Procedimiento de inmovilizacion

El proceso de inmovilizacion se realizé dentro de la campana de bioseguridad,
donde el material para la colecta del medio acuoso e inmovilizacion, previamente
esterilizado, fue expuesto a 20 minutos de luz UV, posteriormente la luz UV fue
apagada y se encendié el flujo laminar dejando estabilizar las condiciones internas

por 10 minutos.

Una vez colectada la biomasa de las microalgas a inmovilizar, en los 2 mL de cultivo
liquido centrifugado, le fueron adicionados 4 mL de la soluciéon acuosa de alginato
de sodio previamente esterilizado. Posteriormente se agité hasta completar su

homogenizacion.

Con ayuda de una pipeta de 5 mL y un bulbo de succion se gote6 a una velocidad
moderada la mezcla de alginato-medio con microalgas en el matraz con cloruro de
calcio. Es importante agitar el matraz después de ser afiadidas cierta cantidad de

gotas para evitar que éstas se adhieran a las paredes y entre ellas.

Una vez goteada toda la mezcla se dejo reposar por tres minutos para permitir el
endurecimiento de las perlas de alginato de calcio. Las perlas fueron decantadas

con ayuda de una gasa y enjuagadas con dos banos de 20 mL de agua de la llave.

Mediante este método se forman entre 87-90 perlas de alginato de calcio con un

didmetro de 3.5-4 mm listas para su uso en los ensayos.
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3.3 DISENO Y EVALUACION DE BIORREACTORES

En el establecimiento de los parametros operacionales del biorreactor para la
remocion de BaA y BaP mediante algas inmovilizadas de las especies Selenastrum
capricornutum y Scenedesmus acutus se implementaron ensayos en reactores de
50 y 170 mL, con el objetivo de determinar las condiciones éptimas de operacion y

de esta forma escalarlas a un reactor de 4,000 mL.

Cada ensayo en los diferentes reactores fue realizado por triplicado asi como sus
respectivos Blancos, que consistieron en ensayos de remocion con perlas de
alginato de calcio sin microalgas, para observar el efecto de la remocién abidtica de
los hidrocarburos debidos a la adsorcion a los materiales de construccion, el alginato

y/o fotdlisis.

Una vez cumplido el tiempo de exposicion, el medio acuoso fue recuperado y tratado
con la metodologia descrita en el apartado 2.3.1.3 para el aislamiento de los HAPs

remanentes por EFS y analisis de los extractos por CLAR.

3.3.1. Diseno de reactores

Reactor de matraz en agitacién orbital

El reactor de agitacion orbital consisti6 de un matraz Erlenmeyer de 50 mL en
agitacion orbital. Dicho reactor es utilizado basicamente en la linea de investigacién
del equipo de trabajo (Ledn Santiago 2016; Loera Flores 2017), este reactor se
utiliz6 como un primer acercamiento para observar el efecto de la remocion por
microalgas inmovilizadas a diferentes tiempos (3 y 6 horas) asi como el efecto de
adsorcion por el alginato. En él se manejé una muestra de agua de la llave de 15
mL fortificada con 4 pg de cada hidrocarburo, en presencia de luz amarilla y

agitacién constante mediante un agitador orbital con velocidad fija de 50 rpm.

En los reactores se evalu6 porcentaje de remocion de los HAPs por las perlas con
microalgas y porcentaje de remocion con los Blancos, los cuales mantuvieron las

mismas condiciones, con la diferencia de incluir perlas de alginato de calcio sin
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microalgas (sustituyendo el volumen de la biomasa por agua). En la Figura 2.9 se

ilustra el manejo de este reactor.

Ensayo Blanco
Selenastrum capricornutum e Perlas de alginato de
inmovilizada en perlas de ® calcio
alginato de calcio #A 7

Figura 3.6 Ensayos en reactor con agitacion orbital
Reactor tipo tanque con agitacién mediante recirculaciéon

El disefio de los reactores diferentes del matraz, se efectud considerando la forma
de un tanque. Dicha geometria fue importante de definir para evitar aglutinamiento
de demasiadas capas de perlas de alginato en la base del reactor, planeando por

ello las siguientes condiciones o factores en su implementacion:

» Las caracteristicas de la muestra (volumen y concentracion de HAPS) y las

perlas de alginato

Para efectuar los ensayos de exposicién se utilizaron células inmovilizadas por

separado de las especies Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus
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mediante la técnica de inmovilizacion descrita anteriormente, en el apartado 2.3.1.3.
La cantidad de microalgas inmovilizadas fue de 6.75E+07, quedando las perlas de
alginato con 7.5E+05 microalgas por perla para Selenastrum capricornutum y en
total se usaron 6E+07 células para Scenedesmus acutus, o sea 6.67E+05
microalgas por perla (Ledn Santiago 2016). Se manejaron aproximadamente 87 a

90 perlas, en cada ensayo por cada 15 mL de muestra acuosa.

La concentracion de Benzo[a]antraceno y Benzo[a]pireno a la que se fortifico el
medio fue 0.266 ug mL" de ambos hidrocarburos, lo cual se hizo con un pequefio
volumen (uL) de una disolucion estdandar de ambos hidrocarburos disueltos en
acetonitrilo. En los ensayos de remocion se utilizé una proporciéon de volumen
constante de perlas de alginato de calcio, ya sea que contuvieran o no a las
microalgas, segun el caso, dicha proporcion es la manejada por el grupo de trabajo,
la cual es 15 mL de muestra de agua con 90 perlas de alginato (obtenidas de los 6

mL de suspension alginato/biomasa descrita en la apartado 2.3.1.3).
» El volumen de muestra

La linea de investigacion del presente proyecto contempla el trabajo de muestras
de 15, 30, 45, 60 y 2,400 mL de agua de la llave en los diferentes reactores y su
correspondiente relacion de numero de perlas de alginato de calcio, con una o las
dos especies de microalgas inmovilizadas. En el disefio de cada reactor se
consideré que su tamafio tuviera un espacio adicional al volumen que ocupa la
muestra y las perlas, para una facil manipulacion, evitando el desbordamiento de la

muestra acuosa.
> Material de construccién

Los reactores utilizados en este trabajo fueron elaborados en el taller de soplado de
vidrio de la Facultad de Quimica de la UNAM. Fueron construidos de vidrio para
permitir el paso de la luz hacia los mismos y asi no interferir con el crecimiento de
las algas, ademas de la baja adsorcion de los hidrocarburos en este material. Asi

mismo, se utilizaron tuberias de “Viton” (plastico fluorado el cual presenta una alta
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resistencia a los hidrocarburos y una baja adsorcion) adaptadas a bombas
peristalticas con el objetivo de producir la recirculacion en el sistema. La seleccién

de este material se hizo por la baja adsorcién de los hidrocarburos.
» Facilidad de operacién (adicion y recuperacion de las muestras)

En cada uno de los reactores utilizados se considerd la construccion de un pico de
vertimiento en la parte superior para la facil recuperacion de las muestras, asi como
una salida ya sea inferior o lateral, de acuerdo con el tipo de reactor, para facilitar la

recuperacion de las muestras, el montaje y la recirculacion.

Se disenaron dos tipos diferentes de reactores, reactor tipo tanque de salida inferior
(RSI) y el reactor tipo tanque de salida lateral (RSL), a los cuales se conectd una
manguera de Viton acoplada a una bomba peristaltica, con la cual se programaron
diferentes flujos de recirculacion que permitieron la agitacidon de la muestra de agua
en contacto con las microalgas inmovilizadas. Se estudié también el efecto de otras
variables en la busqueda de las condiciones 6ptimas para el “escalamiento del

reactor”.

El montaje de los componentes de los reactores con agitacion mediante
recirculacion consisti6 de una o dos bombas peristalticas que recirculaban la
muestra, con entrada en la parte superior del tanque y salida en la parte inferior-
lateral. Los reactores pequefios se sujetaron con pinzas en un soporte universal y
el reactor escalado a 4,000 mL, en una base de madera con una ranura en la parte

media, por donde se posiciond la salida inferior.
A continuacion se presenta un listado de los reactores tipo tanques utilizados:

» Reactor de lote con agitacion por recirculaciéon de salida inferior (RS150),
capacidad de 50 mL

» Reactor de lote con agitacion por recirculacion de salida lateral (RSL50),
capacidad de 50 mL

» Reactor de lote con agitacién por recirculacion de salida inferior (RSI1170),

capacidad de 170 mL
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» Reactor de lote con agitacion por recirculacién de salida lateral (RSL170),
capacidad de 170 mL

» Reactor de lote tipo tanque de capacidad de 4,000 mL, con salida inferior
(RS14000)

A cada uno de los reactores se les adapté en el fondo una malla de acero inoxidable,
la cual posee un espacio de 1 mm? entre los cuadros que la conforman, esto con el
objetivo de evitar la obstruccién de las vias de recirculacién causadas por las perlas
incluidas que contenian a las especies Selenastrum capricornutum o Scenedesmus

acutus. Lo anterior, también para el caso de los ensayos de los Blancos.
3.3.2. Establecimiento de las condiciones de operacion de los biorreactores

La busqueda de los parametros operacionales 6ptimos de los reactores se hizo
mediante la evaluacion de las siguientes variables siguiendo el efecto de estas en

la remocion del Benzo[a]pireno y Benzo[alantraceno de una muestra acuosa.
3.3.2.1 Ensayos con agitacién orbital

La influencia del tipo de agitacion se evalu6 mediante la comparacion de los
porcentajes de remocién en los reactores con agitacion orbital (50 rpm), se utilizé
un volumen de 15 mL en tiempos de exposicion de 3 y 6 horas (con el objetivo de
observar el efecto de la remocidén de las microalgas inmovilizadas (90 perlas de
alginato que contiene a la especie Selenastrum capricornutum inmovilizada,

7.5E+05 microalgas/perla) y sus respectivos Blancos).
3.3.2.2 Remociodn abidtica

Para evaluar la remocion abidtica debida a la fotdlisis y a la adsorcién a los
materiales de construccion y manguera Viton. Se realizaron ensayos de exposicion
a los HAPs en los reactores tipo tanque con agitacién mediante recirculacion de

salida inferior, sin perlas de alginato y sin microalgas (control abiotico).

De esta manera, en los reactores se evalud la remocion de BaA y BaP de una

muestra de agua de la llave de 15 mL con una concentracion de los hidrocarburos
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de 0.266 yg mL" cada uno; se manejo un flujo de 1 mL/min, diferentes tiempos de

operacion y dos tipos de luz, de acuerdo a la Tabla 2.2.

Tabla 3.2 Condiciones de los ensayos de remocion abidtica

CONDICIONES LUZNATURAL L0Z ARTIFICIAL
Flujo (mL/min) 1 1
Tiempo (horas) 3,6y24 3,6y24
Volumen de agua (mL) 15 15

3.3.2.3 Estudio de remocion por Selenastrum capricornutum inmovilizada

Se efectuaron ensayos con perlas de alginato que contienen a la especie
Selenastrum capricornutum inmovilizada en perlas de alginato en el reactor tipo
tanque con capacidad de 50 mL de salida inferior RSI50, con el objetivo de observar
la remocion de BaA y BaP con una concentracion inicial de 0.266 ug mL™" cada uno,

en una muestra de 15 mL de agua y tiempos de operacién de 3, 6 y 15 horas.

La Figura 2.10 presenta el montaje del RSI50 y la Tabla 2.3 las condiciones de

trabajo del ensayo donde se evalué el tiempo de exposicién.

Tabla 3.3 Condiciones de los ensayos para seleccionar el tiempo de exposicion
utilizando S. cap en RSI50

Condiciones Eagafgcl) Bioensayo
Flujo (mL/min) 1 1
Perlas de alginato 0 90
S. capricornutum 0 90
células/perla 0 7.5E+05
Tiempo (horas) 3,6y15 3,6y15
Volumen de agua (mL) 16 15
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Figura 3.7 Reactor tipo tanque con salida inferior RS150, Reactor de vidrio con
salida inferior conectado a una bomba peristaltica mediante una manguera de Viton
blanco

3.3.2.4 Estudio de la remocioén con dos especies de microalgas inmovilizadas

Se propusieron tres ensayos diferentes con el objetivo de observar la remocion de
BaA y BaP, con una concentracion inicial de 0.266 ug mL™' cada uno en 15 mL de
una muestra de agua de la llave en un tiempo de exposicion de 6 horas, en los
reactores tipo tanque con capacidad de 50 mL de salida inferior y el de salida lateral
(RSI50 y RSL50). Los ensayos se efectuaron con un flujo de 1 mL/min con perlas

de alginato de la siguiente composicién microalgal:

> El primero se efectua con 90 perlas de alginato que contiene a la especie
Selenastrum capricornutum inmovilizada (7.5E+05 microalgas/perla)
» El segundo se efectua con 90 perlas de alginato que contiene a la especie

Scenedesmus acutus inmovilizada (6.67E+05 microalgas/perla)
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» EIl tercero con una mezcla de 45 perlas de la especie Selenastrum
capricornutum (7.5E+05) y 45 perlas de la especie Scenedesmus acutus

inmovilizadas (6.67E+05 microalgas/perla)
3.3.2.5 Estudio de la posicion de la salida del reactor

Este analisis se pensd considerando la influencia de dos factores importantes:
difusién de los HAPs a las perlas y practicidad con respecto al soporte del peso del
reactor. De esta manera, se consideré que el primer reactor (RSI) es el que
proporcionaria el mejor mezclado del medio por recirculaciéon, con lo cual los
hidrocarburos pueden llegar mejor a las microalgas en el interior de las perlas y
podrian ser removidos mas rapido. El segundo reactor (RSL) responderia mejor a
una cuestién de disefio, ya que al utilizar una salida lateral en un tamafio mayor se
presenta el mayor soporte. Las fotografias de los dos tipos de reactores propuestos

se presentan en la Figura 2.11.

Con el objetivo de comparar los resultados de remocion entre el reactor RSI50 y
RSL50, ambos con una capacidad de 50 mL, se propusieron tres ensayos en los
dos con diferente proporcion de especies. La Tabla 2.4 resume las condiciones de

estos ensayos.

Tabla 3.4 Condiciones de operacion de los ensayos en los reactores tipo tanque
RSI50 y RSL50, evaluacion del tipo de posicidn

Condiciones S. cap S. ac S.cap/S. ac
Flujo (mL/min) 1 1 1
Perlas de alginato 90 90 45/45=90
S. capricornutum 90 0 45
Células/ perla | 7.5E+05 0 7.5E+05
S. acutus 0 90 45
Células/ perla 0 6.67E+05 6.67E+05
Tiempo (horas) 6 6 6
Volumen de agua (mL) 15 15 15
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3.3.2.6 Estudio del flujo en las diferentes posiciones de salida del reactor

Se analizé la influencia de la remocién de los hidrocarburos en funcién del flujo de
recirculacion de la muestra. Para ello se propusieron tres diferentes ensayos en
RSI150 y RSL50 evaluando en cada uno los flujos de recirculacion 1, 2 y 4 mL/min,
cada ensayo contiene una muestra de agua de la llave de 15 mL y una
concentracion de 0.266 mg/L de cada hidrocarburo en un tiempo de exposicion de
6 horas. Utilizando perlas de alginato que contienen a la especie Selenastrum
capricornutum. La Tabla 2.5 presenta las condiciones de operacion de RSI50 y

RSL50 para esta prueba.

Tabla 3.5 Condiciones de operacion de los ensayos en los reactores tipo tanque
RSI50 y RSL50, evaluacion del flujo de recirculacion

Condiciones RSI50 RSL50
Flujo (mL/min) 1,2,y4
Numero de perlas de alginato 90
S. capricornutum 90
Células/ perla 7.5E+05
Tiempo (horas) 6
Volumen de muestra de agua (mL) 15

3.3.2.7 Estudio del incremento de volumen (similaridad de condiciones)

Una vez estudiados los parametros antes descritos de material de construccion,
tiempo de exposicion, tipo de agitacion, especie de microalgas, posicion de la salida
de recirculacién y velocidad de flujo de recirculacién, se procedié a escalar los
parametros 6ptimos obtenidos a volumenes mayores de muestra de agua,
manteniendo constantes las relaciones de volumen de agua, volumen de perlas de
alginato de calcio, concentracion correspondiente de microalgas por perla de

alginato, y la concentracion de los hidrocarburos.

Dado esto, se procedidé a realizar un primer ensayo donde se incrementé el volumen

de muestra al doble, extrapolando todas las condiciones de igual manera. Para ello
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se planted el ensayo en los reactores RSI170 y RSL170, donde fue tratada una
muestra de 30 mL de agua (2V) de la llave con un flujo de 1 y 2 mL/min. Las

condiciones de operacién de estos ensayos son detalladas en la Tabla 2.6.

Tabla 3.6 Condiciones de operacion de los ensayos en los reactores tipo tanque
RSI170 y RSL170, escalamiento de parametros operacionales

Condiciones RSI170 RSL170
Flujo (mL/min) 1y2
Numero de perlas de alginato 180
S. capricornutum 180
células/ perla 7.5E+05
Tiempo (horas) 6
Volumen de muestra de agua (mL) 30

3.3.2.8 Estudio del aumento de volumen y flujo(escalamiento a 30, 45y 60 mL)

A continuacion se compilan las condiciones de los ensayos, presentados en la Tabla
2.7 y la Figura 2.11. Se denomin6 1V al volumen de 15 mL de muestra de agua,
éste fue el volumen de partida para nuestros anteriores ensayos, siguiendo esta
notacion se denomind 2V a los ensayos con 30 mL de agua de la llave por ser el
doble de volumen, 3V simboliza el triple de volumen (45mL) y 4V cuatro veces el
volumen de muestra de agua (60mL). Para la implementaciéon de un ensayo de
volumen mayor se analizé y comparo el porcentaje removido de los hidrocarburos
en un ensayo que contiene la mezcla de S. acy S. cap inmovilizadas por separado

(*4V mezcla).

Tabla 3.7 Condiciones del estudio del efecto del volumen de muestra y flujo de
recirculacion
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Condiciones 1v. 2v 3V 4V  *4V mezcla
Flujo (mL/min) 1 2 3 4 4
Numero de perlas de alginato | 90 180 270 360 360
S. capricornutum 90 180 270 360 180
células/ perla 7.5E+05 7.5E+05
S. acutus - - - - 180
células/ perla | - - - - 6.67E+05
Tiempo (horas) 6 6 6 6 6
Volumen de agua (mL) 15 30 45 60 60

Ensayo *4V utilizando una mezcla 50:50 de perlas de alginato con las especies

Selenastrum capricornutum 'y Scenedesmus acutus

Ensayo 1V efectuado en RSI50
Ensayo 2V-4V efectuado en RSI170
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Figura 3.8 Puesta en marcha de reactores (RSI50 1V y RSI170 2V, 3V y 4V).
Construidos de vidrio y conectados a una manguera de Viton blanco

3.3.2.9 Implementacion de un ensayo en un volumen de 2,880 mL

El escalamiento del reactor se hizo a partir del principio de similaridad en los
diferentes ensayos, mediante los cuales se mantuvieron en estudio las siguientes
cualidades: tamafio, forma y composicién. Por lo que las caracteristicas tanto fisicas

como quimicas (de concentracion) fueron extrapoladas de igual manera a medida
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que se incrementaba el volumen de operacion y se obtenian los resultados 6ptimos

en los ensayos anteriores.

Las condiciones de operacion para este ensayo (tiempo, volumen, masa de
hidrocarburos, numero de perlas con microalgas inmovilizadas) fueron extrapoladas
40 veces a partir del ensayo 4V, por lo que siguiendo la nomenclatura el ensayo
2,880 mL corresponde a 1V60. Las condiciones de operacion del reactor 1V60 son

comparadas con las del reactor con 4V en la Tabla 2.8.

Tabla 3.8 Comparacion de las condiciones de operacion de 4V y 1V60

Variable 4V 1V60

Numero de perlas totales 360 7200
Células totales S. capricornutum | 2.70E+08 1.08E+10
Células totales S. acutus | 2.38E+08 9.60E+09

Volumen de muestra de agua (mL) 60 2400
Volumen total (perlas+agua) (mL) 84 2,880
Volumen capacidad maxima del reactor(mL) 170 4,000
Flujo (mL/min) 1 40
Tiempo (horas) 6 240
Masa de hidrocarburo (ug) 16 640

El reactor con 1V60 fue elaborado mediante un vaso de precipitado de 4 000 mL de
vidrio al cual se le hicieron modificaciones en la base con el objetivo de producir la
recirculacion del medio acuoso mediante dos bombas peristalticas Master Flex que
le fueron adaptadas mediante una manguera y dos conectores tipo “T” elaborados
en el taller de soplado de vidrio de la Facultad de Quimica de la UNAM. Asi mismo,
se adapté una malla de acero inoxidable que sirvid para retener las perlas de
alginato y evitar la obstruccion de la salida de recirculacion. El montaje del reactor

RSI400 es presentado en la Figura 2.12.
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Figura 3.9 Montaje del reactor RSI4000. VVaso de precipitado con salida interior
sobre base de madera conectado a dos bombas peristalticas MasterFlex mediante
una tuberia Viton blanca y una conexion “T” de vidrio, Ensayo expuestd a luz
amarilla mediante un foco de 10 watts. En la misma fotografia se aprecian las
microalgas inmovilizadas Scenedesmus acutus (lado derecho) y Selenastrum
capricornutum (lado izquierdo)
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Capitulo 4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 METODOLOGIA ANALITICA
4.1.1. Separacién cromatografica y deteccion

En la Tabla 3.1 se presentan los parametros del sistema cromatografico y las
longitudes de onda utilizadas para la deteccion con las condiciones descritas en el
apartado 2.3.1, obtenidos con la columna analitica Hypersil de 150 x 4.6 mm,

empacada con fase reversa C18 tamano de particula 5 pm.

Tabla 4.1 Parametros cromatograficos

Analito

Parametro
BaA BaP

Tiempo de 3.11 4.029
retenciéon (min) ' '

Ancho de la base 0.1716 0.2073
(min)

K’
(factor de 0.7079 1.2125
capacidad)

a

(factor de e

selectividad)

Neatcuada 5254.23 6043.74
(eficiencia)
Rs
4.8506
(resolucién)

tm=1.821 min con nitrato de sodio 1 M

Los espectros de absorcion en la regién ultravioleta para los HAPs estudiados se
muestran en la Figura 3.1, donde podemos apreciar las longitudes de onda
maximas, tanto para el BaA como para el BaP. Las longitudes de onda que se
eligieron para cuantificar la concentracion de los analitos fue A=273 nm para

Benzo[alantraceno y A=285 nm para Benzo[a]pireno.
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Figura 4.1 Espectros UV de los HAPs estudiados 1) Benzo[a]antraceno, 2)
Benzo[a]pireno

De igual manera, en la Figura 3.2, se incluye un cromatograma, que muestra los
picos obtenidos durante el analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién
acoplado a UV (CLAR-UV), los cuales fueron detectados en su longitud de onda

maxima correspondiente.
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—
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Figura 4.2 Cromatograma de ambos hidrocarburos utilizando metanol como fase
moévil A=273 nm y A=285 nm. Obtenidos con la columna Hypersil ODS de 150 x 4.6
mm. Disolucién de 1 ug mL"de BaA y BaP en ACN. Tamaiio de particula de la fase
estacionaria 5 ym y volumen de inyeccion 20 uL; flujo 1 mL/min

Una de las diferencias observables en los cromatogramas es la respuesta
diferencial que se da para ambos HAPs en las diferentes longitudes de deteccidn
utilizadas. La separacién es buena, ya que el tiempo de retencién de los
hidrocarburos es diferente (3.110 min para el BaA y 4.029 para el BaP); el BaA
siendo el menos hidréfobo es menos retenido que el BaP, dado que el segundo

presenta en su estructura un anillo aromatico extra.

Puede apreciarse que el factor de resolucion es de 4.8506, por lo que se obtiene

una buena separacioén de los picos de ambos analitos.
4.1.2. Validacion del sistema cromatografico

La validacion de los sistemas cromatograficos es presentada por separado para

cada hidrocarburo de trabajo. A continuacion se presentan los resultados del BaA.
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4.1.2.1 Benzo[a]antraceno

4.1.2.1.1 Precision

Repetibilidad intra-dia

En la Tabla 3.2 se presentan los datos correspondientes al estudio de la
repetibilidad en un mismo dia, utilizando disoluciones con concentraciones
diferentes del BaA. Las variaciones en las mediciones de areas son presentadas

mediante el coeficiente de variacion (CV).

Tabla 4.2 Variacién en las areas de los picos cromatograficos en un mismo dia para
diferentes concentraciones de BaA

Area X S cVv
(MAU) | (mAU) | (mAU) (%)

2474
0.25 2.525 2.516 0.038 1.516
2.549
7.714
7.646
1 7.759 7.757 0.081 1.047
7.812
7.853
15.286
2 15.459 15.345 0.099 0.645
15.289
45.792
6 45.920 | 45.904 0.105 0.229
46.000
62.104
8 61.324 61.563 0.470 0.763
61.261

Concentracién (ug mL™")

C.V promedio 0.840

Al observar los coeficientes de variacion de las diferentes concentraciones de BaA
inyectadas en el cromatdgrafo en un mismo dia, puede observarse que la variacion
en el equipo es menor a 1.5%, valor menor al 15%, limite establecido por la CCAyAC
para concentraciones comprendidas entre 0.1 y 100 mg/L de residuos y
contaminantes en agua. Lo cual evidencia que no se tiene una variacion significativa

al hacer repeticiones de una inyeccién de muestra en un mismo dia.
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Repetibilidad inter-dia

Con los datos obtenidos en el analisis de 5 inyecciones de una concentracion de 1
ug mL" en 5 dias diferentes se verificd, mediante la comparacién de los valores del
CV, que no existe una evidencia significativa que demuestre que hay diferencia al
inyectar una muestra en dias diferentes, por lo tanto, nuestro sistema es

reproducible. Los datos de estos 5 dias son presentados en la Tabla 3.3.

Tabla 4.3 Variacion en las areas de los picos cromatograficos de 1 ug mL™' de BaA
en 5 dias diferentes

Area X ) cv
(mAU) (mAU) (mAU) (%)
7.714
7.646
1 7.759 7.757 0.081 1.047
7.812
7.853
7.955
7.878
2 7.958 7.925 0.043 0.543
7.878
7.955
7.676
7.634
3 7.723 7.668 0.037 0.483
7.634
7.676
7.725
7.841
4 7.665 7.761 0.081 1.039
7.849
7.725
7.841
7.658
5 7.658 7.778 0.111 1.427
7.849
7.884

Dia

7.778 0.073 0.944

4.1.2.1.2 Linealidad del sistema

Curva de calibracion
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La recta ajustada por el método de minimos cuadrados presenta un coeficiente de
correlacion r>> 0.99 lo que comprueba que el sistema es lineal. En la Figura 3.3 se
presentan la curva de calibracion con sus ecuaciones para las areas del BaA en un

intervalo de 0.25 a 8 uyg mL"'.

Promedio de Areas BaA

70.000
60.000 .

Z50000 e

g 40.000

< 20.000 R? = 0.9999
10.000 P
0.000 -*"

g o000 e y =7.6369x + 0.2695

Concentracion [ug mL?]

Figura 4.3 Curva de calibracién de respuesta de equipo (areas) para BaA

Limites

El limite de deteccidn del BaA en este sistema cromatografico es de 0.028 ug mL™",
lo cual representa la concentracion mas baja que puede ser detectada por el
sistema. Mientras que el de cuantificacion es 0.086 ug mL™', valor que representa la

concentracion mas baja que puede ser cuantificada con precision por el sistema.
4.1.2.2 Benzo[a]pireno

4.1.2.2.1 Precision

Repetibilidad intra-dia

En la Tabla 3.4 se presentan los datos correspondientes al estudio de la
repetibilidad en un mismo dia, utilizando disoluciones con concentraciones

diferentes del BaP, las variaciones en las mediciones de areas son presentadas

mediante el coeficiente de variacion (CV).
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Tabla 4.4 Variacion en areas de los picos cromatograficos en un mismo dia para
diferentes concentraciones de BaP

Area Area

(MAU) % (mAU) S (mAU) CV (%)
1177
0.25 1.186 1.174 0.013 1.118
1.160
3.952
3.955
1 3.660 3.902 0.136 3.486
3.982
3.964
7.488
2 7.581 7.556 0.060 0.793
7.600
23.438
6 23.145 23.090 0.379 1.642
22.686
32.106
8 31.815 31.877 0.205 0.642
31.711

Concentracién (ug mL™)

C.V promedio 1.536

Al observar los coeficientes de variacion de las diferentes concentraciones de BaP
inyectadas en el cromatdgrafo en un mismo dia, puede observarse que la variacion
en el equipo es menor a 3.4%%, valor menor al 15%, limite establecido por la
CCAyAC para concentraciones comprendidas entre 0.1 y 100 mg/L de residuos y
contaminantes en agua. Lo cual evidencia que no se tiene una variacién significativa

al hacer repeticiones de una inyeccién de muestra en un mismo dia.
Repetibilidad inter-dia

Con los datos obtenidos en el analisis de 5 inyecciones de una concentracion de 1
ug mL" en 5 dias diferentes se verificd, mediante la comparacién de los valores del
CV, que no existe una evidencia significativa que demuestre que hay diferencia al
inyectar una muestra en dias diferentes, por lo tanto, nuestro sistema es

reproducible. Los datos de estos 5 dias son presentados en la Tabla 3.5.
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Tabla 4.5 Variacion en las areas de los picos cromatograficos de 1 uyg mL' de BaP
en 5 dias diferentes

Area
% (mAU) S (mAU) CV (%)

Dia Area

3.9519
3.9546
1 3.6600 3.902 0.136 3.486
3.9820
3.9637
3.9706
3.6955
2 3.9550 3.854 0.155 4.009
3.6955
3.9550
3.3559
3.5207
3 3.6265 3.443 0.136 3.961
3.3559
3.3559
3.7335
3.3230
4 3.5580 3.546 0.206 5.809
3.5580
3.5580
3.7573
3.7573
5 3.6930 3.736 0.037 0.995
3.7272
3.7441

3.696 0.134 3.652

El coeficiente de variacion es menor a 5.8 % valor menor al 15%, limite establecido
por la CCAyAC para concentraciones comprendidas entre 0.1 y 100 mg/L de

residuos y contaminantes en agua por lo tanto, nuestro sistema es repetible.

4.2.2.2 Linealidad del sistema

Curva de calibracion
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La recta ajustada por el método de minimos cuadrados presenta un coeficiente de
correlacion r>> 0.99 lo que comprueba que el sistema es lineal. En la Figura 3.4 se
presentan las curvas de calibracidn con sus ecuaciones para las areas del BaP en
un intervalo de 0.25 a 8 ug mL"".

Promedio de Areas BaP

y =3.9439x - 0.0864
* R?=0.9992

-'..

Concentracion [ug mL-1]

Figura 4.4 Curva de calibracién de respuesta de equipo (areas) para BaP
Limites
El limite de deteccidn del BaP en este sistema cromatografico es de 0.058 ug mL™",
lo cual representa la concentracion mas baja que puede ser detectada por el

sistema. Mientras que el de cuantificacion es 0.076 ug mL™", valor que representa la

concentracion mas baja que puede ser cuantificada con precision por el sistema.
4.1.3. Optimizacién del método de EFS-CLAR-UV
4.1.3.1 Recobro

A continuacién se reportan los resultados del procedimiento utilizado para la
extraccion de los HAPs de las muestras acuosas (Bernal-Toris, 2015). Este método
fue optimizado para obtener un extracto con los HAPs para llevarlo al analisis

cromatografico. Se modificd el volumen del disolvente de elucién, de 4 a 6 mL, asi
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como la forma de aplicacién, pues fue adicionado en volumenes de 2 mL, asi como

la forma de aplicacién de esta.

A diferencia de los trabajos previos, en donde el extracto EFS se evaporaba a
sequedad y se reconstituia la muestra en un volumen menor (de 1 mL); por
simplicidad, en este trabajo fue omitido este paso y se analiz6 directamente el
extracto comparandolo con un Blanco de 6 mL (4 ug/6 mL) con concentracion de
0.666 mg/L.

En la Tabla 3.6 se presentan los valores de los recobros obtenidos para tres
muestras de 15 mL de agua potable fortificadas con una concentracion de 0.266 ug

mL-" de ambos hidrocarburos y sus variaciones.

Tabla 4.6 Porcentajes de recobro de extraccién de BaA y BaP, en tres muestras

PORCENTAJE DE RECOBRO R S cV

MUESTRA 1 5 3 (%) (%) (%)

BaA 86 80 85 83 3.26 3.91
BaP 68 80 78 75 6.14 8.134

Del andlisis triplicado de las muestras extraidas se obtiene una variacion menor al
8.1% por lo que se considera adecuado el método. Es apreciable ver que el
porcentaje de recuperacion del BaA es mayor al de BaP, esto puede ser atribuido a
que el segundo es mas hidrofébico que el primero, pues presenta un anillo extra en
su estructura lo que hace que sea menos polar y por lo tanto su recuperacion sea

menor.

4.1.3.1.1 Linealidad del método de EFS-CLAR-UV, BaA

Para comprobar la linealidad del método se compararon las areas obtenidas de los
diferentes picos cromatograficos del BaA obtenidos en los extractos de muestras
fortificadas con diferentes concentraciones; con ello se construy6 la Tabla 3.7 y
grafica (Figura 3.5) para observar la linealidad del método, presentadas a

continuacion.
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Tabla 4.7 Variacion entre areas de los picos en inyecciones en un mismo dia para
el método de EFS-CLAR-UV con diferentes concentraciones de BaA

= i ?lefS PR(?n"l"Ji'))'o S (MUA) | €V (%)
[Hg/mL]
0.9325
0.067 0.9261 0.929 0.003 0.355
0.9281
26564
0.133 2.7921 2.703 0.077 2.863
26598
4.5655
0.267 4.2486 4,448 0.174 3.909
45310
8.0221
0.533 9.0000 7.989 1.028 12.872
6.9442
12,5520
0.800 11.1017 12.133 0.898 7.401
12.7440
15.2855
1.067 15.4587 15.344 0.099 0.645
15.2891

Linealidad del metodo de EFS-CLAR-UV BaA

20
15 .
<
2 *
£ 10
o .
\g y=14.171x + 0.487
5 . R2 = 0.9965
*
o *
0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200

Concentracion (pg/mL)

Figura 4.5 Linealidad del método de EFS-CLAR-UV para BaA
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La recta ajustada por el método de minimos cuadrados presenta un coeficiente de

correlacion r>>0.99, por lo que se concluye que el método es lineal.

Para poder obtener el recobro global del método, se construyé una gréafica Figura
3.6 en la cual se correlacion6 la cantidad de analito agregada de BaA contra la

cantidad de analito recuperada de BaA, en pg.

Microgramos agregados vs microgramos
recuperados de BaA

1%}
(<]
]
© 14
[J]
312 .
o 10 .
é 8
c 6 ¢ y = 0.7268x + 0.3747
g 4 . R? = 0.9965
2 2 IS
s
0. ¢
0 4 8 12 16

Microgramos agregados

Figura 4.6 Linealidad del método de EFS-CLAR-UV de BaA para visualizar recobro
global

En la Figura 3.6 podemos observar que la pendiente es 0.7268, si multiplicamos

este valor por 100, obtenemos 72.68 de recobro global.

4.1.3.1.2 Linealidad del método de EFS-CLAR-UV, BaP

Para comprobar la linealidad del método se compararon las areas obtenidas de los
diferentes picos cromatograficos del BaP obtenidos en los extractos de muestras
fortificadas con diferentes concentraciones; con ello se construy6 la Tabla 3.8 y la
grafica (Figura 3.7) para observar la linealidad del método presentadas a

continuacion.
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Tabla 4.8 Variacion del area de los picos entre inyecciones en un mismo dia para
el método de EFS-CLAR-UV con diferentes concentraciones de BaP

CONCENTRACION TEORICA

[ug/mL] AREA (mUA) | PROMEDIO (mUA) | S (mUA) | CV (%)

0.4727
0.067 0.4739 0.460 0.023 | 5.089
0.4328
1.2387
0.133 1.3744 1.285 0.077 | 6.022
1.2421
1.6400
0.267 1.9196 1.806 0.147 | 8.137
1.8583
3.8456
0.533 3.8000 3.683 0.244 | 6.629
3.4019
5.5751
0.800 5.1510 5.518 0.342 | 6.200
5.8280
7.4882
1.067 7.5812 7.556 0.060 | 0.792
7.5999

La recta ajustada por el método de minimos cuadrados presenta un coeficiente de
correlacion r?>0.99, por lo que se concluye que el método es lineal. Lo cual puede

apreciarse en la Figura 3.7.
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Linealidad del metodo de EFS-CLAR-UV BaP

8
*

7

6 *
<s
E4
= .
S, y = 6.8958x + 0.09
< R? = 0.9966

2 *

1 *

€
0 L
0.000 0.200 0.400 0.600 0.800 1.000 1.200

Concentracion (ug/mL)

Figura 4.7 Linealidad del método de EFS-CLAR-UV para BaP

Para poder obtener el recobro global del método, se construyé una gréafica Figura
3.8 en la cual se grafico la cantidad de analito agregada de BaP contra la cantidad

de analito recuperada de BaP en pg.

Microgramos agregados vs microgramos recuperados

de B[a]P

14
(7]
-8 12 23
e
g 10
w 6 . y=0.7156x + 0.14
g 4 R? = 0.9966
© L
E" 2 °
g§o- ¢
= 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Microgramos agregados

Figura 4.8 Linealidad del método de EFS-CLAR-UV de BaP para visualizar recobro
global

En la Figura 3.8, podemos observar que la pendiente es 0.7156, si multiplicamos

este valor por 100, obtenemos 71.56 de recobro global.
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4.1 MANEJO DE CULTIVOS

Los datos de absorbancia que se obtuvieron periddicamente en los cultivos sirvieron
para monitorear el crecimiento de las microalgas. Se presentan las mediciones para
los dias 0, 14, 21, 26, 34 y 49. Presentados en la Tabla 3.9 y la curva de crecimiento

en la Figura 3.9.

Tabla 4.9 Absorbancia para dos cultivos de microalgas Scenedesmus acutus y

Selenastrum capricornutum, cultivos con un volumen de 100 mL

) Especie de microalgas
DIA
S. capricornutum S. acutus
0 0 0
14 0.194 0.244
21 0.370 0.960
26 0.454 1.102
34 0.769 1.129
49 1.650 1.513
Curva de crecimiento
1.8
16 J
1.4
S 12
5 1
5 0.8
2 06
0.4
0.2

10 20 30 40 50
Dias

- Selenastrum capricornutum Scenedesmus acutus

Figura 4.9 Medicion del crecimiento de cultivos
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Es importante resaltar que la especie Scenedesmus acutus presenta un rapido
crecimiento y alcanza el nivel de absorbancia 1, en el cual encontramos una
cantidad de células apropiada para realizar los ensayos, en el dia 20, mientras que
la especie Selenastrum capricornutum alcanza el nivel de absorbancia 1 tiempo
después, aproximadamente en el dia 38. Si bien la especie Selenastrum
capricornutum presenta un mayor poder de remocion, se decidié trabajar con los
dos tipos de microalgas, por cuestiones de volumen de medios y disminucién de

tiempo para obtener las células.
4.2 EVALUACION DE BIORREACTORES
4.2.1. Ensayos con agitacion orbital

Los porcentajes de remocion de BaA y BaP obtenidos en el reactor con agitacion

orbital son presentados en la Tabla 3.10 y graficamente en la Figura 3.10.

Tabla 4.10 Porcentajes de remocidén en ensayos con agitacion orbital (50 rpm), para
BaAy BaP, n=3

Porcentaje de remocidon (%R)

Tiempo Control abiético Bioensayo

[horas] B(a)A B(a)P B(a)A B(a)P
3 64 * 6 5 + 7 95 *+ 04 76 = 1
6 64 + 2 58 + 4 98 + 04 94 + 2
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Figura 4.10 Remocion de BaA y BaP en reactor con agitacion orbital en 3 y 6 horas.
Volumen muestra=15 mL. Concentracién de HAPs 266 ug/L (resultado promedio +/-
desviacién estandar, n=3)

En este estudio se observé lo siguiente:

a) Laremocion de los hidrocarburos en los controles abidticos es baja comparada
con los bioensayos y se mantiene constante en un lapso de 6 horas. Se
realizaron pruebas estadisticas como la prueba t al 95 % de confianza para
constatar si la remocién no era significativamente diferente en los tiempos
trabajados.
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Para BaA se acepta la hipétesis nula con un 95% de confianza, es decir, no
hay suficiente evidencia para demostrar que la remocién en el ensayo a 3

horas es diferente de la remocion en el ensayo a 6 horas (1=0.876, t=0.05).

Para BaP el conjunto de datos para 6 horas no cumple con el supuesto de
normalidad, el valor de significancia en la prueba de Shapiro-Wilks del
analisis estadistico es menor a 0.05, por lo que no es posible realizar la
prueba t, sin embargo, puede observarse en la Figura 3.10 que el porcentaje
de remocion de los blancos en ambos tiempos de exposicién es muy parecido
incluso llegan a sobreponerse los intervalos de confianza, por lo que
podemos concluir, sin una herramienta estadistica, que el tiempo no afecta

la remocion de BaP en los controles abidticos.

b) Los porcentajes de remocién en los diferentes tiempos por las microalgas

inmovilizadas es evidente, incluso en un tiempo de 3 horas la remocion es alta
para ambos hidrocarburos (aunque menor para el BaP en comparacién con el
BaA, que es menos hidréfobo). En un tiempo de 6 horas la remocion es
bastante parecida entre ambos hidrocarburos. Por lo que se confirma que en
los ensayos con microalgas inmovilizadas la remocién aumenta conforme

incrementa el tiempo de exposicién y es mas rapida para BaA.

Tanto para BaA como para BaP se rechaza la hipotesis nula con un 95% de
confianza, es decir, si existe diferencia significativa estadisticamente hablando
entre el porcentaje de remocién en los ensayos en 3 y 6 horas (BaA t=0.001,
t<0.05 y BaP t=0.0003, t<0.05).

Al realizar una comparacion entre la remocién producida entre los bioensayos
y los controles abiéticos tanto a 3 como a 6 horas, puede observarse que la
remocién utilizando microalgas es superior a la obtenida con los controles
abidticos. Se realizaron pruebas estadisticas, prueba t al 95 % de confianza
para constatar si la remocidén no era significativamente diferente entre los

bioensayos y los Blancos.
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Tanto para BaA como para BaP a 3 horas se rechaza la hipétesis nula con
un 95% de confianza, es decir, si existe diferencia significativa
estadisticamente hablando entre el porcentaje de remocién de controles
abidticos y bioensayos a 3 horas (BaA t=0.002, t<0.05 y BaP t=0.014, t<0.05).
Tanto para BaA como para BaP a 6 horas se rechaza la hipétesis nula con
un 95% de confianza, es decir, si existe diferencia significativa
estadisticamente hablando entre el porcentaje de remocién de controles
abidticos y bioensayos a 6 horas (BaA t=0.00015, t<0.05 y BaP t=0.003,
t<0.05).

Los resultados anteriores obtenidos del reactor con agitacion orbital arrojaron
informacion convincente de la remocion de los hidrocarburos por la especie de
microalgas Selenastrum capricornutum inmovilizada en esferas de alginato. La
investigacion en el grupo de trabajo arroja ademas informacién convincente de la
necesidad de la agitacidn para propiciar la homogenizacion y el mezclado del medio
acuoso, clave para la remocién con perlas de alginato, por lo cual se procedié a
trabajar con esta especie en un reactor tipo tanque con agitacion mediante

recirculacion.
4.2.2. Remocion abidtica

Los porcentajes de remocion de BaA y BaP para el ensayo de remocién abidtica sin
perlas de alginato se efectuaron en el reactor RSL50 y dos tipos de luz. Son

presentados en la Tabla 3.11 y graficamente en la Figura 3.11.

Tabla 4.11 Porcentajes de remocion de BaA y BaP obtenidos en el reactor RSI con
un flujo de recirculacion de 1 mL/min, remocion abidtica

Porcentaje de remocién

Tiempo Degradacié_n con luz Degradacién con luz
amarilla natural
[horas] B(a)A B(a)P B(a)A B(a)P
3 12 = 2 11 = 5 20 + 3 14 + 2
6 18 + 4 21+ 1 37 + 4 35 + 2
24 24 + 3 20 + 3 44 + 1 33 + 4
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Figura 4.11 Remocién abidtica de BaA y BaP en RSI50 en 3, 6 y 24 horas. Volumen
de muestra 15 mL. Concentracion de HAPs 266 ug/L (resultado promedio +/-

desviacion estandar, n=3).

La remocién abidtica de los hidrocarburos en estos ensayos es atribuida a factores

fisicos y de adsorcion a los materiales de construccion de los reactores y fotodlisis.

En este estudio se observo lo siguiente:

a) Laremocién de los hidrocarburos, ya sea en presencia de luz amarilla (foco
de 10 watts) o en presencia de luz natural, es baja y no presenta gran
variacion en los diferentes tiempos, pero se puede observar una tendencia a
aumentar de manera muy lenta. Para confirmar lo anterior se realizaron

pruebas estadisticas, ANOVA al 95% de confianza, para corroborar si los
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porcentajes de remocion eran significativamente diferentes en el tiempo (3,
6 y 24 horas).

En el ensayo con luz amarilla se encontré que para BaA no existe suficiente
evidencia para demostrar que la remocion es diferente en el intervalo de 3 a
6 horas asi como en el intervalo de 6 a 24 horas. Mientras que para BaP no
existe suficiente evidencia para demostrar que la remocion es

significativamente diferente desde las 3 hasta las 24 horas.

Para el ensayo con luz natural tanto para BaA como para BaP los porcentajes
de remocién a 3 horas son estadisticamente significativos comparados con
los obtenidos a 6 y 24 horas, se puede concluir que la remocién a 3 horas es

diferente pero mantiene un punto maximo a 6 horas.

La remocion de los hidrocarburos en el RSI50 con agitacion mediante
recirculacion es baja. Sin embargo, se encontré que existe una diferencia
entre utilizar condiciones en un sistema con luz natural (abierto al ambiente)
y otro con luz artificial mediante un foco con luz amarilla y en una caja
cerrada. Los resultados fueron analizados mediante una prueba t con un nivel

de confianza del 95 %, comparando los dos sistemas de remocion.

Se encontrdé que para BaA el porcentajes de remocién de los ensayos con
luz natural son significativamente mayores comparados con el porcentaje de
remocién obtenido en los ensayos con luz amarilla. Se puede concluir que el
ensayo en presencia de luz natural la remocién abidtica es mayor que la del
ensayo con luz amarilla en los diferentes tiempos (3, 6 y 24 horas) para la

remocion de BaA.

Para BaP no hay suficiente evidencia para demostrar que porcentajes de
remocién obtenidos en los ensayos con luz amarilla son diferentes en cuanto
a la eficacia en la remocién de BaP con respecto a los ensayos con luz natural

a 3 horas y 24 horas. Sin embargo, a 6 horas, se puede concluir que el
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porcentaje de remocion de BaP en presencia de luz natural la remocion es

mayor que el ensayo con luz amarilla.

Apoyado en estos resultados, se procedié a utilizar el reactor tipo tanque con
agitacion mediante recirculacion RSI50, en presencia de luz amarilla (donde la
remocién abidtica es menor) en una caja de madera cerrada y a temperatura
ambiente, para efectuar en él diferentes ensayos con el objetivo de encontrar los

parametros optimos para la remocién de BaA y BaP.
4.2.3. Estudio de remocion por Selenastrum capricornutum inmovilizada

Los resultados a diferentes tiempos de exposicion de los bioensayos y los controles
abidticos realizados con microalgas inmovilizadas en perlas de alginato en el reactor

RSI50 son presentados en la Tabla 3.12 y Figura 3.12.

Tabla 4.12 Porcentajes de remocién de BaA y BaP obtenidos en el reactor RSI50
con un flujo de recirculacion de 1 mL/min y la especie de microalgas inmovilizadas
Selenastrum capricornutum en 3, 6 y 15 horas

Porcentaje de remocién

Tiempo Control abidtico Bioensayo

[horas] B(a)A B(a)P B(a)A B(a)P
3 45 + 3 46 £+ 5 50 + 4 54 + 4
6 45 + 2 50 £+ 1 68 +3 64 1
15 49 + 2 42 +9 67 + 1 65 = 3
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Figura 4.12 Porcentajes de remocién de BaA y BaP en RSI50 a 3, 6 y 15 horas,
volumen de muestra 15 mL. Concentracion de HAPs 266 ug/L (resultado promedio
+/- desviacién estandar, n=3)

Para la optimizacién del tiempo en el que trabajo el reactor se plantearon ensayos
con la especie inmovilizada Selenastrum capricornutum con el objetivo de evaluar
la remocion de los HAPs estudiados y encontrar el tiempo 6ptimo de trabajo. Los

resultados expuestos anteriormente muestran lo siguiente:

a) Los Blancos presentaron porcentajes de remocion bajos y constantes en los
diferentes tiempos. Se realizé un analisis estadistico prueba ANOVA con un
95% de confianza para determinar si existia diferencia significativa entre los

promedios de remocién de los controles abibticos a diferentes tiempos.
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Se encontr6 que no hay suficiente evidencia para demostrar que los
porcentajes de remocidén obtenidos en los controles abidticos a 3, 6 y 15
horas sean diferentes en cuanto a la eficacia en la remocion de BaA y BaP

(p-valorgaa=0.183 y p-valorgap=0.428).

b) Para los bioensayos se realizé una prueba ANOVA con un 95% de confianza
para determinar si existia diferencia significativa entre los promedios de

remocién de los bioensayos a diferentes tiempos.

Para ambos hidrocarburos se determiné que si existe diferencia significativa
entre los porcentajes de remocion de los bioensayos a 3 y 6 horas (p-
valorgaa=0.002 y p-valorsap=0.027), asi también se determind que no existe
suficiente evidencia para demostrar que los porcentajes de remocion de los
ensayos a 6 y 15 horas fueran diferentes en cuanto a la eficacia en la

remocion de los HAPs (p-valorsaa=0.875 y p-valorg.p=0.923).

c) Los porcentajes de remocion, en los diferentes tiempos, son mayores al
utilizar microalgas inmovilizadas comparado con los controles abidticos. Se
realizaron pruebas estadisticas, prueba t al 95 % de confianza para constatar
si la remocion no era significativamente diferente entre los bioensayos y los

Blancos.

Tanto para BaA como para BaP a 3 horas se acepta la hipétesis nula con un
95% de confianza, es decir, no existe diferencia significativa
estadisticamente hablando entre el porcentaje de remocién de controles
abidticos y bioensayos a 3 horas (BaA t=0.198, t<0.05 y BaP t=0.151, t<0.05).
Para BaA como para BaP a 6 y 15 horas se rechaza la hipotesis nula con un
95% de confianza, es decir, si existe diferencia significativa estadisticamente
hablando entre el porcentaje de remocién de controles y bioensayos a6y 15
horas (BaA t<0.001, t<0.05 y BaP t<0.024, t<0.05).

Puede observarse en la Figura 3.12 que los porcentajes de remocion en los

bioensayos son diferentes a los controles abidticos en los tres tiempos analizados,
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lo cual demuestra remocion por la presencia de microalgas inmovilizadas y un
aumento en el porcentaje de remocién de los HAPs al incrementar el tiempo en los

bioensayos de 3 a 6 h, manteniéndose muy parecidos entre 6 y 15 horas.

Basados en estos resultados, asi como en la factibilidad de realizar los ensayos, se
selecciond 6 horas como tiempo de trabajo para la optimizacion de los parametros

operacionales del biorreactor tipo tanque con agitacion mediante recirculacion.
4.2.4. Estudio de la remocién con dos especies de microalgas inmovilizadas

Una vez evaluada la capacidad de remocion del reactor RSI50 se procedié a evaluar
y seleccionar la especie de microalgas o combinacién de especies a utilizar; es por
ello que se plantearon ensayos en los cuales se evaluaron las especies de
microalgas de la siguiente manera: 1. Control abiético con perlas de alginato sin
microalgas 2. Mezcla de 45 perlas de Selenastrum capricornutum y 45 perlas
Scenedesmus acutus (con 7.5x10° microalgas por perla para Selenastrum
capricornutum y 6.6x10° microalgas por perla para Scenedesmus acutus) 3.
Scenedesmus acutus (6.6x10° microalgas por perla) 4. Selenastrum capricornutum

(7.5x10° microalgas por perla), todos con 90 perlas totales.

Se analizaron 6 y 15 horas de exposicion con el objetivo de observar el
comportamiento de la remocion de las dos especies solas y su combinacién o
mezcla. Los porcentajes de remocion resultantes de este estudio son presentados

en la Tabla 3.13, y de manera grafica en la Figura 3.13.

Tabla 4.13 Porcentajes de remocién de BaA y BaP variando la especie de
microalgas inmovilizadas en RSI50 a 6 y 15 horas

Porcentaje de remocién

Tiempo | Control abiotico Mezcla S. ac S. cap

[horas] | B(a)A B(a)P B(a)A B(a)P B(a)A B(a)P B(a)A B(a)P

6 45 £+ 2 50 £+ 1 52 + 355 + 0151 £+ 0146 + 168 + 3 64 = 1
15 49 £ 242 £+ 963 + 155+ 3 5 * 8 53 + 267 + 165 =
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Figura 4.13 Porcentajes de remocion de BaA y BaP en 6 y 15 horas, utilizando dos
especies de microalgas inmovilizadas y un flujo de recirculacion de 1 mL/min,
volumen de muestra 15 mL. Concentracién de HAPs 266 ug/L (resultado promedio
+/- desviacién estandar, n=3)

Los resultados del estudio anterior fueron comparados en los diferentes tiempos con

pruebas t al 95% de confianza, obteniendo lo siguiente:

a) Para los controles abiéticos no hay suficiente evidencia para demostrar que
los porcentajes, tanto para BaA como para BaP, son diferentes (p-

valorgaa=0.102, p-valorg.p=0.262).

b) En la mezcla de microalgas el porcentaje de remocién de BaA, a 6 horas, es

estadisticamente significativo comparado con el porcentaje de remocién a 15
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horas. Por lo que se puede concluir que el tiempo 15 horas es mejor que 6

horas para la remocion de BaA (p-valorgaa =0.005).

Para BaP no hay suficiente evidencia para demostrar que el porcentaje de
remocién es diferente en la mezcla en el intervalo de 6 a 15 horas. La

remocién es igual en 6 y 15 horas (p-valorsap =0.804).

Para los ensayos tanto de S. cap como de S. ac solas, no hay suficiente
evidencia para demostrar que los porcentajes de remocion, de ambos
hidrocarburos, sean diferentes en cuanto a la eficacia de remocion en 6y 15
horas (S. cap p-valorgaa =0.529, p-valorsap =0.647/S. ac p-valorsaa =0.398, p-
valorsap =0.016).

Al analizar los porcentajes de remocion de los ensayos en los diferentes
tiempos se concluydé que los porcentajes de remocion en los Blancos,
bioensayos con S. ac y con S. cap son iguales entre si a 6 y 15 horas. Para
el ensayo con la mezcla de especies de microalgas inmovilizadas el
porcentaje de remocion de los hidrocarburos estudiados si es diferente en 6

y 15 horas.

Para contrastar los porcentajes de remocion en los diferentes ensayos se realizo

analisis estadistico prueba ANOVA con un 95% de confianza.

d)

Excepto para S. ac, el porcentaje de remocion de los Blancos es
significativamente menor comparado con los porcentajes de remocion
obtenidos con los ensayos donde se utilizan microalgas inmovilizadas. Por lo
tanto podemos concluir que existe una remocion causada por la presencia

de microalgas en el medio.

En 6 horas se encontré que no existe evidencia significativa para demostrar
que la remociéon de BaA sea diferente entre los ensayos en los cuales se
utilizo la mezcla y S. ac sola. Mientras que para BaP el porcentaje de
remocidbn con la mezcla de microalgas es estadisticamente mayor

comparado con el sistema S. ac sola.
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En el mismo sistema a 15 horas se encontr6 que no existe evidencia
significativa para demostrar que la remocién, tanto de BaA como de BaP, sea
diferente en un ensayo con la mezcla de microalgas comparada con un

ensayo en el mismo tiempo con la especie S. ac sola.

f) El porcentaje promedio de remocion, de BaA como de BaP a 6 horas y 15
horas, al utilizar S. cap es significativamente mayor comparado con el
porcentaje obtenido al utilizar S. ac y la mezcla de microalgas inmovilizadas.
Por lo que se puede concluir que el ensayo en el cual se utiliza la especie S.

cap presenta porcentajes de remocion comparativamente mayores.

Entre las especies de microalgas utilizadas es evidente la capacidad de remocioén
de los hidrocarburos y un mejor poder de remocion por la especie S. capricornutum
al compararla con S. acutus. El promedio de remocion de la mezcla de microalgas
inmovilizadas por separado se mantiene en un nivel intermedio entre las dos
especies. Por lo que los sistemas en orden descendiente de remocion a 6 horas

son:

Selenastrum capricornutum (90 perlas)
2. Mezcla de las especies: 45 perlas Selenastrum capricornutum y 45 perlas
Scenedesmus acutus

3. Scenedesmus acutus (90 perlas)

También se corrobord que al utilizar una mezcla de ambas microalgas y un tiempo
de exposicién de 15 horas, el porcentaje de remocion es bastante parecido al de S.

capricornutum sola para BaA.

Con estas bases, se planted el preparar y utilizar una mezcla de ambas especies
de microalgas para ensayos de volumen mayor por la gran cantidad de biomasa
necesaria, ya que el crecimiento de Scenedesmus acutus es mas rapido que el de

Selenastrum capricornutum.
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4.2.5. Estudio de la posicion de la salida del reactor

A continuacion se presentan, en la Tabla 3.14, los resultados de este estudio, donde
se utilizaron reactores tipo tanque con agitacion mediante recirculacion de salida
inferior (RSI150) y salida lateral (RSL50), ambos con una capacidad de 50 mL, en los
cuales se observo la remocién producida en el por: 1. Control abidtico con perlas de
alginato sin microalgas 2. Mezcla de 45 perlas de Selenastrum capricornutum'y 45
perlas Scenedesmus acutus (con 7.5x10° microalgas por perla para Selenastrum
capricornutum y 6.6x10° microalgas por perla para Scenedesmus acutus) 3.
Scenedesmus acutus (6.6x10° microalgas por perla) 4. Selenastrum capricornutum

(7.5x10° microalgas por perla), todos con 90 perlas totales.

Tabla 4.14 Porcentaje promedio removido de HAPs en las dos configuraciones del
reactor, RSI50 y RSL50. Flujo de operacion 1 mL/min y diferentes especies de
microalgas, solas o en mezcla. Tiempo de 6 h

Porcentaje de remocién

Tivo Control abiético Mezcla S. ac S. cap

P B(a)A B(a)P B(a)A B(a)P B(a)A B(a)P B(a)A B(a)P
RSI |45 £+ 2 50 £+1 52 £+3 55 051 £+0 46 =1 68 +3 64 * 1
RSL |35 5 23 £2 39 +4 40 +4 38 7 45 6 52 £7 53 + 3

Los resultados para el porcentaje removido de ambos hidrocarburos son

presentados graficamente en la Figura 3.14.
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Figura 4.14 Porcentajes de remocién de BaA y BaP en 6 horas, flujo de 1mL/min,
en RSI50 y RSL50 utilizando dos especies de microalgas inmovilizadas por
separado y en mezcla, volumen de muestra 15 mL. Concentracion de HAPs 266
ug/L (resultado promedio +/- desviacion estandar, n=3)

De estos resultados se observo lo siguiente:

a) Excepto para la remocion de BaP por la especie S. ac en el RSI, en ambas
configuraciones los Blancos presentan porcentajes de remocion
significativamente menores a los obtenidos con microalgas inmovilizadas,
tanto para BaA como para BaP. Se realizé una prueba ANOVA con un 95%

de confianza para corroborar lo anterior encontrandose que los porcentajes
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de remocion con los controles abioticos son significativamente diferentes

comparados con los bioensayos para ambas configuraciones,

b) En un tiempo de 6 horas es apreciable la diferencia en la remocién de los

hidrocarburos para ambos reactores, asi como que el reactor, con un mayor

porcentaje de remocion de los HAPs, es el RSI50.

A continuacioén en la Tabla 4.15 se muestran las conclusiones obtenidas al realizar

una prueba t con un 95% de confianza donde se contrastaron los ensayos

efectuados tanto en RSI como en RSL.

Tabla 4.15 Prueba ANOVA Comparacion entre RS150 y RSL50

Ensayos comparados BaA - BaP
p-Valor | Conclusion | p-Valor | Conclusion
Control alﬁ%&‘co Contml;;’i"“co 0.032 | Diferente 0 | Diferente
mezcla RSI mezcla RSL 0.017 Diferente 0.117 Igual
S. ac RSI S. ac RSL 0.048 Diferente 0.84 Igual
S. cap RSI S. cap RSL 0.036 Diferente 0.009 Diferente

Se encontré que para BaA los porcentajes de remocion obtenidos al utilizar
el RSI50 son estadisticamente significativos comparados con los porcentajes
obtenidos al utilizar el RSL50. Por lo tanto, se puede concluir que los

porcentajes de remocion de BaA son mayores al utilizar el RSI50.

Para BaP, se encontr6 que los porcentajes de remocion obtenidos al utilizar
el RSI50 son estadisticamente significativos comparados con los porcentajes
obtenidos al utilizar el RSL50 so6lo para los ensayos donde se utilizo la
especie de microalgas S. cap y el control abiético, siendo mayor el obtenido
al utilizar el RSI50. Mientras que para los ensayos donde se utilizaron
microalgas de la especie S. ac y la mezcla no existe evidencia significativa

que demuestre que utilizar el RSI sea diferente a utilizar el RSL.

En el estudio se encontré que los porcentajes de remocion mas elevados son
los obtenidos por la especie de microalgas S. capricornutum en ambas

configuraciones del reactor, seguidos de los ensayos que contienen la
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mezcla de microalgas inmovilizadas, sin embargo, los porcentajes son muy

diferentes de acuerdo al tipo de posicion de la salida que se utiliza.

Se sabe que el tipo de agitacion y la velocidad de mezclado influyen en los
porcentajes de remocion de los hidrocarburos al utilizar diferentes tipos de sistemas
(Loera Flores, 2017). No es una sorpresa que al analizar los resultados de esta
seccion fuera evidente que la posicion sea una variable que influya en la mejora de
los porcentajes de remocion al presentar modificaciones en la calidad de mezclado.
Si bien las configuraciones se plantearon previendo cuestiones de disefio a mayor
escala, ambos disenos presentan los mismos materiales (vaso de vidrio, malla de
acero inoxidable y manguera de Viton las cuales pueden observarse en la Figura
3.15) se observa que los porcentajes de remocidn para ambos hidrocarburos

utilizando los dos tipos de salida son diferentes.

Figura 4.15 RSL y RSl de 50 mL En ella se observa el montaje de los reactores: A
reactor de salida inferior. B reactor de salida inferior en él se considera tener un
mezclado mas homogéneo por la caida del medio acuoso en la parte central y el
paso de este para la recirculacion promoviendo un mejor mezclado y agitacion

En ambos reactores se produce la recirculacion desde la parte inferior del reactor
hacia la parte superior. Sin embargo, mientras en el RSI el medio acuoso es tomado
desde la parte inferior central, en el caso del RSL la salida del fluido a la bomba se
encuentra en la parte lateral lo que podria provocar un mezclado deficiente

causando puntos de baja rotacion del medio acuoso.
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Si bien el estudio anterior presentd el reactor tipo tanque con agitacién de salida
inferior (RSI) como el Optimo al presentar la mayor remocion de ambos

hidrocarburos, se planted seguir analizando y no descartar el disefio alterno (RSL).

4.2.6. Estudio del flujo en las diferentes configuraciones de salida de

recirculacion

En este apartado se planted utilizar flujos diferentes para observar si la remocion es
dependiente de la velocidad de recirculacion del flujo. De ser asi, se puede conocer
el flujo 6ptimo en el cual se presenta el mayor porcentaje de remociéon de los
hidrocarburos para el reactor con capacidad de 50 mL. Los resultados de este
estudio son presentados en la Tabla 3.16 y de manera grafica en la Figura 3.16; en
ellos se evaluaron flujos de 1, 2 y 4 mL/min y se manejo la especie S. capricornutum

sola

Tabla 4.16 Porcentajes de remocion obtenidos variando la especie de microalgas
inmovilizada y velocidades de recirculacion de flujo. Evaluados a 6 horas en los
reactores RSI50 y RSL50

Porcentaje de remocién

_ Control abidtico S. cap Control abiético S. cap
Flujo RSI RSI RSL RSL

MUminll ‘B)A  B@P B(@A B@P B@@A B@P B(aA B(a)P

1 45 + 2 50 + 168 + 364 + 135 + 5 23 2 52 + 7 53
2 45 + 2 49 + 555 + 461 £ 239 +7 45 + 0555 + 2 61 =
4 44 + 6 48 6 40 2 43 2 27 3 37 0.5 39 7 39 =

H+

+
+
+
+
+
+
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% B[a]A removido

X 100
< 90
@ 80
(]
© 70
o)
g 60 I I Control abidtico RSI
5 50 r
S 40 I I I I I ™ S. cap RSI
%‘ 30 T Control abidtico RSL
S 20
2 S. cap RSL
s 10
o
0
1 2 4
Flujo [mL/min]
o
% B[a]P removido
£ 100
= 90
f 80
© 70
3 . T
S 60 Control abidtico RSI
2 50 = L I I
2 40 - T A S. cap RSI
% 30 Control abiético RSL
S 20 I
= S. cap RSL
S 10
0
1 2 4

Flujo [mL/min]

Figura 4.16 Porcentajes de remocion de BaA y BaP en RSI50. t=6 horas, utilizando
microalgas inmovilizadas de la especie S. capricornutum modificando el flujo del
reactor, volumen de muestra 15 mL. Concentracién de HAPs 266 ug/L (resultado
promedio +/- desviacion estandar, n=3).

De los resultados obtenidos puede apreciarse lo siguiente:

a) Tanto para ensayos de 1 mL/min como 2 mL/min los porcentajes de remocién
de ambos hidrocarburos en el RSl y RSL son mayores para los bioensayos
comparados con sus respectivos controles abidticos. El cual puede deberse
a una agitacion y mezclado homogéneo de la muestra, ademas un tiempo
optimo de interaccion que propicia la sorcidén de los hidrocarburos no sélo en

el alginato, sino también una interaccion con las microalgas contenidas en él.
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b)

Para los ensayos con un flujo de 4 mL/min los porcentajes de remocién tanto
para los controles abi6ticos como para los bioensayos presentan porcentajes
de remocion bastante parecidos, esto puede ser atribuido a que el flujo de
recirculacion es muy alto, no permitiendo una adsorcién de los hidrocarburos
desde la superficie de las perlas hacia las microalgas en su interior para asi
promover la remocion. Se realizé una prueba t con un 95 % de confianza con
el objetivo de comparar los porcentajes de remocidn entre los bioensayos y
su respectivo control. La informacion arrojada por las pruebas estadisticas

confirma lo siguiente:

Al analizar el porcentaje de remocion entre los controles abidticos y los
bioensayos para ambos hidrocarburos, puede corroborarse que para flujos
de operacion de 1 y 2 mL/min existen diferencias significativas (p-
valorsaa<0.032 y p-valorsap<0.04) es decir, el porcentaje de remocion al
utilizar microalgas inmovilizadas es estadisticamente significativo al
compararla con su respectivo control. Asi mismo, no existe diferencia
significativa al comparar la remocion entre los controles abidticos y los
ensayos con S. cap con un flujo de recirculacion de 4 mL/min en ambas

configuraciones del reactor (p-valorsaa>0.81 y p-valorgar>0.040)

Para evaluar cual de los flujos presenta los porcentajes de remocién mas
altos (1 o 2 mL/min), se contrastaron los resultados de cada hidrocarburo en
ambas configuraciones mediante un analisis estadistico, prueba t al 95 % de

confianza.

Para BaA, en RSI, se observo un porcentaje de remocién maximo al utilizar
un flujo de 1 mL/min, el cual disminuye al incrementar el flujo. Mientras que
para BaP no hay suficiente evidencia para demostrar que el porcentaje de
remocion, al utilizar flujos de 1 y 2 mL/min, sea diferente en cuanto a la

eficacia de remocion de BaP.
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Para el RSL el porcentaje de remocion de BaA y BaP presenta un punto
maximo al utilizar un flujo de 2 mL/min y un decaimiento en la remocion de

ambos hidrocarburos conforme se incrementa o disminuye el flujo.

El tipo de agitacion y por lo tanto de mezclado del medio acuoso es uno de los
factores mas importantes para promover la remocién de los hidrocarburos, un
analisis de los porcentajes de remocidn obtenidos tanto por la posicion de la salida
de recirculacién del reactor, como por el flujo de recirculacibn demuestran la
importancia de estas variables y que pueden en proporciones adecuadas aumentar
o disminuir los porcentajes de remocion. Asi mismo que altos flujos de recirculacién,
4 mL/min para este caso, son flujos que no promueven una remocion en los ensayos

con microalgas.

Si bien para RSI50 los porcentajes de remocién tienen un punto maximo al utilizar
1 mL/min y el porcentaje disminuye al incrementarse el flujo, hasta un punto en el
flujo 4 mL/min donde es equiparable con el Blanco, para el RSL50 el porcentaje de
remocién presenta un punto maximo al utilizar un flujo de 2 mL/min el cual disminuye

si se aumenta o disminuye el flujo.
4.2.7. Estudio del incremento de volumen (similaridad de condiciones)

Al analizar los porcentajes de remocién de los ensayos anteriores, en los cuales se
verificd que el porcentaje de remocion mas alto, para ambos HAPs, es el obtenido
en el RSI con un flujo de 1 mL/min, se procedi6 a escalar el ensayo 1V mediante el
principio de similaridad de los factores fisicos que componen el sistema (tamafio,
forma y composicién). Para ello se utilizaron reactores, donde las condiciones de
tamafio (volumen) y composicion de los ensayos (numero de perlas con microalgas,

masa de hidrocarburo y masa de alginato) fueron extrapoladas 2:1.

En este punto se decidio evaluar la necesidad de incrementar de igual manera el
flujo de recirculacién, atendiendo la necesidad de propiciar las condiciones dptimas

de agitacion y recirculacién, de esta forma mantener la homogeneidad en una
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mezcla de mayor tamafio proporcionando al sistema un mayor flujo de recirculacién

para propiciar un alto porcentaje de remocion de los HAPs.

Siguiendo la metodologia anterior del apartado 3.3.7 se observé que el flujo con el
cual se obtuvieron los porcentajes de remocion mas altos 1 mL/min en RSI50.
Mientras que para RSL50 fue el obtenido en un flujo de 2 mL/min. Donde también
observamos que flujos mayores resultaban en la disminucion del porcentaje de
remocién. Por lo cual se decidio evaluar los flujos de remocion 1y 2 mL/min en los
reactores de mayor capacidad RSI170 y RSL170 y un volumen de muestra de 30

mL (2V). La microalga seleccionada fue S. capricornutum.

La Figura 3.17 presenta el montaje de los reactores RSI170 y RSL170.

Figura 4.17 Reactores ulilizados en el estudio del incremento de volumen RSI170

y RSL170. Reactores de vidrios con modificacién para producir la recirculacion del
medio acuosos conectados mediante manguera Viton blanca a bombas peristalticas
MasterFlex

En la Tabla 3.18 se muestran los porcentajes de HAPs removidos para RSI170(2V

y RSL170 (2V) y de manera grafica en la Figura 3.18.
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Tabla 4.17 Porcentajes de remocion de BaA y BaP para una muestra de 30 mL (2V)
en RSI170 y RSL170 evaluando diferentes velocidades de recirculacion

Porcentaje de remocién
) Control abidtico S. cap Control abiético S. cap
FL';‘l‘? RSI RSI RSL RSL
MU/minll ga)A  Ba)P Ba)A B@P B(aA B@P B(aA B(a)P
1 45 + 6 47 £+ 564 £+ 2 65 + 2 38 + 536 +465+ 1 66 + 1
2 48 + 4 37 £+ 6 79 £+ 4 67 = 3 39 + 6 42 + 562 + 0.3 60 £ 2
% B[a]A removido
X 100
< 90
@ 80
-g 60 B Control abiético RSI
g 4518 T t I 4 S. cap RSI
% 30 Control abiético RSL
S 20
g 10 S. cap RSL
S o0
1 2
Flujo [mL/min]
% B[a]P removido
100
90
80
70 <
60 I Control abiético RSI
50 T

40
30
20
10

Porcentaje removido de B[a]P [%]

Flujo [mL/min]

a1 S. cap RSI
Control abiético RSL
S. cap RSL

Figura 4.18 Porcentajes de remocién de BaA y BaP en RSI170 y RSL170. Muestra
de 30 mL (2V), t=6 horas, utilizando microalgas inmovilizadas de la especie S.
capricornutum. Concentracién de HAPs 266 ug/L (resultado promedio +/- desviacién

estandar, n=3).

De los resultados anteriores podemos observar lo siguiente:
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a) Laremocion de los HAPs de ambos hidrocarburos en los controles abibticos
es baja, comparada con los bioensayos sin importar el flujo o tipo de reactor

utilizado. Por lo tanto se presenta la biorremocion.

b) Al utilizar los diferentes flujos en RSI170 y RSL170, en ambas
configuraciones, el porcentaje de remocion de BaA obtenido con el flujo de 2
mL/min es significativamente diferentes respecto al obtenido con el flujo de 1
mL/min con el RSI. Mientras que para BaP no existe suficiente evidencia para
demostrar que los porcentajes de remocion entre los dos flujos sean
diferentes con ambos tipos de reactores (RSI170 p-valorsaa =0.009, p-
valorgap =0.256, RSL170 p-valorgaa =0.006, p-valorsap =0.452)

c) Los porcentajes de remocidn éptimos al comparar los dos tipos de reactor
son: RSI170 2 mL/min y RSL170 1 mL/min, siendo el mayor obtenido al

utilizar el RS1170 con un flujo de recirculacion de 2 mL/min

En el apartado 3.3.6 se observo la relacion que existe entre el flujo de recirculacion
y los porcentajes de remocion de los HAPs, mientras flujos bajos 1 0 2 mL/min
proporcionaron altos porcentajes de remocién se encontré que flujos mayores
provocan una disminucion. Asi mismo que un flujo de 1 mL/min proporciona el
mayor porcentaje de remocién. Es por ello que al realizar el escalado del reactor al
doble de la capacidad inicial, es decir 30 mL (2 x 15mL), se contempld utilizar flujos
1y 2 mL/min y verificar si es necesario incrementar el flujo en las etapas de

escalamiento.

En este andlisis se encontré que tanto en RSI como en RSL los porcentajes de
remocion son mayores al utilizar microalgas inmovilizadas que en los blancos. Asi
también se encontré que el RSI170 es el que presenta los mayores porcentajes de
remocion al utilizar un flujo de 2 mL/min (79.1% BaA y 67.1% BaP), mientras que
RSL170 presenta en el flujo 1 mL/min los mayores porcentajes de remocion (65.3%
BaA 'y 65.6% BaP).
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Se encontré que para promover una remocion Optima es necesario proveer al
sistema un flujo de recirculacion que incrementara junto con el volumen. Por lo que
para posteriores escalamientos es importante incrementar en las mismas
magnitudes las fuerzas de agitacién a fin de proporcionar al sistema la similaridad
mecanica, es decir proporcionar una agitacion al sistema que permita la interaccién
entre los hidrocarburos y las perlas de alginato lo bastante rapida para proporcionar

al sistema el mezclado y homogenizacion, pero sin provocar una baja remocion.

Si bien no se realizé un ensayo con un flujo de 3 mL/min basandonos en ensayos
previos para RSI se esperaria tener el flujo 6ptimo en 2 mL/min y una disminucién
en los porcentajes de remocion al aumentar o disminuir el flujo. También se
esperaria encontrar en 1 mL/min el flujo éptimo para RSL con disminuciones al

incrementar el flujo.

4.2.8. Estudio aumento de volumen y flujo (escalamiento de 30 a 45y 60 mL

con flujos de 2, 3 y 4 mL/min respectivamente)

En este estudio se analizaron los porcentajes de remocion obtenidos al escalar el
ensayo 1V a 2, 3y 4 veces. En ellos, al igual que en el apartado anterior se conservé
la similaridad en tamafio, forma y composicién de los ensayos realizados. De esta
manera se llevd el ensayo de 15 mL de muestra a: 30 mL, 45 mL y 60 mL
manteniendo la forma y composicién del reactor, pero incrementando el volumen de
la muestra de 15 mL (1V) a: 30 mL (2V), 45 mL (3V) y 60 mL (4V). Dichos ensayos
fueron evaluados en el RSI170 y RSL170. Con ello la cantidad de perlas,
microgramos de hidrocarburos, flujo de recirculacion y microalgas inmovilizadas de

la especie S. capricornutum.

Los porcentajes de remocion resultado de este estudio son presentados a

continuacion en la Tabla 3.18 y de manera visual en la Figura 3.19.
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Tabla 4.18 Porcentaje de remocion de BaA y BaP al escalar el volumen de muestra
1V. Evaluacion de las posiciones de salida de recirculacién. Tiempo 6 horas, flujos:
1V 1 mL/min, 2V 2 mL/min, 3V 3 mL/min y 4V 4 mL/min

Porcentaje de remocién

Control abidtico

S. cap Control abidtico S. cap
RSI RSL RSL

B(a)A B(a)P B(a)A B(a)P B(a)A B(a)P B(a)A B(a)P

VOLUMEN RSI
1V 45 + 2 50 + 1 68 =
2V 48 + 4 37 + 6 79 %
3V 53 + 159 + 3 91 ¢+
4V 53 + 2 58 + 1 85 +

364+ 1 35+ 5 23+ 2 52+ 7 53 + 3
467+ 3 38+ 5 36+ 4 62 + 0360+ 2
184 + 1 46 + 01 50 + 0.1 90 + 0.1 83 + 0.1
175 £+ 0.5

100
90

Porcentaje removido de B[a]A [%]

100
90
80

Porcentaje removido de B[a]P [%]

Figura 4.19 Porcentajes de remocién de BaA y BaP en RSI170 y RSL170, t=6
horas, utilizando microalgas inmovilizadas de la especie S. capricornutum. Aumento

% B[a]A removido

80 -
7

0 Mezcla 4V
60 T T - T
50 T T ~ Control abidtico RSI
40 I s = S. cap RSI
30
20 Control abidtico RSL
10 S. cap RSL

0

1v 2V 3V AV

Volumen

% B[a]P removido

7

0 = Mezcla 4V
60 I I T
50 T I £ Control abiético RSI
40 T =S . cap RSI
30
20 + Control abidtico RSL
10 S. cap RSL

0

v 2V 3V VAV,

Volumen

de volumen de muestra y flujo 1V=1mL/min; 2V=2mL/min; 3V=3mL/min;
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4\V/=4mL/min. Concentracién de HAPs 266 ug/L (resultado promedio +/- desviacion
estandar, n=3)

Donde podemos apreciar lo siguiente:

a)

El comportamiento de la remocién en los Blancos es menor al de los
bioensayos tanto para RSI como para RSL. Sin embargo, en los ensayos 3V
y 4V se encontré que la remocion de los controles abibticos presenta un
incremento que, aunque poco considerable, sigue manteniéndose menor a
la remocion en los bioensayos. Por lo tanto, aun cuando se distingue la
biorremocién de la remocion por sorcidén del alginato, se considera

conveniente disminuir la cantidad de alginato en ensayos de mayor volumen.

En los ensayos realizados, el maximo porcentaje de remocién es obtenido
cuando se utilizé el RSI, comparado con el disefio alterno RSL. Lo cual se

puede apreciar en el ensayo 3V.

En ambos reactores RSI| y RSL se observa que la remocion incrementa al
incrementar el volumen del reactor con 1V, 2V y 3V, en ensayos de 6 horas,
mientras que para 4V en RSI, se presentd una disminucion, que si bien no
es drastica, indica que el tiempo de operacion deberia optimizarse para

mantener la remocion.

4.2.8.1 Comparacién de la remociéon con el volumen de muestra 4V (S.

capricornutum y una mezcla de perlas de las especies S. capricornutumy S. acutus
con el RSI)

En este estudio se mantuvo la similaridad entre el ensayo de 4V (60 mL en RSI170)

con la especie Selenastrum capricornutum y se comparé con un ensayo que

contiene una mezcla de perlas de alginato de las especies S. capricornutumy S.

acutus en una proporcién 50:50. Los porcentajes de remocién de BaA con la mezcla

de especies fueron de 79.5+£0.30 y para BaP 65.1+1.37 y con S. capricornutum sola

fue de 85.4+0.7 para BaA y 75.5+0.5 para BaP. Estos datos no se muestran en la

Tabla 26, pero si se incluyen en la Figura 3.19.
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De los resultados anteriores podemos observar lo siguiente:

d) El porcentaje de remocién en el ensayo utilizando la especie Selenastrum
capricornutum para ambos hidrocarburos es mayor comparado con el ensayo
en el que se utiliza la mezcla de especies. Lo anterior es similar a lo que
sucede en los reactores mas pequefios. Se demuestra una mayor remocion
por la especie Selenastrum capricornutum sola que en mezcla con S. acutus.
El porcentaje de remocion obtenido al utilizar la mezcla sigue siendo mayor

al obtenido con el control abidtico, demostrandose la biorremocion.

De lo anterior, podemos apreciar lo siguiente: La remocién utilizando microalgas
inmovilizadas en la perlas de alginato siempre es superior comparada con los
Blancos. Sin embargo, se recomienda la disminucién del alginato a fin de propiciar
una mayor remocioén por las microalgas, que se diferencia de la remocion por
sorcion al alginato. Al igual que en los ensayos anteriores, la remocion utilizando el
RSI es superior al RSL. En el ensayo 4V se observé una disminucion en la tendencia
de remocién de ambos HAPs mostrando que en volumenes mayores es necesario
el incrementar el tiempo de exposicién a fin de permitir la interaccion entre las perlas

de alginato y el medio para promover la remocién.

Dada la gran cantidad de biomasa necesaria para efectuar ensayos, se considero
la viabilidad de utilizar una mezcla al 50% de S. cap y S. ac., aun cuando su
capacidad de remocion fuera un poco menor comparada con la utilizacion de S. cap
sola; dado que el crecimiento de la especie S. acutus es mas rapido y productivo en
biomasa. En los bioensayos se observé que si bien el porcentaje de remocién de la
mezcla comparado con un ensayo utilizando la especie S. cap es menor, presenta
porcentajes de remocion superiores a los Blancos por lo que la mezcla es eficiente

en la remocién de BaA y BaP.
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4.2.9. Implementacion de un ensayo en un reactor RS14000 con volumen de
muestra de 2,880 mL

Para este fin, se analizaron los porcentajes de remocion obtenidos en los diferentes
ensayos Yy se seleccionaron los parametros operacionales éptimos. Escalando el
proceso a un volumen mayor, casi 200 veces que el bioensayo original con 15 mL
de muestra. Se cuidé de mantener la similaridad de los procesos en cuanto a
geometria, composicion y forma. Para ello se decidi6 trabajar en el RSI por sus altos
porcentajes de remocién, comparado con los obtenidos con RSL, extrapolando
cuarenta veces los valores 6ptimos encontrados en el ensayo 4V efectuado en
RSI170.

Del analisis de remocion mediante el uso de Selenastrum capricornutum,
Scenedesmus acutus y la mezcla de ambas especies inmovilizadas por separado,

se consideraron los siguientes puntos para la implementacién del reactor RSI4000:

1. Flujo de recirculacién: dadas las dimensiones del medio acuoso que era
necesario mover, se considerd el utilizar un flujo equivalente al volumen
escalado, 160 mL/min para lo cual era necesario trabajar con bombas de
mayores dimensiones. Dadas las limitantes del equipo de trabajo, se decidi
utilizar dos bombas peristalticas para producir un flujo en conjunto de 40
mL/min (20 mL/min cada una) adaptadas a la salida del reactor mediante una

“T” de vidrio

2. Tiempo de exposicion: se decidid incrementar el tiempo de exposicién del
ensayo en la misma escala es decir a 240 horas (10 dias), permitiendo la
mezcla y homogenizacion del medio. Al mismo tiempo, también propicidé un
mayor tiempo de contacto entre las perlas de alginato y el medio acuoso. Se
decidié evaluar en dos tiempos diferentes, 96 y 240 horas, los porcentajes de
remocién tanto del medio liquido, como en las perlas de alginato (alginato y

biomasa)
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3. Laviabilidad de utilizar la mezcla de especies. Si bien, en todos los casos los
ensayos con perlas de alginato que contienen a la especie S. capricornutum
fueron los que presentaron los mayores porcentajes de hidrocarburos
removidos, seguido por la mezcla y finalmente por las perlas de alginato con
la especie S. acutus, se opto por utilizar la mezcla por la cantidad de biomasa
necesaria para efectuar un ensayo de estas dimensiones. Ademas de
obtener un porcentaje de remocién estadisticamente parecido al obtenido por

S. cap en tiempos largos

4. Volumen de alginato: el uso de una cantidad tan alta de perlas presenta una
desventaja para nuestro sistema, por la adsorcion por parte del alginato, es
por ello que se plantearon dos alternativas:

I.  Utilizar la cantidad total de perlas de alginato necesarias es decir 90
perlas por cada 15 mL de muestra de agua de la llave con la
concentracion de microalgas por perla utilizada hasta ahora, 7.50E+05
células/perla

[I.  Utilizar la mitad de este numero de perlas, manteniendo constante la
cantidad total de microalgas, pero aumentando al doble su concentracién
en las perlas de alginato. Es decir 1.50E+06 células/perla, este segundo
sistema presenta antecedentes de remocion altos segun lo obtenido en el

grupo de trabajo (Ledén-Santiago2016, Baca-lbafiez 2019)

Con el objetivo de disminuir el porcentaje de remocién obtenido por el alginato se
decidié utilizar la propuesta dos. En la Tabla 3.19 se presentan las propuestas
planteadas para el reactor asi como una imagen de la puesta en marcha del reactor
RSI14000, en la Figura 3.20.
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Tabla 4.19 Propuestas para la implementacion del reactor de 4,000 mL

Variable

Nuamero de perlas Totales

Perlas con la especie S. capricornutum

Células por perla

Células totales

Perlas con la especie S. acutus

Células por perla

Células totales

Volumen de muestra (mL)

Volumen de alginato 3% (mL)

Flujo (mL/min)

Tiempo (horas)

Masa de hidrocarburo (ug)

4v

360

360

7.50E+05

2.70E+08

No aplica

2.70E+05

2.38E+08

60

16

16

1V60 (4V*40veces)

14,400

7,200

7.50E+05

1.08E+10

7200

2.70E+05

9.5E+09

2,880

700

40

240

640

Propuesta1 Propuesta 2

7,200

3,600

1.50E+06

1.08E+10

3600

1.33E+06

9.5E+09

2,880

370

40

240

640
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Figura 4.20 Puesta en marcha del reactor de salida inferior de 4,000 mL con
adaptacién de salida inferior a dos bombas peristalticas MasterFlex

A continuacion, se presentan graficamente los resultados de remocion en el medio

acuoso del reactor de cuatro litros para BaA y BaP en 96 y 240 horas en la Figura
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3.21. El volumen de muestra fue de 2,800 mL para no llenar hasta el borde del

reactor.

Los resultados del promedio de remocion para BaA y BaP en el reactor tipo tanque
de salida inferior para el medio acuoso se considerd cercano a 100%, debido a que
la cantidad presente de BaA y BaP en 240 horas se encontraron por debajo del
limite de cuantificacion, sin embargo el valor es tan pequefio que el porcentaje de

remocion.

Porcentaje de remocion

100 1L

a7 mB(a)A

94

91 mB(a)P

88

Porcentaje presente de hidrocarburos
[%]

96 240

Tiempo [horas]

Figura 4.21 Porcentajes de remocion de BaA y BaP RSI4000 a 96 y 240 horas
utilizando microalgas inmovilizadas de las especies S. capricornutumy S. acutus en
perlas de alginato de calcio. Volumen de muestra 2 880 mL, concentracion de HAPs
266 pg/L

Los resultados aportados por la Figura 3.21 presentaron altos niveles de remocién
de los hidrocarburos desde las 96 horas. Los ensayos en escalas menores nos
permitieron observar que tiempos de 6 horas son suficientes para la remocién de
los HAPs del medio acuoso. Ademas se conoce del poder de remocion de ambas
especies en tiempos de 72 horas, por lo que en 96 horas la remocién es superior al
99%.

Para verificar la biorremocion de los HAPs y diferenciarla de la remocion por sorcién
al alginato, se analizé por separado la concentracién de estos en el alginato disuelto

de las perlas y en la biomasa una vez que fue liberada. Estos analisis fueron
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efectuados mediante la metodologia descrita en el apartado 2.3.1.3 y 2.3.1.4 sus

resultados se describen en la seccidn siguiente.

4.2.9.1 Analisis HAPs del alginato, la biomasa y la muestra acuosa en el
reactor de RS14000 con 2,880 mL de muestra

Enla Tabla 3.20 y la Figura 3.22 se muestran los porcentajes remanentes de ambos
HAPs en los diferentes compartimientos de la muestra: medio acuoso, alginato y
biomasa presentes en el reactor de 4,000 mL. Para su analisis se tomaron alicuotas
de medio acuoso y esferas de alginato y se calculd el remanente total mediante un

balance de materia.

Tabla 4.20 Porcentajes remanentes de hidrocarburos en RS14000, n=3

Porcentaje remanente
Tiempo Medio Liquido Alginato Biomasa
[horas] BaA BaP aA BaP aA BaP
0 100 + 100 % 100 + 100 #

9% 55 + 04 58 £ 0.1 228 * 1.1 158 % 0.2
240 14 * 06 15 * 02 87 * 34 46 * 2.2
Porcentaje Remanente de HAPs

35.00
30.00
__25.00
&
Y 20.00
c
[J]
S 15.00
é I
10.00
- I
5.00 5.5 >8 .
0.00 i - 0.0 1;4 -fS

B[a]A 96 horas B[a]P 96 horas B[a]A 240 horas

Tiempo (horas)

B[a]P 240 horas

m Medio Liquido Alginato ® Biomasa

Figura 4.22 Porcentaje remanente de BaA y BaP en las diferentes fases de la
muestra en el RS4000. Tiempo 96 y 240 horas, utilizando mezcla de microalgas
inmovilizadas de las especies S. capricornutum 'y S. acutus en cuentas de alginato
de calcio
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Se observa lo siguiente:
En el medio acuoso:

Dado que el porcentaje de remanente en el medio acuoso es muy bajo en todos los
casos, el porcentaje de remocién de ambos hidrocarburos es alto en los dos tiempos
analizados, 96 y 240 horas, aunque menor para el BaP en comparacion con el BaA,
que es mas hidréfobo lo cual provoca una mayor resistencia a su remocién y mayor

sorcion.

Los porcentajes de remocion a 96 horas son de 95 % y 94% para BaA y BaP
respectivamente, los porcentajes de remocion a 240 horas son de 99% para ambos
HAPs. La remocion parece estar completa a las 240 horas por la baja presencia de
los HAPs en el medio. Sin embargo, aun existe una cantidad de los hidrocarburos
en la biomasa y el alginato que componen las perlas siendo mayor el remanente en

la biomasa los dos casos son discutidos a continuacion.

Por otra parte, para calcular la masa total de HAPs contenida en el volumen de
muestra total del reactor (2,880 mL), una vez obtenida la masa de HAPs contenida
en la muestra de 15 mL de medio acuoso del reactor, se calculd el remanente total

mediante la siguiente relacion:

lu'g de HAPSmuestra
15 mL

(ﬂg de HAPSyestra

vol.muestra EFS ) * 2,880 mL

) * VOl ¢oral reactor = (

= UYmedio liquido totales
En las perlas de alginato con microalgas:

Dado el bajo porcentaje remanente de los HAPs en el medio acuoso se utilizé la
metodologia de DMFS-CLAR-UV mencionada en el apartado 2.3.1.4 para
cuantificar los hidrocarburos presentes en la biomasa, pero también en el alginato
que las contenia, Este ultimo se manejé disuelto, por el método de EFS-CLAR-UV
reportado en el apartado 2.3.1.3. Por lo que en este ensayo se aprecio no soélo la

remocién de los HAPs del medio acuoso, sino también se cuantificd el porcentaje
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remanente en el alginato y la biomasa en los diferentes tiempos. La determinacién
de las cantidades de los HAPs en la biomasa permitié calcular indirectamente la
degradacion de BaA y BaP de acuerdo a la siguiente relacion , la cual es usada en

los estudios de degradacion en cultivos acuosos con microorganismos libres.

UGiniciales — HYGremanentes totales
* 100

%degradacion =
UGiniciales

donde:

UGremanentes totales — HYmedio liquido + UYGbiomasa

Sin embargo debido a que en este caso se manejo a las microalgas inmovilizadas
y existe cierta cantidad de HAPs sorbida en el alginato. La relacién anterior se
modifica considerando que los ug remanentes totales también incluyen la cantidad

sorbida en el alginato.

Para las perlas de alginato se dividi6 en dos partes, dado que se utilizaron
microalgas de ambas especies se analizé el remanente para el alginato proveniente
de 90 perlas y se extrapolé el total de acuerdo al numero de perlas de alginato

totales con la relacion:

<,ng de HAPSmuestra de alginato disuelto

- * perlas totales en el reactor
perlas de alginato de la muestra

<.u9 de HAPSmuestra de alginato disuelto

90 perlas > * 7200perlas = UYGaiginato

Muestra 2 alginato de sodio.

< ug de HAPSmuestra de biomasa

* perlas totales en el reactor
ug de HAPScontenidos biomasa de 90 perlas>

— < ug de HAPSmuestra de biomasa

* 7200perlas = ugp;
ug de HAPScontenidos biomasa de 90 perlas) romasa

En la Tabla 3.20 y la Figura 3.22, puede observarse que el remanente de ambos

hidrocarburos en el alginato es parecido, cercano a 5% a 96 horas 'y a 1 % a 240
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horas. En este caso dado que s6lo es una sorcién pasiva de los HAPs en el alginato,
no se observa una diferencia entre ambos HAPs. Lo que es muy interesante
observar es que se aprecia una disminuciéon conforme pasa el tiempo, lo que
evidencia una captacién de los HAPs por parte de las microalgas, por lo que en
tiempos mayores de exposicidon las microalgas van reduciendo el remanente
contenido en el alginato. Este fendbmeno es muy positivo para implementar un
proceso de biorremediacion con este reactor, ya que aunque inicialmente el alginato
sorbe una cantidad de los HAPs, estda no se mantiene en el, si no que tiende a

desaparecer con el tiempo gracias a su captacion por las microalgas.

Por otra parte, en la biomasa (microalgas) se observa que el porcentaje de BaA
presente, tanto a 96 como a 240 horas, es mayor que el porcentaje de BaP, lo cual

evidencia una mayor facilidad de adsorcién comparativamente hablando.

Lo que también es muy positivo es que la disminucion del remanente de los HAPs
en la biomasa conforme aumenta el tiempo de exposicidén, es una clara evidencia
de la biodegradacion. Encontrando que a 96 horas el porcentaje de degradacion es
69% de BaA 'y 74 % de BaP mientras que a 240 horas es de 90% para BaA 'y 92%

para BaP. Asi, se demuestra que la biomasa no es acumuladora de HAPs.

En todos los casos, se aprecia una disminucion en el remanente conforme pasa el
tiempo, con lo cual se puede observar no sélo la remocién de los HAPs del medio

acuoso sino también una degradacion de estos por las microalgas.

Los resultados obtenidos en el reactor de 4,000 mL fueron muy favorables al
remover los HAPs contenidos en mas de un 90 % en 240 horas. Sin embargo, se
debe mencionar que durante su implementacion surgieron algunos inconvenientes,
por lo que es recomendable considerarlos para tener un proceso con mayor

eficiencia. Entre ellos se encuentran:

Previo a su implementacion: la construccion del reactor de acuerdo a las limitantes
del taller de vidrio de la Facultad, los cuales solo permiten modificar material

existente, como el caso del vaso de precipitado. La obtencién del flujo necesario
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para promover la agitacién, en la cual se requeria una bomba mas grande y/o

potente.

La obtencién de la biomasa necesaria, la inmovilizacion de grandes cantidades de

medios de cultivo, para lo que se requeriria un encapsulador industrial.
La necesidad de preparar asépticamente el reactor previo a su uso.

Durante su implementacion: frotamiento del alginato y su consecuente disolucion en
el medio acuoso por el taponamiento y trituracion en las tuberias, el desgaste de las
tuberias de recirculacion, taponamiento de estas y una posible contaminacion

durante un tiempo de funcionamiento mayor del reactor.

Atendiendo lo anterior podriamos plantear como perspectivas el uso de equipos
automatizados para la inmovilizacion de las microalgas asi como el uso de equipos
de nivel operativo especifico (bombas, tuberias y el reactor mismo) para los

volumenes de muestra tratados, esto desde el punto de vista operativo.

Mientras en los inconvenientes aludidos a las microalgas se plantean como
perspectivas, en primer lugar la resistencia de las perlas de alginato utilizando una
matriz inmovilizadora mejorada u optimizar la resistencia del alginato de calcio. La
segunda es la implementacién de redes de contencién de las perlas de alginato con
materiales poco adsorbentes que puedan evitar el taponamiento de las tuberias de
recirculacion permitiendo un flujo continuo de la muestra, y una extraccion mas

simple de las microalgas inmovilizadas, del medio acuoso.
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Conclusiones

La implementacion de materiales menos adsorbentes al BaA y BaP como lo son la
tuberia de Viton, asi como vidrio y malla de acero demostraron tener una baja
adsorcion a BaA y BaP, por lo que resultaron materiales aptos para trabajar con
ellos en un biorreactor con recirculacion. Por lo tanto, el analisis de los materiales
de construccion del biorreactor fue fundamental para realizar una transferencia del
proceso de agitacion orbital a agitacion mediante recirculacién, el cual es mas

practico de operar y construir.

La determinacion de los porcentajes de remocion de HAPs mediante las microalgas
inmovilizadas demostr6 que tanto biorreactores con agitacion orbital como
biorreactores tipo tanque con agitacion mediante recirculacién presentan altos
porcentajes de remocion de los HAPs en medio acuoso (98 0.4 y 94+2 para BaA
y BaP respectivamente con agitacion orbital y 68+3 y 64+1 para BaA y BaP
respectivamente con agitacion mediante recirculacion), evidenciando que la
agitacion es un factor determinante en la remocion mediante la cual se puede
promover una homogenizacion en el medio al propiciar la difusion de los HAPs

desde el medio a las microalgas inmovilizadas y por consiguiente la remocion.

La posicion de la salida en el biorreactor con recirculacion influyé en el porcentaje
de remocién de los HAPs estudiados. Comparativamente se demostré que los
porcentajes de remocion entre un reactor con salida inferior (RSI) son superiores a

los obtenidos con un reactor con salida lateral (RSL).

Realizando estudios del principio de similaridad al considerar los parametros
optimos encontrados de tiempo de exposicion y flujo de recirculacion se obtuvieron
factores a nivel laboratorio para realizar el escalamiento e implementacion del
biorreactor tipo tanque con capacidad de cuatro litros. Demostrando la importancia
de incrementar tanto la composicion del medio (volumen de medio acuoso y
cantidad de HAPs presentes) asi como el tamafio del biorreactor y numero de

esferas de alginato con microalgas inmovilizadas .

122



Asi mismo, se confirmd que para mantener porcentajes de remocion altos es
necesario incrementar la velocidad del flujo de recirculacion que en él proporciona
la agitacion en la misma escala, con el objetivo de proporcionar condiciones

equivalentes a escalas menores y asi promover la agitacion y con ello la remocion.

La evaluacién de la eficiencia de remocion con los reactores pequefios RSI50 y
RSI170, proporcion6 herramientas necesarias para realizar un acercamiento en la
implementacion de un biorreactor con un volumen de 4,000 mL. Dado el volumen
de muestra acuosa y la capacidad de los equipos utilizados, se decidié modificar el
tiempo de exposicion de horas a 10 dias, con el fin de proporcionar una mayor
interaccién de los HAPs y las microalgas inmovilizadas. En él se encontré que el
sistema desde el dia 4 presenta altos porcentajes de remocion de ambos HAPs en
el medio acuoso y una remociéon de mas del 98% de ambos hidrocarburos en el dia
10.

Para complementar los resultados anteriores se analizé el remanente de los HAPs
en las perlas de alginato y la biomasa utilizados en el biorreactor de 4,000 mL. Se
observé que los hidrocarburos se encontraban presentes en ambas fases, pero en
mayor medida en la biomasa, evidenciando su capacidad de sorcién a los HAPs. La
evaluacion de estos remanentes en diferentes tiempos nos permitié observar
indirectamente la degradacion de BaA y BaP por la disminucion de estos y una

capacidad de captaciéon de los HAPs contenidos en el alginato por las microalgas.
Perspectivas

» Implementar una técnica automatizada para la inmovilizacion de las
microalgas en perlas de alginato en el tratamiento de un mayor volumen de
medio acuoso.

» Evaluar el efecto de equipos de nivel operativo especifico para el reactor de
4 000 mL de capacidad, en particular las bombas peristalticas, dimensiones
de la tuberias red de contencion de perlas de alginato.

» Evaluar una manera de introducir y retirar las microalgas a sitios

contaminados (pensando en la transferencia de tecnologia no solo a plantas
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de tratamiento, sino a lugares al exterior) mediante redes de contencion de
las perlas de alginato en materiales poco adsorbentes que pudieran ser

introducidos para la remocion de los HAPs.
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Anexo 1
A continuacidn se presenta el analisis estadistico de los ensayos realizados

mediante Software SPSS15.0 (alfa de 0.05).
Analisis estadistico de la seccidon 4.2.1 Ensayos con agitacion orbital

Pruebas de normalidad
Hipotesis para la prueba de normalidad
Ho: La distribucion se asemeja a la normal.

H1: La distribucion no se asemeja a la normal.

BaA BaP
valor p Shapiro-Wilk valor p Shapiro-Wilk
Orbital Control abiotico3h 0.125 Distribucion normal 0.542 Distribucion normal
Orbital Control abidtico 6h 0.223 Distribucion normal 0.037 Distribucion no Normal
Orbital Bioensayo3h 0.239 Distribucion normal 0.433 Distribucion normal
Orbital Bioensayo6h 0.525 Distribucion normal 0.811 Distribucion normal

Se trabaja con un alfa de 0.05

Una vez evaluada la prueba de normalidad, primera condicidn necesaria para
realizar la prueba t, se evalud la igualdad de varianza, segunda condicion necesaria
para realizar la prueba t.

Prueba de igualdad de varianza

Hipotesis para la prueba de igualdad de varianza

Ho: Las varianzas son iguales

H4: Las varianzas no son iguales

BaA BaP
Valor- Estadistico de Valor- Estadistico de
P Levene P Levene
Orbital Control abiotico 3h 0.071 Varianzas NA Na
Orbital Control abidtico 6h ’ iguales
Orbital Bioensayo 3h 0.053 Varianzas 0.707 Varianzas
Orbital Bioensayo 6h ’ iguales ’ iguales
Orbital Control abidtico 3h 0.022 Varianzas NA Na
Orbital Bioensayo 3h ' diferentes
Orbital Control abidtico 6h 0.053 Varianzas 0.104 Varianzas
Orbital Bioensayo 6h ' iguales ' iguales
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Prueba t de student
Hipotesis para la prueba de igualdad de medias de remocién
Ho: Existe diferencia entre las medias de remocion

H1: No existe diferencia entre las medias de remocién

BaA BaP
Valor p Prueba t Valor p Prueba t
Orbital Control abidtico 3h vs 0.876 Muestras NA NA
Orbital Control abidtico 6h estadisticamente Iguales

Orbital Bioensayo 3h Muestras Muestras
VS 0.001 estadisticamente 0.0003 estadisticamente

Orbital Bioensayo 6h diferentes diferentes

Orbital Control abidtico 3h vs Muestras Muestras
0.002 estadisticamente 0.014 estadisticamente

Orbital Bioensayo 3h diferentes diferentes

Orbital Control abiético 6h vs Muestras Muestras
0.00015 estadisticamente 0.003 estadisticamente

Orbital Bioensayo 6h diferentes diferentes

Analisis estadistico de la seccidon 4.2.2 Remocidén abiotica en RSI50

Pruebas de normalidad
Hipotesis para la prueba de normalidad
Ho: La distribucion se asemeja a la normal.

H1: La distribucion no se asemeja a la normal.

BaA BaP

valor p Shapiro-Wilk valor p Shapiro-Wilk
Orbital Blanco L. amarilla 3h 0.101 Distribuciéon normal 0.251 Distribuciéon normal
Orbital Blanco L. amarilla 6h 0.413 Distribucion normal 0.426 Distribuciéon normal
Orbital Blanco L. amarilla 24h 0.456 Distribucion normal 0.547 Distribuciéon normal
Orbital Blanco L. blanca 3h 0.906 Distribucion normal 0.978 Distribucion normal
Orbital Blanco L. blanca 6h 0.259 Distribucion normal 0.372 Distribuciéon normal
Orbital Blanco L. blanca 24h 0.993 Distribucion normal 0.451 Distribuciéon normal

Una vez evaluada la prueba de normalidad, primera condicion necesaria para
realizar la prueba t, se evalud la igualdad de varianza, segunda condicion necesaria
para realizar la prueba t.

Prueba de igualdad de varianza

Hipotesis para la prueba de igualdad de varianza
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Ho: Las varianzas son iguales

H4: Las varianzas no son iguales

BaA BaP
Estadistico de Estadistico de
Valop Levene Valop Levene
luz amarilla 3h 0.877 Varianzas 0.117 Varianzas
luz natural 3h ' iguales ' iguales
luz amarilla 6h 0.96 Varianzas 0.789 Varianzas
luz natural 6h ) iguales ’ iguales
luz amarilla 24h 0.052 Varianzas 0.741 Varianzas
luz amarilla 24h iguales iguales
Prueba t de student
Hipotesis para la prueba de igualdad de medias de remocién
Ho: Existe diferencia entre las medias de remocion
H41: No existe diferencia entre las medias de remocion
BaA BaP
Valor p Prueba t Valor p Prueba t
luz amarilla 3h Muestras Muestras
0.028 estadisticamente 0.519 estadisticamente
luz natural 3h diferentes Iguales
luz amarilla 6h Muestras Muestras
0.007 estadisticamente 0.001 estadisticamente
luz natural 6h diferentes diferentes
luz amarilla 24h Muestras Muestras
0.00043 estadisticamente 0.052 estadisticamente
luz natural 24h diferentes Iguales

Criterio de aprobacion p-valor>=0.05.

Prueba ANOVA

Hipotesis para la prueba de igualdad de medias de remocién

Ho: Existe diferencia entre las medias de remocion

H1: No existe diferencia entre las medias de remocién
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BaA BaP
ANOVA Valor p Conclusion Valor p Conclusion
Muestras Muestras
luz amarilla 3h- luz amarilla 6h 0.208 estadisticamente 0.131 estadisticamente
Iguales Iguales
Muestras Muestras
luz amarilla 3h- luz amarilla 24h 0.013 estadisticamente 0.135 estadisticamente
diferentes Iguales
Muestras Muestras
luz amarilla 6h- luz amarilla 24h 0.129 estadisticamente 1 estadisticamente
Iguales Iguales
Muestras Muestras
luz natural 3h- luz natural 6h 0.002 estadisticamente 0.001 estadisticamente
diferentes diferentes
Muestras Muestras
luz natural 3h- luz natural 24h 0.000296 estadisticamente 0.002 estadisticamente
diferentes diferentes
Muestras Muestras
luz natural 6h- luz natural 24h 0.08 estadisticamente 0.696 estadisticamente
Iguales Iguales

Analisis estadistico de la seccion 4.2.3 Estudio de remocion por Selenastrum

capricornutum inmovilizada

Pruebas de normalidad

Hipotesis para la prueba de normalidad

Ho: La distribucion se asemeja a la normal.

H1: La distribucion no se asemeja a la normal.

BaA BaP
valor p Shapiro-Wilk valor p Shapiro-Wilk
C.abidtico 3h 0.249 Distribucion normal 0.503 Distribucion normal
C.abidtico 6h 0.982 Distribucion normal 0.352 Distribucion normal
C.abidtico 15h 0.569 Distribucion normal 0.787 Distribucion normal
Bioensayo 3h 0.471 Distribucion normal 0.657 Distribucion normal
Bioensayo 6h 0.625 Distribucion normal 0.918 Distribucion normal
Bioensayo 15h 0.388 Distribucion normal 0.325 Distribucion normal

Una vez evaluada la prueba de normalidad, primera condicidn necesaria para
realizar la prueba t, se evalud la igualdad de varianza, segunda condicion necesaria
para realizar la prueba t.

Prueba de igualdad de varianza

Hipotesis para la prueba de igualdad de varianza
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Ho: Las varianzas son iguales

H4: Las varianzas no son iguales

BaA BaP
Valor-p Estadistico de Levene Valor-p Estadistico de Levene

C.abidtico 3h

Bioensayo 3h 0.482 Varianzas Iguales 0.522 Varianzas Iguales
C.abidtico 6h

Bioensayo 6h 0.423 Varianzas Iguales 0.994 Varianzas Iguales
C.abiotico 15h
Bioensayo 15h 0.383 Varianzas Iguales 0.191 Varianzas Iguales

Prueba t de student

Hipotesis para la prueba de igualdad de medias de remocién

Ho: Existe diferencia entre las medias de remocion

H1: No existe diferencia entre las medias de remocién

BaA BaP
Valor p Prueba t Valor p Prueba t
C.abiotico 3h 0.198 Muestras 0.151 Muestras
Bioensayo 3h ’ estadisticamente Iguales ’ estadisticamente Iguales

C.abidtico 6h Muestras Muestras
) 0.001 estadisticamente 0.0001 estadisticamente

Bioensayo 6h diferentes diferentes

C.abidtico 15h Muestras Muestras
) 0.00043 estadisticamente 0.024 estadisticamente

Bioensayo 15h diferentes diferentes

Prueba ANOVA

Hipotesis para la prueba de igualdad de medias de remocién

Ho: Existe diferencia entre las medias de remocion

H1: No existe diferencia entre las medias de remocién
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BaA BaP
Conclusion Valor p Conclusion Valor p Conclusion
Muestras Muestras
C.abiotico 3h- C.abidtico 6h 0.975 estadisticamente 0.835 estadisticamente
Iguales Iguales
Muestras Muestras
C.abiodtico 3h- C.abiotico 15h 0.206 estadisticamente 0.709 estadisticamente
Iguales Iguales
Muestras Muestras
C.abiodtico 6h- C.abiotico 15h 0.269 estadisticamente 0.401 estadisticamente
Iguales Iguales
Muestras Muestras
Bioensayo 3h-Bioensayo 6h 0.002 estadisticamente 0.027 estadisticamente
diferentes diferentes
Muestras Muestras
Bioensayo 3h-Bioensayo 15h 0.003 estadisticamente 0.018 estadisticamente
diferentes diferentes
Muestras Muestras
Bioensayo 6h-Bioensayo 15h 0.875 estadisticamente 0.923 estadisticamente
Iguales Iguales

Analisis estadistico de la seccion 4.2.4 Estudio de la remocién con dos

especies de microalgas inmovilizadas S. capy S. ac

Pruebas de normalidad

Hipotesis para la prueba de normalidad

Ho: La distribucion se asemeja a la normal.

H1: La distribucion no se asemeja a la normal.

BaA BaP
valor p Shapiro-Wilk valor p Shapiro-Wilk

C.abidtico 6h 0.982 Distribucion normal 0.352 Distribucion normal
C.abiotico 15h 0.316 Distribucion normal 0.787 Distribucion normal
Mezcla 6h 0.625 Distribucion normal 0.918 Distribucion normal
Mezclal5h 0.388 Distribucion normal 0.325 Distribucion normal
S. ac 6h 0.824 Distribucion normal 0.898 Distribucion normal

S. ac 15h 0.223 Distribucion normal 0.155 Distribucion normal

S. cap 6h 0.998 Distribucion normal 0.948 Distribucion normal

S. cap 6h 0.969 Distribucion normal 0.611 Distribucion normal

Una vez evaluada la prueba de normalidad, primera condicidn necesaria para
realizar la prueba t, se evalud la igualdad de varianza, segunda condicion necesaria

para realizar la prueba t.
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Prueba de igualdad de varianza

Hipotesis para la prueba de igualdad de varianza

Ho: Las varianzas son iguales

H4: Las varianzas no son iguales

BaA BaP
Valor-p  Estadistico de Levene Valor p Esti(lisgsg i
C.abidtico 6h- C.abidtico 15 h 0.713 Varianzas iguales 0.102 Varianzas iguales
S. cap 6h-S. cap 15 h 0.252 Varianzas iguales 0.13 Varianzas iguales
S. ac 6h-S. ac 15 h 0.37 Varianzas iguales 0.99 Varianzas iguales
Mezcla 6h-Mezcla 15 h 0.243 Varianzas iguales 0.05 Varianzas iguales

Prueba t de student

Hipotesis para la prueba de igualdad de medias de remocién

Ho: Existe diferencia entre las medias de remocion

H1: No existe diferencia entre las medias de remocién

BaA BaP
Valor p Prueba t Valor p Prueba t
Muestras Muestras
C.abidtico 6h- C.abiotico 15 h 0.102 estadisticamente 0.262 estadisticamente
Iguales Iguales
Muestras Muestras
S. cap 6h-S. cap 15 h 0.529 estadisticamente 0.647 estadisticamente
Iguales Iguales
Muestras Muestras
S. ac 6h-S. ac 15 h 0.398 estadisticamente 0.016 estadisticamente
Iguales Diferentes
Muestras Muestras
Mezcla 6h-Mezcla 15 h 0.005 estadisticamente 0.804 estadisticamente
diferentes Iguales

Prueba ANOVA

Hipotesis para la prueba de igualdad de medias de remocién

Ho: Existe diferencia entre las medias de remocion

H1: No existe diferencia entre las medias de remocién
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Muestras Tiempo Bla]A B[a]P
(horas) valor-p Conclusion valor-p Conclusion
0.098 Muestras Muestras
S. ac estadisticamente 0.007 estadisticamente
Iguales diferentes
0.038 Muestras Muestras
mezcla 6 estadisticamente 0.001 estadisticamente
diferentes diferentes
0.000 Muestras Muestras
S. cap estadisticamente 0 estadisticamente
C abioti diferentes diferentes
-apiotico 0.344 Muestras Muestras
S. ac estadisticamente 0.201 estadisticamente
Iguales Iguales
0.035 Muestras Muestras
mezcla 15 estadisticamente 0.013 estadisticamente
diferentes diferentes
0.01 Muestras Muestras
S. cap estadisticamente 0.00 estadisticamente
diferentes diferentes
0.906 Muestras Muestras
S. ac estadisticamente 0 estadisticamente
6 Iguales diferentes
0.000 Muestras Muestras
S. cap estadisticamente 0 estadisticamente
1 diferentes diferentes
mezela 0.05 Muestras Muestras
S. ac estadisticamente 0.004 estadisticamente
15 diferentes diferentes
0.019 Muestras Muestras
S. cap estadisticamente 0.015  estadisticamente
diferentes diferentes
0.000 Muestras Muestras
6 estadisticamente 0 estadisticamente
S S diferentes diferentes
e - cap 0.105 Muestras Muestras
15 estadisticamente 0.159 estadisticamente
Iguales Iguales

Analisis estadistico de la seccién 4.2.5 Estudio de la posicion de salida del

reactor

Pruebas de normalidad

Hipotesis para la prueba de normalidad

Ho: La distribucion se asemeja a la normal.

H1: La distribucion no se asemeja a la normal.
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BaA BaP
valor p Shapiro-Wilk valor p Shapiro-Wilk
C.abidtico 6h 0.982 Distribucion normal 0.352 Distribucion normal
Mezcla 6h 0.998 Distribucion normal 0.948 Distribucion normal
S. ac 6h 0.824 Distribucion normal 0.898 Distribucion normal
S. cap 6h 0.625 Distribucion normal 0.918 Distribucion normal

Una vez evaluada la prueba de normalidad, primera condicidn necesaria para
realizar la prueba t, se evalud la igualdad de varianza, segunda condicion necesaria
para realizar la prueba t.

Prueba de igualdad de varianza

Hipotesis para la prueba de igualdad de varianza

Ho: Las varianzas son iguales

H4: Las varianzas no son iguales

BaA BaP
Estadistico de Valor Estadistico de
Valor-p
Levene -p Levene
Muestras Muestras
C.abidtico RSI- C.abidtico RSL 0.032 estadisticamente 0 estadisticamente
diferentes diferentes
Muestras Muestras
mezcla RSI- mezcla RSL 0.017 estadisticamente | 0.117  estadisticamente
diferentes Iguales
Muestras Muestras
S. ac RSI- S. ac RSL 0.048 estadisticamente | 0.84 estadisticamente
diferentes Iguales
Muestras Muestras
S. cap RSI- S. cap RSL 0.036 estadisticamente | 0.009  estadisticamente
diferentes diferentes

Prueba ANOVA

Hipotesis para la prueba de igualdad de medias de remocién

Ho: Existe diferencia entre las medias de remocion

H1: No existe diferencia entre las medias de remocién
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Bl[a]A B[a]P
p-Valor conclusion p-Valor conclusion
Muestras Muestras
S. ac RSI 0.098 estadisticamente 0.007 estadisticamente
Iguales diferentes
Muestras Muestras
C.abidtico RSI mezcla RSI 0.038 estadisticamente 0.001 estadisticamente
diferentes diferentes
Muestras Muestras
S. cap RSI 0 estadisticamente 0 estadisticamente
diferentes diferentes
Muestras Muestras
S. ac RSL 0.9 estadisticamente 0.012 estadisticamente
Iguales diferentes
Muestras Muestras
C.abidtico RSL mezcla RSL 0.765 estadisticamente 0.045 estadisticamente
Iguales diferentes
Muestras Muestras
S. cap RSL 0.043 estadisticamente 0.002 estadisticamente
diferentes diferentes

Analisis estadistico de la seccion 4.2.6 Estudio del flujo en las diferentes

configuraciones de salida de recirculacion

Pruebas de normalidad

Hipotesis para la prueba de normalidad

Ho: La distribucion se asemeja a la normal.

H1: La distribucion no se asemeja a la normal.
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BaA BaP

valor p Shapiro-Wilk valor p Shapiro-Wilk

C.abiético ImL/min RSI | 0.982 Distribucion |~ 35, Distribucion
normal normal

C.abiotico 2mL/min RSI | 0002 ~ Distribucionno {5 o0 Distribucion
Normal normal

C.abidtico 4mL/min RSI | 0.637 Distribucion 0 Distribucion no

normal Normal

S. cap ImL/min RSI 0.625 Distribucion 0.918 Distribucion
normal normal

S. cap 2mL/min RSI 0.884 Distribucion | ¢,y Distribucion
normal normal

S. cap 4mL/min RSI 0.895 Distribucion | 5, Distribucion
normal normal

C.abiético ImL/min RSL | 0.999 Distribucion |~ o7y Distribucion
normal normal

C.abidtico 2mL/min RSL | 0.999 Distribucion | gg9  Distribucion
normal normal




C.abidtico 4mL/min RSL | 0.923 Distribucion | 5,5 Distribucion no
normal Normal
S. cap 1mL/min RSL 0.923 Distribucion | 599~ Distribucién
normal normal
S. cap 2mL/min RSL 0862 Distribucion -, 55, Distribuci6n
normal normal
S, cap 4mL/min RSL 0.95 Distribucion 0.702 Distribucion
normal normal
Se trabaja con un alfa de 0.05
Criterio de aprobacion p-valor>=0.05.
Prueba t de student
Hipotesis para la prueba de igualdad de medias de remocién
Ho: Existe diferencia entre las medias de remocion
H1: No existe diferencia entre las medias de remocion
BaA BaP
Muestras comparadas Al ° Valor p Prueba t Valor p Prueba t
[mL/min]
Muestras Muestras
C.abidtico RSI vs S. cap RSI 0.001 estadisticamente | <0.0001 estadisticamente
: diferentes diferentes
Muestras Muestras
C.abiotico RSL vs S. cap RSL 0.032 estadisticamente 0.0002 estadisticamente
diferentes diferentes
Muestras Muestras
C.abidtico RSI vs S. cap RSI 0.029 estadisticamente 0.004 estadisticamente
) diferentes diferentes
Muestras Muestras
C.abiotico RSL vs S. cap RSL 0.004 estadisticamente 0.04 estadisticamente
diferentes diferentes
Muestras Muestras
C.abiodtico RSI vs S. cap RSI 0.454 estadisticamente 0.407 estadisticamente
4 Iguales Iguales
Muestras Muestras
C.abiotico RSL vs S. cap RSL 0.081 estadisticamente 0.52 estadisticamente
Iguales Iguales

Analisis estadistico de la secciéon 4.2.7 Estudio del incremento de volumen

(similaridad de condiciones)

Pruebas de normalidad
Hipotesis para la prueba de normalidad

Ho: La distribucion se asemeja a la normal.
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H1: La distribucion no se asemeja a la normal.

BaA BaP

valor p Shapiro-Wilk valor p Shapiro-Wilk

C.abiotico RSI 1 mL/min |  0.191 Distribucion 0.253 Distribucion
normal normal

S. cap RSI 1 mL/min 0.817 Distribucion 0.135 Distribucion
normal normal

C.abiético RSI 2 mL/min 0.403 Distribucion 0.474 Distribucion
normal normal

S. cap RSI 2 mL/min 0.702 Distribucion 0.519 Distribucion
normal normal

C.abiético RSI 1 mL/min 0.248 Distribucion 0.809 Distribucion
normal normal

S. cap RSL 1 mL/min 0.99 Distribucion 0.996 Distribucion
normal normal

C. abidtico RSL 2 mL/min | 0716 Distribucion 0.374 Distribucion
normal normal

S. cap RSL 2 mL/min 0.154 Distribucion 0.293 Distribucion
normal normal

Una vez evaluada la prueba de normalidad, primera condicion necesaria para
realizar la prueba t, se evalud la igualdad de varianza, segunda condicion necesaria
para realizar la prueba t.

Prueba de igualdad de varianza

Hipotesis para la prueba de igualdad de varianza

Ho: Las varianzas son iguales

H4: Las varianzas no son iguales

BaA BaP
Valor-p Estadistico de Levene | Valor-p Esticgsggg e
C.abi(}?iscioerrSlI{XnSinS. cap 0.069 Varianzas iguales 0.199  Varianzas iguales
C'abi(lz[iscioerrsl]{aninS' cap 0.947 Varianzas iguales 0.069  Varianzas iguales
C.abic’l){tiscIcJ) FrSnIi/\r]nSms cap 0.4 Varianzas iguales 0.179  Varianzas iguales
C.allogggcg rljliImefsscap 0.069 Varianzas iguales 0.126  Varianzas iguales
5 ccgzl ;lils}r;zﬁﬁlzs 5 0.247 Varianzas iguales 0.698 Varianzas iguales
5 ccg; ;EES?%E?;]ZS 5 0.272 Varianzas iguales 0.292  Varianzas iguales
Prueba t de student
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Hipotesis para la prueba de igualdad de medias de remocién
Ho: Existe diferencia entre las medias de remocion

H1: No existe diferencia entre las medias de remocién

BaA BaP

Valor p Prueba t Valor p Prueba t
Muestras Muestras

C.abidtico RSI VS §.cap RSI 1 mL/min 0.013 estadisticamente 0.012 estadisticamente
diferentes diferentes
Muestras Muestras

C.abidtico RSI VS S. cap RSI 2 mL/min 0.002 estadisticamente 0.004 estadisticamente
diferentes diferentes
Muestras Muestras

C.abidtico RSL VS S. cap RSL 1 mL/min 0.011 estadisticamente 0.001 estadisticamente
diferentes diferentes
Muestras Muestras

C.abidtico RSL VS S. cap RSL 2 mL/min 0.005 estadisticamente 0.009 estadisticamente
diferentes diferentes
Muestras Muestras

S. cap RSI ImL/min-S§. cap RSI 2 mL/min 0.009 estadisticamente 0.256 estadisticamente

diferentes Iguales

Muestras Muestras

S. cap RSL 1mL/min-S§. cap RSL 2 mL/min 0.006 estadisticamente 0.452 estadisticamente
diferentes diferentes

145




	Portada

	Índice 
	Resumen

	Introducción

	Objetivos

	Capítulo 1. Marco Teórico
	Capítulo 2. Equipos, Materiales

	Capítulo 3. Desarrollo Experimental

	Capítulo 4. Resultados y Discusión

	Conclusiones
	Referencias
	Anexos


