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ABREVIATURAS

ACN: Acetonitrilo

B(a)A: Benzo(a)Antraceno

B(a)P: Benzo(a)Pireno

C18: Octadecil Carbono

CV: Coeficiente de Variacion

DER: Desviacion Estandar Relativa

EFS: Extraccion en Fase Sélida

EFS-HPLC-UV: EFS acoplada a Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién con
Detector UV

HAP: Hidrocarburo Aromatico Policiclico

HPLC: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC, High
Performance Liquid Chromatography, por sus siglas en inglés)

HPLC-UV: Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion acoplado a Detector
uv

ICH: Conferencia Internacional de Armonizacion, por sus siglas en inglés

LC: Limite de cuantificacion

LD: Limite de deteccion

nm: Nanometro

MeOH: Metanol

S. Capricornutum.: Selenastrum capricornutum

s: desviacion estandar

tr: Tiempo de retenciéon

USP: Farmacopea de los Estados Unidos, por sus siglas en inglés

UV: Ultravioleta

X: Promedio



INTRODUCCION
Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP’s) son contaminantes que

cuando se encuentran en agua de consumo y en la de los ecosistemas
representan un peligro para los seres humanos debido a su potencial
cancerigeno (Mastrangelo et. al., 1996), motivo por el cual es de gran
importancia la investigacion en la remocion de HAP’s del agua. Por esta razén,
es necesario disefiar un sistema que utilice todos los recursos disponibles para
gue se efectle la remediacion del agua contaminada con HAP'’s, es decir, de
un reactor en el cual se optimice toda variable y parametro para asegurar la
eficiencia de la remocion.

En efecto, los HAP’s pueden sufrir en el ambiente adsorcion, volatilizacion,
fotolisis y oxidacién quimica, pero las transformaciones que sufren con los
microorganismos, representan los mayores procesos de neutralizacion para
remediar los sitios contaminados de manera ecoldgica (Ghosal et al., 2016).
Asi, los microorganismos como bacterias, hongos, plantas y microalgas pueden
remover y degradar contaminantes organicos para que se vuelvan menos
dafinos en los sistemas acuaticos (Chekroun, et. al., 2014), como por ejemplo,
el alga Selenastrum capricornutum ha demostrado ser capaz de degradar un
hidrocarburo aromatico policiclico con potencial cancerigeno como el
Benzo(a)Pireno (Lindquist & Warshawsky, 1985; Olmos Espejel, et. al., 2012;
Garcia de Llasera, et. al., 2016).

Se llamara reactor al recipiente disefiado para que las microalgas efectien la
remociéon de HAP’s. Estrictamente lo mas adecuado para nuestro caso, es
lamar a este reactor como “bio-reactor” porque contiene a los
microorganismos, sin embargo, por practicidad y porque el reactor utiliza
volimenes muy pequefios, también comunmente lo llamaremos “mini bio-
reactor”.

El caso de este trabajo es de un mini bio-reactor no continuo, es decir, sin flujos
de entrada ni salida, o “batch”, como se conoce en la literatura angloparlante
(Aslan & Kapdan, 2006; Chiu, et. al., 2007), debido a que se considerd
inicialmente que la remocién por parte de la microalga podria ser muy lenta, y
el hecho de tener una corriente de agua entrando y saliendo del dispositivo

(reactor continuo), no le daria tiempo al microorganismo para eliminar los



HAP’s de manera adecuada, a menos que fuera un flujo muy pequefio, en cuyo
caso, se considera mas conveniente un reactor no continuo.

Las bases de disefio, operacion e inclusive mantenimiento en un sistema a
pequefia escala de biorremediacion son mas practicas de manejar para la
optimizacion, y con esto analizar y detectar sus ventajas y desventajas,
informacion que sera util para el disefio de un proceso a mayor tamafio en el
futuro.

Por lo tanto, en el presente proyecto se estudi6o a temperatura ambiente la
remocion de dos HAP’s prioritarios por la Agencia Protectora del Medio
Ambiente de Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en inglés):
Benzo(a)Pireno (B(a)P) y Benzo(a)Antraceno (B(a)A), de una muestra de agua
de la llave mediante la microalga Selenastrum capricornutum inmovilizada en
esferas de alginato de calcio. La inmovilizacion se considerd importante porque
tiene la finalidad de poder recuperar facilmente los microorganismos de un
medio acuoso después de su proceso de remocion de contaminantes, ya que Si
no estuvieran inmovilizadas las microalgas estarian dispersas totalmente en el
medio acuoso, haciendo complicada su separacion total del agua. Para esta
inmovilizacion se encontré que una opcién muy adecuada (y la que se adapté
mejor a este trabajo experimental) fue en alginato de sodio, que presenta
ventajas como que las células inmovilizadas no sufren cambios fisico-quimicos
extremos durante el proceso de inmovilizacion, y la estructura polimérica de
este polimero natural forma una matriz gentil para los microorganismos, por lo
gue funciona como barrera protectora para éstos al mismo tiempo, lo que les
permite tener las condiciones para sobrevivir y desarrollarse de forma
adecuada, como el ingreso de luz hacia éstos (Moreno-Garrido, 2008). Otra
ventaja de este material es que si se encuentran las condiciones adecuadas de
composicion de matriz de alginato (sobre todo de grado de entrecruzamiento
en la red polimérica), y se tienen moléculas que no sean demasiado grandes, la
difusion hacia el interior y al exterior del alginato de forma adecuada para un
propdsito como la biorremocion de algun contaminante por un microorganismo,
es totalmente viable (Tanaka et. al. 1983).

Teniendo en cuenta la gran ventaja de la inmovilizacion, se aprovechd este
conocimiento para disefiar y construir un mini bio-reactor en el cual se

optimizaron variables y parametros para asegurar que efectuarda la remocién
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biolégica, para lo cual la inmovilizacion en alginato es muy util. Otro aspecto a
mencionar, como lo ya descrito anteriormente, es que los volumenes de
muestra utilizados fueron pequefios, no mayores a 60 mL, para que de este
modo en esta etapa en la cual se estd comenzando a evaluar el desempefio de
estas propuestas de reactores, no represente esta experimentacion un gran
consumo de agua, reactivos, materiales, energia, recursos, etc., y que este
trabajo proporcione valiosa informacién para en un futuro se escale y poder
utilizar volimenes de muestra mucho mayores.

Para evaluar cuantitativamente la remocion de HAP's mediante las microalgas
inmovilizadas y la variacion de diferentes factores como forma del reactor, la
velocidad de agitacion, masa y el volumen de muestra, fue necesario emplear
la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés)
con detector espectrofotométrico UV. El aislamiento de los contaminantes del
medio acuoso se efectud por la técnica de Extraccion en Fase Solida (EFS).
Las cantidades de Benzo(a)Pireno (B(a)P) y Benzo(a)Antraceno B(a)A
remanentes en el medio después de diferentes tiempos de exposicion
permitieron evaluar los porcentajes de remocién y por lo tanto la eficiencia del

mini bio-reactor.



OBJETIVOS

General
Disefio y evaluacién de un mini bio-reactor no continuo para la remocion de
Benzo(a)Pireno y Benzo(a)Antraceno de un medio acuoso mediante la

microalga inmovilizada Selenastrum capricornutum.

Particulares

A. Evaluacion del desempefio de dos propuestas de mini bio-reactores no
continuos con diferente tipo de agitacion.

B. Evaluacioén de la velocidad de agitacion en la remocion de HAP’s por el
mini bio-reactor seleccionado por el mejor desemperio.

C. Evaluacién de diferentes volumenes y cantidad de masa (concentracion
constante) en la remocién de HAP’s en el mini bio-reactor seleccionado.

D. Proporcionar la informacion comparativa suficiente para poder
establecer las condiciones Optimas para el disefio de un reactor no

continuo de mayor tamafo con el mismo fin.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES
1.1. CONTAMINACION DEL AGUA

1.1.1.  Definiciéon

La contaminacion de agua se define como su alteracion perjudicial causada por
la introduccién de sustancias quimicas, radioactivas o de microbios patégenos,
gue puede ser también provocada por fenédmenos fisicos. El hecho de que se
altere la calidad de agua puede llegar a producir enfermedades y muertes a los
seres humanos y a los ecosistemas en general (Hogan, 2014, referencia
electronica).

1.1.2. Clases de contaminantes

1.1.2.1 Contaminantes biolégicos

Se refiere a los microbios patdégenos introducidos al agua principalmente
mediante desechos sin tratar, y cuyo efecto principal es la reduccién de
contenido de oxigeno en agua, que la hace no apta para consumo (Mann et.
al., 2014)

También tiene relevancia el hecho de hablar de la eutrofizacion, que se refiere
al proceso que trata de que el desarrollo excesivo de ciertos tipos de algas
afectan los sistemas acuaticos amenazando la vida humana y animal, debido a
la concentracion excesiva de nutrientes de plantas que se originan de la
agricultura o de tratamientos de desechos (OMS, 2002), que tiene como
consecuencia la obstruccién de la luz solar hacia la fauna y flora del sistema
acuatico, afectando la fotosintesis y que los depredadores cacen alimentos, asi
como también este exceso de biomasa causa una disminucion drastica en el
oxigeno disuelto en este medio acuoso (Chislock et. al., 2013, referencia

electronica).

1.1.2.2 Contaminantes fisicos

Los contaminantes fisicos del agua son cuerpos de un tamafio considerable
gue no pueden ser degradados facilmente, y que obstaculizan la vida normal
de un ecosistema, por ejemplo grandes sedimentos de vegetacion o desechos
tales como bolsas de plastico, botellas, etc. También la contaminacion térmica
se incluye en este tipo de contaminantes debido a que una variacion

significativa de la temperatura en un ecosistema afecta el metabolismo de la



fauna acuatica de forma inconveniente, y ésta es debida principalmente a la
gran liberacion de energia térmica de industrias que coexisten con ambientes

acuaticos.

1.1.2.3 Contaminantes quimicos

Los contaminantes quimicos son muy variados y van desde especies
inorganicas hasta especies organicas, la mayoria provienen de fuentes
antropogénicas, aunque también de fuentes naturales. Las sustancias
radioactivas son una subclase de los contaminantes quimicos muy importante,
ya que, aunque representan una concentracion baja a la contaminacién, su
potencial dafiino es muy importante. Estas sustancias en su mayoria no
provienen de desechos de plantas nucleares, sino de practicas de agricultura
como cultivo de tabaco, en el cual se utilizan fertilizantes de fosfato, que tiene
cantidades significativas de materiales radioactivos, asi como pesticidas.

La acidificacion de aguas también es un problema de contaminacion quimica
de enorme impacto industrial, que afecta principalmente en los Estados Unidos
y algunas partes de Europa (Mann et. al., 2014).

Los contaminantes inorganicos cuyas fuentes principales son la agricultura
intensiva y areas urbanas altamente densas, ejemplos son fosfato de
monopotasio, nitrato de amonio, compuestos de fosfatos y nitrogeno de
fertilizantes de agricultura, metales pesados y cloro (Hogan, 2014, referencia
electronica).

Los contaminantes organicos mas comunes son metanol, etanol, gasolina, per-
cloroetileno, grasa, compuestos de aceite tales como octano, nonano, y en
especial mencion a los HAP’s. Este Ultimo grupo de compuestos se describe
con mayor detalle a continuacion, ya que representan a los compuestos en

estudio del presente trabajo.

1.1.2.3.1 Hidrocarburos Arométicos Policiclicos (HAP’s)

Los HAP’s son hidrocarburos aroméaticos con dos o mas anillos de benceno
fusionados, originados tanto de manera natural como antropogénica, que
poseen efectos bioldégicos perjudiciales, toxicidad, mutagenicidad vy
carcinogenicidad, razén por la cual representan una preocupacion ambiental

significativa (Haritash & Kaushik, 2009). Los HAP’s son productos de la



combustion y la pirdlisis, y estan presentes en el petrdleo, el carbén y en
productos derivados de éstos (Lijinsky, 1991).

Muchos HAP’s son especialmente peligrosos para el ser humano ya que como
son altamente liposolubles, se absorben facilmente en los tejidos grasosos del
tracto gastrointestinal de los mamiferos (Samanta, et. al., 2002).

Aunque los HAP’s pueden existir en mas de 100 combinaciones diferentes, la
EPA definié 16 HAP’s como prioritarios en cuanto a su impacto contra el ser
humano y se enlistan en la Tabla 1.1, del mas pequefio al mas grande en
cuanto a tamafo molecular (Rubailo & Oberenko, 2008).

Tabla 1.1 Los 16 HAP’s prioritarios de la EPA

NUum. HAP Formula CAS*
Molecular

1. Naftaleno CioHs [91-20-3]
2. Fenantreno C14H1p [85-01-8]
3. Antraceno Ci14H10 [120-12-7]
4, Fluoranteno CisH1o [206-44-0]
5. Pireno CisH1o [129-00-0]
6. Criseno CigHi1o [218-01-9]
7. Benzo(a)Antraceno CigH1o [56-55-3]
8. Benzo(b)Fluoranteno CooH12 [205-99-2]
9. Benzo(k)Fluoranteno CooH12 [207-08-9]
10. Benzo(e)Pireno CooH12 [192-97-2]
11. Benzo(a)Pireno CooH12 [50-32-8]
12. Perileno CooH12 [198-55-0]
13. Benzo(ghi)perileno CooHi1o [191-24-2]
14, Dibenzo(ah)antracenos | CoHig [53-70-3]
15. Indeno(cd)pireno CooHi1o [193-39-5]
16. Coroneno CoqH1o [191-07-1]

*Chemical Abstracts Service, Numero.

De los cuales, en el presente trabajo se estudiaron el compuesto 7. Benzo(a)Antraceno
y el compuesto 11. Benzo(a)Pireno.

Propiedades de los HAP’s de estudio

Otra de las razones por las cuales los HAP’s son preocupantes es porque son

muy persistentes, no pueden ser quemados facilmente y se quedan en el

medio ambiente por largos periodos de tiempo. Los HAP’s de manera individual

varian en su comportamiento, algunos pueden ser convertidos en vapor
facilmente en el aire, otros no se degradan facilmente en el agua, algunos otros

tienen aplicaciones como para elaboracién de tintes, plasticos, pesticidas y

hasta medicinas.



Los HAP’s pueden entrar al organismo a través de aire, humo de tabaco,
aguas, alimentos y bebidas contaminados con HAP’s, asi como también, a
través del contacto de la piel con aceites contaminados (Environmental
Protection Agency (EPA), 2008). En las Tablas 1.2 y 1.3 se presentan las
fichas con las propiedades fisicoquimicas de los dos compuestos en estudio, y
las Figuras 1.1y 1.2 muestran sus estructuras:

Tabla 1.2 Propiedades generales del Benzo(a)Pireno
(larc, 2010)

Propiedades

Formula condensada | CxoH12

Masa molar 252.31 g/mol

Apariencia Solido amarillento

Punto de ebullicion 310 — 312 °C a 190 mmHg.
Punto de fusion 179 -179.3°C

Solubilidad enagua | 0.00162 pg/mL a 0.0038 pug/mL a 25 °C

Log Kow (octanol-|6.35
agua):

Constante de Henry | 0.034 Pa m*/ mol a 25 °C.

2 1

Figura 1.1 Estructura quimica del Benzo(a)Pireno
(larc, 2010)

Tabla 1.3 Propiedades generales del Benzo(a)Antraceno (larc, 2005).

Propiedades

Férmula condensada CigH2o

Masa molar 228.3 g/mol

Apariencia Solido verde amarillento
fluorescente

Punto de ebulliciéon 438 °C

Punto de fusion 160.7 °C

Solubilidad en agua 0.009 pg/mL a 25 °C

Log Ky (octanol-|5.91
agua):

Constante de Henry 1.22 Pam®/ mol a 25 °C
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Figura 1.2 Estructura quimica de Benzo(a)Antraceno

(Forschungsgemeinschaft, 2012, referencia electronica)

1.1.3 Efectos de la contaminacion del agua
El agua ademas de ser vulnerable a los tipos de contaminantes anteriormente
expuestos, es muy susceptible a ser contaminada por fuentes que no estan en
contacto directamente con la superficie del agua. Por ejemplo, un derrame de
sustancias quimicas en el suelo (localizado lejos de un cuerpo de agua), no
sera una fuente de contaminacion directa hacia los cuerpos de agua, pero
podra contaminar a los mantos acuiferos subterraneos.

En areas urbanas la forma mas comun de contaminacion de agua es a traves

de fugas de tuberias en lugares donde el agua de consumo se pueda mezclar

con aguas de drenaje (Mann et. al., 2014).

A continuacion se enlistan unos datos que ilustran mejor los efectos de la

contaminacion del agua (Mann et. al., 2014):

1. Se estima que alrededor de 700 millones de personas globalmente beben
agua contaminada.

2. Los animales acuaticos tienen un indice de peligro de extincion 5 veces
mas alto que los animales terrestres.

3. El derrame masivo de petréleo causado por el British Petroleum (BP) en el
2010, ha causado la muerte de alrededor de 1 000 animales; muchos de
ellos estaban en la lista de animales en peligro de extincion.

4. De acuerdo con la UNICEF, mas de 3 000 nifios mueren diariamente en
todo el mundo debido al consumo de agua contaminada.

5. La contaminacion en el agua lleva a la propagacion de enfermedades como

céblera, malaria y diarrea.
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1.1.4 Métodos de remocion de contaminantes de medios acuosos

Los métodos de remocion de contaminantes de medios acuosos a grandes
rasgos se pueden dividir en tres grandes tipos: Métodos fisicos, métodos
quimicos, y métodos biologicos.

1.1.4.1 Métodos Fisicos:

Los métodos fisicos, son dados principalmente por dos mecanismos: la

sedimentacion y la filtracion.

1.1.4.1.1 Sedimentacién: Aunque es muy poco Util para particulas y
microorganismos de tamafios menores a 30 micrometros, puede representar
una técnica de purificacion simple y barata. El reposo del agua puede ser
suficiente para lograr la sedimentacion de los contaminantes, para después
removerlos del agua mediante decantacion o filtracion. Para particulas muy
pequeias o dificiles de sedimentar, se puede promover mediante floculantes o
tenso-activos la coagulacion de estos contaminantes para formar agregados de
tamafo lo suficientemente grande para lograr una sedimentacion adecuada
(Sobsey, 2002), aunque estrictamente esta parte de floculacion ya es un

método quimico, que se describirda mas adelante.

1.1.4.1.2 Filtracion: La filtracion es el proceso de pasar agua a través de un
material para remover particulas y otras impurezas del agua tratada. Una
creencia errénea es que la remocion de contaminantes solamente se da
mediante el tamizado. Es decir, que solamente porque una particula es mas
grande que el tamafio de poro del filtro es la Unica razén de esta purificacion, y
sin embargo, se da mediante otros mecanismos, como adsorcion en material
del filtro y absorcion (EPA, 1995), aunque esto ya sea también un proceso

guimico, que se describira mas adelante.

1.1.4.2 Métodos quimicos

Los métodos quimicos se pueden catalogar en 4 grandes grupos (Sobsey,
2002):

1.1.4.2.1 Pre-tratamientos de coagulacion/floculacion: Ejemplo: Mediante la
adicion de sulfato de aluminio para lograr que los contaminantes se

conglomeren.
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1.1.4.2.2 Adsorcién: Ejemplo: Mediante carbon activado
1.1.4.2.3 Intercambio i6nico: Ejemplo: Resinas de suavizamiento de agua

1.1.4.2.4 Desinfeccion: Ejemplo: Ozonificacion del agua.

1.1.4.3 Métodos Bioldgicos

Los métodos bioldgicos utilizan microorganismos y se pueden dar con dos tipos
de tratamientos: aerdbico y anaerobico. Estos tratamientos son muy efectivos y
amigables con el ambiente. Sin embargo, presentan el inconveniente de la
separacion de los microorganismos del agua tratada, ya que los
microorganismo en un medio acuoso natural no se pueden separar facilmente
por medios fisicos, y como solucién a esto, se utiliza la inmovilizacion de
microorganismos en diversos materiales, la cual ha tenido un gran auge
recientemente y que simplifica mucho un proceso de tratamiento de agua de
este tipo (Martins, et. al., 2013). Con respecto a esto, se han hecho estudios en
los cuales se ha podido demostrar que el disefio de un bio-reactor para
microorganismos inmovilizados presenta ventajas con respecto a un bio-reactor
con microorganismos libres, y las ventajas en general son: proteccion de los
microorganismos de sustancias toéxicas, facil separacion de microorganismos
del agua, y una transferencia de masa gas-liquido aumentada (para reactores
denominados de lecho fluidizado). Como inconveniente principal, cabria
resaltar que el rendimiento de remocion de un microorganismo libre con

respecto a uno inmovilizado disminuye (Jena, et. al., 2005).

1.1.4.3.1 Métodos aerdbicos: A pesar de que se deben controlar de manera
rigurosa la temperatura, humedad, el pH, y los nutrientes a condiciones
moderadas, es muy util ya que no necesita reactores de gran tamafio, y se
encuentran abiertos a la atmosfera, ademas de que las reacciones microbianas

aerobicas son tipicamente 10 veces mas rapidas que las anaerodbicas.

1.1.4.3.2 Métodos anaerdbicos: Difiere del anterior en que debe de estar
cerrado para poder llevar a cabo el metabolismo de los microorganismos, y
debe contar con un sistema apropiado para remover gases (principalmente

metano y diéxido de carbono), aunque con este tratamiento se puede operar a
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condiciones de toxicidad un poco menos moderadas que con el tratamiento
aerdbico (Awaleh & Soubaneh, 2014).

1.1.5 Monitoreo de la contaminacion del agua

La contaminaciéon del agua puede ser medida por los siguientes métodos:
(Mann et. al., 2014):

- Fisicos: Se mide por propiedades como temperatura, concentracion de
solidos o turbiedad.

- Biol6gicos: Involucra el uso de plantas, animales o indicadores
microbiologicos para monitorear la salud de un ecosistema acuatico. Estas
especies bioldgicas son aquellas cuyas funciones, poblaciones, o estado
revelan el grado de integridad ambiental en un ecosistema.

- Quimicos: Mediante principios de quimica analitica, se examinan muestras
acuosas, cuyos metodos pueden analizar por ejemplo pH, Demanda
Bioquimica de Oxigeno (DBO), o Demanda Quimica de Oxigeno (DQO). Se
realiza mencion especial a los métodos analiticos cromatograficos, donde una
de sus aplicaciones para este tema es la separacion de sustancias
contaminantes de interés del resto de sustancias en una muestra acuosa, Yy Si
este método cromatografico esta acoplado a un detector, puede proveer de un
monitoreo cuantitativo de un contaminante de interés.

Después de la identificacion de sitios contaminados se debe proceder a
efectuar su remediacion. Esta puede efectuarse por medios fisicos, quimicos y
biologicos como ya se explicé anteriormente. Los agentes biologicos para la
remediacion de sitios contaminados han demostrado ser muy eficientes y

amigables con el ambiente, por lo que su uso es cada vez mas recomendado.

1.2 BIORREMEDIACION DE AGUAS CONTAMINADAS

1.2.1 Definicion
La biorremediacion es la aplicacién tecnolégica que utiliza a organismos y
microorganismos vivos para destruir o desintoxicar contaminantes organicos e
inorganicos, aprovechando una modificacion adecuada del medio ambiente
(Environmental Protection Agency (EPA), 2013).
En general estos son los tipos de microorganismos empleados para la
biorremediacién (Environmental Protection Agency (EPA), 2013):
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1. Bacterias

2. Hongos

3. Microalgas

En el trabajo de Mrozik, et. al, del afio 2003, se resumen algunos tipos de
bacterias y sus rutas metabdlicas para la degradacion de PAHS,
especificamente Naftaleno, Acenaftaleno, Fenantreno, Antraceno, Pireno,
Fluoranteno, y Criseno, y también se discuten los aspectos biolégicos de la
biorremediacion.

El potencial de organismos y microorganismos del reino vegetal, también se
puede ejemplificar en el trabajo de Tru, et. al., del 2015, en donde habla del uso
de biorremediacién de suelos y tierras humedas, con la asistencia de plantas,
en las que la micro-biota perteneciente a ésta (por ejemplo, la panta Typha
latifolia), pueden remover de manera adecuada contaminantes, aunque
también, no se puede omitir el potencial de las microalgas para la remediacion,
por ejemplo, en el trabajo de Sharma & Khan, del afio 2013, hablan del uso de
la microalga Chlorella minutissima, para la biorremediacion de aguas de
desecho de alcantarillas.

Lo anterior es la base de nuestra investigacion, ya que gracias a esto se
pueden ver las bases para lo cual se utilizd porque especificamente para este
trabajo, se evaluara la capacidad de remocién de la microalga: Selenastrum

capricornutum.

1.2.1.1 Selenastrum capricornutum

Pseudokirchneriella subcapitata (Hindak, 1990), mejor conocida por el nombre
Selenastrum capricornutum, es un alga verde (clorofita) unicelular con forma de
media luna (Figura 1.3), y de un volumen aproximado de 40 y 60 um?®
encontrada en agua dulce.

Existen muy pocas referencias en la literatura sobre la degradacion de HAP’s
mediante microalgas, de las cuales, Warshawsky et. al (1995), investigaron la

remocién de B(a)P mediante la microalga Selenastrum capricornutum.
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Figura 1.3 Imagen al microscopio de la microalga Selenastrum capricornutum

http://utex.org/products/algae-express-utex-1648-selenastrum-capricornutum

1.2.2 Bio-reactores

Un bio-reactor es un sistema en el cual se efectia una reaccién biolégica, éstos
difieren de un reactor en que son disefiados especificamente para influenciar
rutas metabdlicas. Disefios tipicos de bio-reactores incluyen tanques de
agitacion, tanques de agitacion continua, bio-reactores de flujo continuo,
reactores de lecho fluidizado, etc (Williams, 2002). Debido a esto, se cree que
la agitacion en un medio puede influir en la capacidad de remocién de un
microorganismo, aspecto que se complementara en la seccion de ingenieria de
reactores desde un punto de vista enfocado al tema de fundamento de
transporte.

Para el presente trabajo, se sabe que el alga Selenastrum carpricornutum
puede hacer la remocién de algunos HAP’s en medios acuosos (Lei, et. al,
2007), sin embargo, también los HAP’s son eliminados mediante volatilizacion,
foto oxidacion, oxidacion quimica, adsorcidn en materiales con los que entran
en contacto, ademas de la degradacion microbiana (Haritash & Kaushik, 2009).
Por lo que es necesario tomar en cuenta los efectos abiéticos para lograr una
evaluacion adecuada de la remociéon por la microalga. Ademas, un problema
comun que se presenta cuando se usan microorganismos en la remediacion de
medios acuosos, es la separacién de las células de la muestra acuosa después

de realizar su proceso de remocion. Por esta razon, la inmovilizacién de estos
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microorganismos es una solucion viable para el problema de la recuperacion de

los microorganismos después de su accién de remocion.

1.2.2.1 Inmovilizacion de microorganismos

La tecnologia de inmovilizacion de microorganismos en diversos materiales
resuelve bastantes dificultades a la vez de que ahorra costos en un proceso
biolégico, debido a que simplifican la colecta de un producto, al estar separado
del microorganismo inmovilizado.

El disefio y operacion de un sistema con microorganismos inmovilizados es
similar al de un sistema de catdlisis heterogénea (Williams, 2002). Esta
comparacién se complementard mas adelante desde el punto de vista de
ingenieria de reactores.

Los materiales se pueden clasificar de acuerdo con su composicion quimica en
inorganicos y organicos, que a su vez ambas se pueden subdividir en naturales
y sintéticos o fabricados. La Tabla 1.4 muestra la clasificacion y a su vez

algunos ejemplos comunes de estos materiales (Elnashar 2011):
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Tabla 1.4 Clasificacién de materiales de inmovilizaciéon de

microorganismos mas comunes

ORGANICOS INORGANICOS
Polimeros naturales Minerales
Polisacaridos Arcilla de atapulgita
Celulosa Bentonita

Dextrano Diatomita

Almidén Piedra pémez

Agar y agarosa Hornablenda
Alginato Tierra diatoméacea
Carragena Arena

Quitina y Quitosano

Proteinas

Colageno

Gelatina

Albumina

Ferritina

Polimeros sintéticos Materiales Fabricados
Poliestireno Vidrio no poroso
Policarilato y polimetracrilato Vidrio con poro controlado
Poliacrilamidas Oxidos de metal con poro
Hidroxi-alquil metacrilato controlado

Polimero de vinilo Catalizador de aluminio
Polimero de anhidrido maleico Silice porosa
Polietilenglicol Silo

Polimero con base de aldehido Cromo

Oxido de hierro

Acero inoxidable

También la forma del material de soporte de la inmovilizacion se puede dividir
en formas irregulares y regulares, siendo para esta Ultima las mas comunes en
forma de esfera, fibras, esferas huecas, peliculas delgadas, discos, y
membranas. La seleccién adecuada del tipo de soporte y la forma que tomara
es dependiente de la aplicacion para la que se utilizara (Elnashar, 2011).
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Igualmente es de mucha utilidad inmovilizar microorganismos para poder
facilmente separarlos del medio acuoso donde se encuentren, siendo la
eleccibn mas practica y utilizada la inmovilizacion en polimeros, asi como
también la eleccion mas adecuada para nuestro objetivo de remover HAP’s de
un medio acuoso (Bernal Toris, 2014) el alginato de sodio, que puede formar
particulas esféricas al ser goteado en cloruro de calcio (Moreno-Garrido 2008).

El alginato es wun polisacarido natural extraido de algas marinas,
especificamente del alga café. Estd compuesto por dos tipos de acido uronico:
la Unidad de Acido Manurénico (M) y la Unidad de Acido Gulurénico (G), que

se muestran en la Figura 1.4.

M 0
PBEK- e AN

HO i

Figura 1.4 Unidades basicas del polimero de alginato

Y que a su vez, en la Figura 1.5 se muestra como se unen entre si en tres

combinaciones de segmentos de bloques para formar el polimero
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Figura 1.5 Bloques de segmento del polimero de alginato

Los grupos carboxilos de las unidades M y G presentan facilmente intercambio
idnico, y pueden reaccionar con varios tipos de cationes, lo que confiere
propiedades caracteristicas al alginato (KIMICA Corporation, 2009, referencia
electronica). La formacion de las esferas de alginato se lleva a cabo mediante
un procedimiento a condiciones moderadas, por lo que es compatible con la
gran mayoria de microorganismos. Consta en mezclar la suspension de
microorganismos con la disolucion de alginato de sodio, y la mezcla gotearla
lentamente en una disolucion de iones multivalentes, siendo el mas usado el
Ca®". Estas gotas forman esferas de gel casi instantaneamente atrapando a los
microorganismos en una red tridimensional del polimero de alginato
entrecruzado iénicamente (Smidsrod & Skjak-Braek, 1990). El procedimiento
general se ilustra en la Figura 1.6. El modelo de “caja de huevo”, propone una
explicacion para la formacion de las esferas. Si se aplica este modelo en
nuestro caso donde el alginato se gotea en cloruro de calcio, las cadenas
poliméricas de alginato de sodio realizan un intercambio catiénico al entrar en

contacto con la solucién de cloruro de calcio (Sikorski et. al, 2007).
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Figura 1.6 Procedimiento general de inmovilizacién de microorganismos,
traducido al espafiol (Smidsrod & Skjak-Braek, 1990)

Células \.ri\ra.sJ

Inmediatamente se realiza el intercambio iénico (Figura 1.7) debido a que el
Calcio es divalente, por lo cual posee mas afinidad con las cadenas
poliméricas, que a su vez, sirve para rodearse fuertemente con éstas, formando

un arreglo en forma de “caja de huevo”.

Figura 1.7 llustracion del modelo de caja de huevo
(Sikorski et. al., 2007).

1.3METODO ANALITICO CROMATOGRAFICO

1.3.1 Conceptos y definiciones de método analitico

1.3.1.1 Desarrollo de métodos analiticos

Un procedimiento analitico se desarrolla para probar una caracteristica definida
de una sustancia o producto en contraste con un criterio establecido aceptado
de esa caracteristica. Al inicio del desarrollo de un procedimiento analitico la
eleccion de instrumentacion y metodologias se deben seleccionar con base en
la especificidad, linealidad, limites de deteccion (LD), limites de cuantificacion

(LC), intervalo, precision y exactitud. (FDA, 2015).
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1.3.1.1 Validacién de métodos analiticos

La validacion es el proceso de demostracion de que un método analitico es
apto para su propésito intencionado. Debe ser claramente definido y
comprensible. Este entendimiento se obtiene de un método de desarrollo que
tenga sustento cientifico y estudios de optimizacion. La informacion de
validacién debe ser generada bajo un protocolo aprobado por autoridades
competentes (CDER, 1994).

Estos son los parametros a ser evaluados y determinados para una validacion
correcta (CDER, 1994):

A. Exactitud: La medida de cuan cercanos se encuentran los valores
experimentales del valor real.

Determinacion:

1) Primero con un estandar del analito de alta pureza, se procede a analizar en
el equipo para conocer su respuesta en el equipo, y éste se considera el valor
tedrico ideal de respuesta para la muestra, que deberia tener cualquier muestra
con analito inyectada en el equipo HPLC. Este valor debe encontrarse dentro
del intervalo lineal de trabajo. Realizar réplica (por. €j. duplicado o triplicado) y
tomar el valor promedio.

2) Después, se toma el analito que se encuentre en las condiciones a las que
se realizara la experimentacion, y proceder a conocer la respuesta del equipo.
Este valor debe encontrarse dentro del intervalo lineal de trabajo. Realizar
réplica (por. ej. duplicado o triplicado) y tomar el valor promedio.

3) Evaluar que tan préximo se encuentra el valor promedio del analito a
condiciones de experimentacion con respecto al estandar en condiciones
ideales (punto 1).

B. Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacion:

El limite de deteccidn es la concentracidn mas baja de analito en una muestra
gue puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada bajo las
condiciones experimentales indicadas. El limite de cuantificacion es la
concentracion mas baja de analito en una muestra que puede ser determinada
con precision aceptable y exactitud bajo las condiciones experimentales

indicadas.
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Determinacion

A pesar de que la Farmacopea de los E.U. (USP, por sus siglas en inglés),
expresa el limite de detecciébn como 2 6 3 veces el nivel de ruido, y 10 veces el
nivel del ruido como el limite de cuantificacion, no resulta practico, ya que
siempre es necesario primero realizar la evaluacion de un sistema
cromatografico para poder visualizar el nivel del ruido de un sistema y también
analizar si la variacion del nivel del ruido en un detector es aceptable, y si esto
se cumple, aun asi se tiene el problema de que esta variacion puede cambiar
de sistema a sistema, por esto, no es tan practico aplicar los valores
recomendados por la USP, porque no necesariamente siempre aplican. Es por
eso que se deben determinar de manera adecuada los limites de deteccion y
cuantificacion para cada sistema, y ademas tener mucho cuidado con fijar las
condiciones experimentales para la correcta determinacion de estos limites de
deteccion y cuantificacion, para que el nivel de ruido varie lo menos posible y
los limites de deteccion y de cuantificacion sean en todo momento correctos.
También se debe tener mucho cuidado en no confundir el nivel de ruido con
picos extrafios debidos a impurezas o manejo incorrecto de procedimientos,
materiales y equipos. Es de suma importancia asegurarse que las altas y bajas
concentraciones de operacion se encuentren en el limite lineal de deteccion del
analito, para que los resultados no se encuentren sesgados de ninguna
manera.

C. Linealidad: El intervalo lineal de deteccion que obedece a la Ley de Beer
(en el caso del detector espectrofotométrico) aunque depende del compuesto
analizado y del detector empleado. Como se menciondé anteriormente, es
necesario que el intervalo de trabajo se encuentre dentro de este intervalo
lineal, para poder tener una relacion directa, entre la concentracion de analito y
la respuesta del equipo, ya que esto es lo que permite la adecuada
cuantificacion, de otro modo, no se podria predecir con exactitud una
concentracion adecuada correspondiente a la respuesta del equipo.
Determinacion: De acuerdo con el intervalo de trabajo necesario para las
condiciones requeridas en el método, se designhan varios puntos de la curva de
calibracion, y a cada punto se le realizan inyecciones réplica (triplicado o

duplicado por ejemplo), y cuando se obtengan todas las réplicas de todos los
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puntos, se procede a realizar una técnica de regresion lineal, y mediante el
coeficiente de correlacién (r?), evaluar que tan lineal es la curva.

D. Precision: Es la medida de cuan cerca se encuentran los valores de los
datos entre si, para un determinado ndmero de mediciones bajo las mismas
condiciones analiticas.

La Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH, por sus siglas en inglés),
define 3 componentes para la precision:

a) Repetibilidad: La determinaciéon, mediante la Desviaciéon Estandar Relativa
(DER), de multiples mediciones de una muestra por el mismo analista bajo las
mismas condiciones analiticas.

b) Precision Intermedia: Anteriormente conocida como reproducibilidad, y es la
gue evaltua la confiabilidad del método en un ambiente diferente al utilizado
durante el desarrollo del método. El objetivo es asegurar que el método provea
los mismos resultados con muestras similares. Se evalta en dias mdultiples,
analistas diferentes, instrumentos, etc.

¢) Reproducibilidad: Expresa la precision entre laboratorios (por ejemplo, entren
distintos laboratorios o0 compafias en colaboracion). Lo que hace variar
enormemente las condiciones experimentales de un método de manera
drastica. Esto se puede visualizar en el concepto de robustez, el cual permite
ver que tan drasticamente se pueden variar las condiciones de analisis de un
método sin que afecte los parametros de validacion.

Otro concepto relacionado importante a mencionar es la sensibilidad analitica,
gue es la capacidad de deteccion de cambios en la concentracion del analito en
la muestra; es decir, con un equipo con poca sensibilidad analitica, ante un
cambio en la concentracion, se obtendra un cambio muy poco pronunciado en
la respuesta del equipo, dicho de otra manera, su respuesta lineal (ecuacion
lineal de curva de calibracion), tiene una pendiente muy pequefia. Por el
contrario, un equipo con mucha sensibilidad analitica, ante un cambio en la
concentracion de analito, proporcionara una gran respuesta, dicho de otra
manera su respuesta lineal tiene una pendiente grande.

Determinacion: Para una concentracion de analito de una muestra, y sus
réplicas de inyecciones, se puede obtener el promedio y la desviacion

estandar, con los cuales se puede calcular la desviacion estandar relativa
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(DER), y mediante esta, se puede conocer que tan preciso es un método, a una
concentracion dada.

E. Intervalo: Es el rango entre los niveles altos y bajos del analito estudiado.
Determinacion: Depende de las condiciones de andlisis, pero lo conveniente
es determinar qué concentraciones estan incluidas en un intervalo lineal. Para
esto se abarcan varios puntos de una curva de calibracion, con lo que se pueda
observar que presenta dos partes, una lineal y otra no lineal. Gracias a esto se
puede observar a partir de qué concentracion se pierde la linealidad del
sistema.

F. Recuperacion: Se expresa como la cantidad de compuesto de interés
analizado como porcentaje de la cantidad tedrica que deberia estar presente en
el medio.

Determinacion: Se procede a conocer la respuesta del equipo para una
muestra con la concentracion de analito a la condicién “ideal”, en la cual, se
pueda obtener el 100 % de la respuesta del equipo, que generalmente se
obtendria si no estuviera presente el efecto del método que se esta validando.
Después, se procede a conocer la respuesta del equipo para una muestra con
la misma concentracion de analito pero bajo las condiciones del método a
validar, y comparar ambas respuestas mediante sus porcentajes. Por ejemplo,
si la muestra a condicion ideal arroja 5 unidades de absorbancia de respuesta
en una medicion espectrofotométrica, y la muestra a condicion de analisis
arroja 4 unidades, entonces la recuperacion es del 80 %.

G. Robustez: La ICH define a la robustez como la medida de la capacidad de
un método de permanecer inafectada por variaciones pequefas, pero
deliberadas en los parametros del método.

Determinacion: Realizacion de pruebas para cambio de tipo de columna,
temperatura de columna, pH, fase mavil, etc.

H. Estabilidad de Solucion de Muestra: La medida que refiere a qué tanta
variacion se puede tener en el método debido a las propiedades de la solucién
de la muestra, que es afectada por ejemplo, por la volatilidad del solvente,
degradacion mediante hidrdlisis o fotélisis del analito, o adhesion a vidrio.

|. Especificidad / Selectividad La medida de cuantas interferencias puedan
afectar la resolucién de un analito (o analitos) de un método de cromatografia

y a su cuantificacion.
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Determinacion: Si una impureza impide la correcta cuantificaciéon de un
analito, se deberan variar pardmetros cromatograficos como tipo de columna,
gradiente de fase movil, longitud de onda de deteccion, etc., para poder
minimizar este efecto de la impureza.

J. Pruebas y Especificaciones de Adecuabilidad de Sistema: Es lo que
permite analizar qué tan adecuados son los parametros

Cromatograficos como factor de capacidad (k’), precision, retencién relativa o
selectividad (a), resolucion (Rs), factor de asimetria (T), nimero de platos
tedricos (N), con respecto al método a validar.

K. Puntos Generales a considerar:

Algunos puntos basicos a considerar en el método de prueba son:

1. Disolucion completa del analito en la fase maovil.

2. Concentraciones cercanas entre muestras y estandar.

3. Acondicionamiento de la muestra a analizar antes de inyectarla en el equipo.

Los parametros cromatograficos se detallaran en la siguiente seccion.

1.3.2 Cromatografia de liquidos de alta resolucién

La cromatografia es una técnica de separacion de mezclas mediante
“‘migracion diferencial” de sus componentes por interacciones entre una fase
estacionaria y una fase movil. La fase estacionaria es un material cuya funcion
es retener cierto tiempo alguna(s) sustancia(s) de interés durante el proceso de
elucion por la fase movil (transporte de los componentes), debido a que posee
afinidad hacia esta sustancia.

En la cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC, por sus siglas en
inglés), la fase estacionaria generalmente esta formada por particulas porosas
empacadas en una columna, aunque también puede ser una red polimérica
empacada en la columna, y ésta es la razon por la cual, por razones de
comodidad, se puede nombrar a la fase estacionaria como columna
cromatografica.

Por otra parte, la fase mévil es un fluido cuya funcion es transportar los
componentes de una mezcla, a lo largo de la fase estacionaria, antes y
después de la separacién cromatografica, y en cromatografia de liquidos los
analitos también presentan interacciones con ésta. En la migracion de los

componentes, el tiempo de recorrido de un componente a través de una
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columna se denomina “tiempo de retencion” (tr), y mediante la diferencia de los
tiempos de retencidon entre componentes, se puede saber qué tan buena es
una separacion de una mezcla junto con otros pardmetros que se mencionaran
mas adelante.

En una separacion cromatogréfica, cuando es eluida una mezcla a través de
una fase estacionaria, es posible separar los componentes de interés debido a
la afinidad que éstos poseen por esta fase estacionaria, ya que los que sean
mas afines, méas tiempo tardaran en salir de la columna cromatografica, los que
tengan menor grado de afinidad tardaran un poco menos, y los que tengan muy
poca o nula afinidad tardaran el menor tiempo.

Esto esta representado en la Figura 1.8, en donde primero la mezcla ingresa a
la columna, para después irse separando poco a poco. En el paso 1 ingresa la
muestra con los componentes sin separar, en el 2, gracias a la accion de la
columna, poco a poco se van separando los analitos, en el paso 3 se muestra
ya la completa separacion de éstos con base en la afinidad de cada uno por la
columna, en el 4 se puede apreciar que el de menor tiempo de retencidon sale
de la columna para su posterior recoleccion (cromatografia preparativa), o en el
caso la cromatografia analitica para su cuantificacion, en el paso 5 se aprecia
gue el componente de mayor tiempo de retencién sale con bastante diferencia
respecto al compuesto anterior (lo que habla de una buena técnica de
separacion), y en el punto 6 se observa como sale el compuesto mas retardado
para su recoleccion o cuantificacion. Lo anterior aplica también para cuando

son mas de dos sustancias a separar.
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Figura 1.8 Secuencia de Elucion, de Chemistry Glossary, Paper
Cromatography, 2015,

http://glossary.periodni.com/dictionary.php?en=paper+chromatography

En el modo més basico de cromatografia, como la cromatografia de capa fina,
la elucion se da por efectos tales como la gravedad o la capilaridad, con
tiempos largos de elucion. Sin embargo, se implementé una mejora en los afos
70s, la cual consistia basicamente en utilizar columnas cromatograficas con
particulas de tamafio y poro pequefiisimos, lo cual aumenta considerablemente
el area de contacto entre los analitos y esta fase estacionaria, asi como
también altas presiones para acarrear la fase movil a través de la columna, lo
cual trajo como resultado una técnica mas rapida y con mejor eficiencia (Karger
1997).

1.3.2.2 Cromatografia de Fase Normal
La cromatografia en fase normal por adsorcion es el tipo de cromatografia de
liquidos mas basica que fue de las primeras en ser implementadas en HPLC, la

cual emplea como fases estacionarias a la silice y a la alumina. Este tipo de
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cromatografia es empleada para separar compuestos polares con cierta
afinidad hacia una fase estacionaria polar. También se han desarrollado fases
estacionarias a base de silices u otros materiales con grupos polares

enlazados.

1.3.2.3 Cromatografia de Fase Reversa

La cromatografia en fase reversa, la cual es de uso posterior a la cromatografia
de fase normal con silice virgen, fue el tipo de cromatografia de liquidos
empleada para este trabajo, y utiliza el principio de separacion por reparto e
interacciones hidrofobas, y emplea una fase estacionaria no polar, para atraer
compuestos apolares, cuyo empaque por lo general estd hecho de silica unida
a una cadena de octadecil-carbono (C18), y la fase moévil es polar, por lo
general metanol o acetonitrilo.

Esta técnica es muy poderosa para el analisis de péptidos y proteinas debido a
varios factores como: (1) excelente resolucion que puede ser alcanzada bajo
un amplio intervalo de condiciones cromatograficas para moléculas con
estructura muy similar inclusive; (2) la facilidad experimental con la que la
selectividad cromatografica puede ser manipulada a través de cambios en las
caracteristicas de la fase movil; (3) altas recuperaciones en general y por tanto
mayor productividad y (4) excelente reproducibilidad de separaciones
repetitivas llevadas a cabo a través de largos periodos de tiempo. Sin embargo,
esta técnica puede causar la desnaturalizacion irreversible de muestras de
proteina y por esto la reduccién del recobro potencial del material en una forma
biologicamente activa (Aguilar, 2004).

Para relacion con nuestro caso especifico, los HAP’s pueden ser separados
adecuadamente mediante HPLC de fase reversa y fase normal, sin embargo,
en la publicacion de Aygin & Ozcimder de 1996, demuestran que los
siguientes 13 HAP’s (Tabla 1.5) son mejor separados mediante HPLC de fase

reversa, con ventajas tales como una mejor eficiencia.
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Tabla 1.5 HAP’s del estudio de Ayguin & Ozcimder, 1996.

HAP

Z
N
3

Fluoranteno

9-10 Dibenzantraceno

Benzo(a)antraceno

Criseno

2-3, Dibenzantraceno

Benzo(b)fluoranteno

Benzo(k)fluoranteno

Perileno

© © Nl o g A~ W N E

Benzo(a)pireno

'_\
©

Dibenzo(a,h) antraceno

'_\
=

Dibenzo(a,c) antraceno

'_\
N

Indeno(1,2,3-c,d( pireno

'_\
w

Benzo (g,h,i) perileno

1.3.2.4 HPLC con deteccion UV

La HPLC acoplada a un detector de luz ultravioleta para el andlisis cuantitativo
de los componentes separados de una mezcla fue la empleada para este
trabajo de tesis.

Los detectores UV se utilizan con HPLC para detectar e identificar analitos en
la muestra. Mediante la edicion de la absorcion de luz de los enlaces de la
estructura quimica de uno o mas analitos a diferentes longitudes de onda,
estos analitos pueden ser identificados (parcialmente). Existen dos tipos de
detectores UV que se acoplan a la HPLC, y son los de longitud de onda simple,
y los de longitud de onda multiple, ademas de los de arreglo de diodos
(Biocompare, 2016, referencia electronica).

La radiacién es una forma de energia que podemos percibir mediante la luz,
gue se considera una onda, con una longitud de onda A, con lo que se puede
clasificar y cuantificar el espectro electromagnético de radiacion. En la Tabla

1.6 se pueden ver diferentes regiones del espectro electromagnético.
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Tabla 1.6 Regiones del espectro electromagnético

Regidn Longitud de onda

(nm)

Ultravioleta lejano | 10-200

Ultravioleta 200-380
cercano
Visible 380-780

Infrarrojo cercano | 780-3 000

Infrarrojo mediano | 3 000-30 000

Infrarrojo lejano 30 000-300 000

Microondas 300 000-1 000 000 000

Una molécula de cualquier sustancia tiene una energia interna que es la suma
de la energia de sus electrones, la energia de vibracién entre sus atomos y la
energia asociada a la rotacion de la molécula. Un atomo tiene niveles de
energia de electrones, mientras mas lejano del nacleo se encuentre el nivel de
energia, los electrones en este nivel requeriran absorber mayor energia para
poder estar en ese nivel. EI menor nivel energético con electrones se llama
nivel basal, y para poder ir subiendo de nivel es necesario que absorba
energia, y esta energia es la que se mide mediante el detector de luz en el

espectro del UV (ThermoSpectronic, 2001).

1.3.2.5 Parametros cromatograficos

Los parametros cromatograficos seran descritos a continuacion:

Tiempo de retencidon (tr): Tiempo recorrido por un compuesto afin a la fase
estacionaria desde que estd mezclado homogéneamente con otros
compuestos en una muestra y se inyecta a un equipo o dispositivo
cromatografico, hasta que es eluido (ya separado por la columna
cromatografica) y sale del dispositivo cromatografico para ser cuantificado en
un detector.

Tiempo muerto (tm): Tiempo recorrido por un compuesto no afin a la fase
estacionaria desde que se inyecta a un equipo o dispositivo cromatografico,
hasta que es eluido y sale del dispositivo cromatografico para ser cuantificado

en un detector.
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Constante de distribucion (K): Es util presentar el equilibrio de un analito en
este proceso de separacion, el cual se presenta entre la fase movil y la fase
estacionaria, representado por esta ecuacion:

_ Cs

“Cm
Donde Cs = Concentracion de analito en fase estacionaria (unidades de
masa/unidades de volumen)
Cm = Concentracion de analito en fase mévil (unidades de masa/unidades de
volumen)
Factor de capacidad (k’): Se utiliza para relacionar la constante de
distribucién (K) de un analito con la relacion de volumenes de fase movil y fase
estacionaria. Se representa como:

., kVs
K=——"

Vm
De esta ecuacion se puede ver que mientras mayor sea este factor menor es la
velocidad de elucion de un analito en una columna.
También se puede calcular con ecuacion, que es mas practica, pues relaciona
directamente el tiempo de retencion y tiempo muerto, con el factor de
capacidad

tr—tm

tm
Factor de selectividad (a): La selectividad en HPLC se define como la
capacidad de un sistema cromatografico para separar adecuadamente 2
analitos, tomando como referencia sus tiempos de retencidn, ya que con una
mala selectividad dos analitos tendrian tiempos de retencion muy cercanos, lo
cual impediria tanto una buena separacion como una buena cuantificacion con
un detector. Mientras mayor sea el valor a 1 de este factor mejor separacion
habrd, ya que si el valor es 1 quiere decir que 2 componentes tienen el mismo

tiempo de retencion. Se representa con la ecuacion:

_ k’B —_ trB—tm

k’A trA—tm
Donde k'g es el factor de capacidad de la sustancia con mayor tiempo de

retencion, y trg su respectivo tiempo de retencion, y tm es tiempo muerto. K'a
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es el factor de capacidad de la sustancia con menor tiempo de retencion, y tra
Su respectivo tiempo de retencion.

Eficiencia de la columna: Es un parametro relacionado directamente con el
ensanchamiento de un pico en un cromatograma, ya que una columna poco
eficiente presentard picos muy ensanchados que podrian traslaparse con otros
de diferente tiempo de retencion aunque se tenga buena selectividad. La
eficiencia o numero de platos tedricos se simboliza con la letra N. Se

representa con la ecuacion:

L, representa la longitud de la columna, y H la altura de cada plato tedrico de la
columna.

Analizando la ecuacion anterior, podemos ver que mientras mas larga sea la
columna, mayor sera la eficiencia, ya que las moléculas tienen mas espacio
(mayor oportunidad) de separarse, y por el contrario, mientras mayor altura
tenga cada plato tedérico, menor sera la eficiencia, ya que las moléculas en
cada plato estaran mas difundidas, quitando oportunidad a que las moléculas
se unan de forma adecuada a la fase estacionaria. El caso contrario seria que
mientras menor sea la altura de columna tedrica, mayor oportunidad tendran
las moléculas de estar en contacto con la fase estacionaria y se dara una mejor
separacion.

Esta conclusion de que la altura de plato teorico esta inversamente relacionada
a la eficiencia, es analoga a la conclusion de una columna de destilacion
fraccionada en ingenieria quimica (Figura 1.9), donde a mayor cantidad de
platos (menor altura de plato, en este caso de plato real), se considera mas

eficiente la columna de destilacion (Henley & Seader, 2000).
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Figura 1.9 Columna de destilacion fraccionada (Henley & Seader, 2000)

De otro modo, esta ecuacion representa la formula para calcular también la
eficiencia pero mediante el tr (tiempo de retencion), tm (tiempo muerto) y W

(ancho de base):
tr \2
N=16 ()
Y esta ecuacion representa la férmula mediante el tr (tiempo de retencion), tm

(tiempo muerto) y W1/2 (ancho de base a la mitad del pico):

tr )2
Wy/2
De estas ecuaciones se observa una conclusion similar a la de la primera

N=5.55 (

ecuacion para calcular eficiencia aqui mostrada, ya que mientras mayor ancho
de base del pico un compuesto en un cromatograma, quiere decir que la
columna no es tan eficiente, porque tomé mucho tiempo para la separacién, y
lo contrario seria un pico con poca anchura de base, que hizo la separacion en
poco tiempo, y mientras menor sea el ancho de base, mayor sera la eficiencia.

Resolucion (Rs): Es el factor que relaciona los tres parametros anteriores:

Factor de capacidad, Eficiencia y Selectividad, ya que una columna con buena
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Resolucion separara 2 analitos de tal forma que para su cuantificacion en un
cromatograma, se cumplird que los tiempos de retencion de los picos tendran
suficiente diferencia y que el ensanchamiento de bandas serd adecuado para
que no es traslape uno con otro. Se representa con la ecuacion:

VN(a—1)(k'B)
4 (o) (1+k’promedio)

Rs =

Que relaciona el factor de la capacidad (k’), de la eficiencia (N), y de la
selectividad (a), y de una manera mas practica se puede representar como:

2(trp—tr
Rs = ( B A)
WA+WB

Donde tr es el tiempo de retencion y W es el ancho de banda, y Ay B son los

analitos.

Si es que solo se cuenta con los valores del ancho de base a la mitad del pico

(W1/2), estas ecuaciones sirven para con base en esta conocer el ancho de

base (W).
W12=2.350

Donde o es la desviacion estandar.

Y la ecuacién para obtener el ancho de base:

W=40

Referencia bibliografica de esta seccion de cromatografia: (Snyder 1979)

Referencia bibliogréafica de las ecuaciones de esta seccion. (Harris, 2001)

1.3.3 Extraccioén en fase sélida en la preparacion de muestras bioldgicas
1.3.3.1 Descripcion General

La preparacién de muestras para analizar muestras complejas puede llegar a
ser un cuello de botella, esto debido a la naturaleza de estas muestras, ya que
tienen muchisimos interferentes que impiden un andlisis y deteccion
adecuados, con lo cual es necesario contar con una técnica de extraccién que
sea selectiva y lo mas rapida, segura, y amigable con el ambiente (Fidalgo et.
al., 2007). Considerando todo lo anterior, para el tipo de muestra biolégica que
se manejo en el presente trabajo (cultivos liquidos de microalgas), se usé
utilizando la técnica de Extraccion en Fase Soélida (EFS), y demostro ser rapida,

eficiente y segura para el aislamiento de los analitos de interés.
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La EFS es una técnica de extraccién que se puede considerar que sigue los
principios bésicos de la cromatografia de liquidos, debido a que sirve para
separar compuestos de interés (analitos) de una muestra proveniente de una
matriz compleja, gracias a la afinidad de estos analitos por una fase sélida.
Ademas, generalmente la EFS utiliza las mismas fases estacionarias de la
cromatografia de liquidos, y precisamente una de sus principales aplicaciones
es la extraccion de los compuestos de interés junto con la limpieza de muestras
a ser empleadas en un método analitico para su cuantificacién en un detector
(Biziuk, 2006).

En la literatura se conoce también a la fase sdélida como adsorbente. La
seleccion apropiada del adsorbente depende del tipo de analito de interés y de
disolvente adecuado a éste. Como en cromatografia, los mecanismos mas
comunes de retencion de esta fase estacionaria, son mediante fuerzas de Van
der Waals (Interacciones no-polares), puentes de hidrogeno, fuerzas dipolo-
dipolo e interacciones ionicas.

En la Figura 1.10 se representa de manera general el empaque del adsorbente
en un cartucho de EFS, como fue manejado en el presente trabajo; sin
embargo, la EFS puede también realizarse en otros dispositivos como son las
pre-columnas y membranas que se colocan en los sistemas de filtracion de

fases moviles.

Paso del
liquido a través ] CARTUCHO DE
del cartucho EFS
- Frit

HE Adsorbente (silice C18) empacado entre 2 filtros
II (frits)

Frit

Figura 1.10 Cartucho de EFS

Analogamente a la cromatografia de liquidos, existe una EFS de fase normal,

gue involucra un analito polar, una fase mévil moderadamente polar o apolar, y
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un adsorbente polar, asi como también, una EFS de fase reversa, con un
analito apolar, fase moévil moderadamente polar o totalmente polar, y un
adsorbente apolar.

1.3.3.2 Procedimiento de la EFS

El procedimiento general consiste en primero acondicionar la fase sodlida,
después cargar la muestra a la fase solida empacada en el cartucho de
extraccion, retirar impurezas y compuestos no deseados mediante lavados con
mezclas de disolventes de fuerza eluyente débil, y finalmente eluir de la fase
sOlida el analito deseado con un disolvente adecuado hacia un recipiente
colector (Biziuk, 2006).

En la Figura 1.11 se ilustra el procedimiento en detalle, se divide en 4 partes
(Camel 2003):

1) Acondicionamiento del adsorbente con un disolvente apropiado y ademas
con el mismo disolvente que contiene la muestra, para que se humecte
totalmente el adsorbente empacado, para que cuando se pase la muestra
facilmente encuentre su camino a través de la fase solida y para que los grupos
funcionales de esta Ultima se solvaten y orienten hacia el disolvente. Otros
beneficios de esto son la limpieza de impurezas que puedan estar presentes en
la fase y la eliminacion de aire que pueda estar atrapado dentro del empaque
de adsorbente.

2) Carga de la muestra, mediante gravedad, vacio, bombeo o un sistema automatizado.
3) Lavado de impurezas, con un disolvente o0 mezcla de disolventes tal que
eliminen significativamente las impurezas sin eliminar el o los analitos de
interés.

4) Elucion de analitos, mediante un disolvente adecuado
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Figura 1.11 Procedimiento EFS, traducido al espafiol (Camel, 2003)

1.4 FENOMENOS DE TRANSPORTE
Para una comprension adecuada de las bases del tema de “Ingenieria de

reactores”, es necesario aprender el tema de fundamentos de transporte.

Para comprender a profundidad este tema, es necesario conocer las 3 partes
en que esta dividido principalmente, siendo la Transferencia de momentum,
Transferencia de energia y Transferencia de Masa en estas separaciones, y a
su vez, también tener en cuenta que las 3 partes comparten muchos conceptos

analogos entre si, que se detallaran brevemente a continuacion.

1.4.1 Transferencia de moméntum

Este tema involucra el estudio del movimiento de los fluidos y de las fuerzas
gue los producen. Se ha demostrado que exceptuando fuerzas de accion a
distancia tales como la gravedad, las fuerzas que actian directamente sobre un
fluido como la causada por la presion, son resultado de una transferencia

microscoépica o molecular de la cantidad de movimiento.

Este tema resulta de los conocimientos adquiridos de hidraulica desde la
antiglledad, asi como también de los conocimientos de hidrodinamica

desarrollados en los siglos XIX 'y XX.
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La transferencia de la cantidad de movimiento (momentum), se puede

representar con la siguiente ecuacion:

Relaciona el esfuerzo cortante (cizalla), con la viscosidad (u), y la velocidad (V)
respecto a una distancia (x) recorrida (dV/dx). Esto se puede interpretar como
el efecto de la transmision del momento a lo largo de una zona perpendicular al

movimiento de un fluido.

1.4.2 Transferencia de energia

Para el disefio de un sistema es el tema que aborda la ganancia o pérdida de
calor que se puedan presentar, asi como la velocidad a las que se dan. Hay 3

tipos de mecanismos de transferencia de energia:

1.4.2.1 Conduccion:
Principalmente es el mecanismo que se da mediante interacciones
moleculares, en el cual moléculas con un nivel de energia (temperatura)
superior imparte energia a moléculas adyacentes con menor energia.
Se puede representar mediante la Ley de Fourier:

g/A= Q = -kdT/dx
donde:
g: flujo o rapidez de transferencia de energia (calor) [Cal/h]
A: Area normal a la direccién de flujo de energia [m?]
Q: Flux de energia, que representa el flujo de energia en el area normal a la
direccion de flujo de energia [cal/ h m?]. Se representa con la siguiente
ecuacion:

Q=0g/A

k = constante de conductividad calorifica [cal / m °C]
dT/dx = Gradiente de Temperatura en direccion x [°C / m]
El signo negativo indica que la transferencia de energia ocurre en un gradiente
negativo de temperatura, es decir, del cuerpo con mayor temperatura al de

menor temperatura.
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1.4.2.2 Conveccion:

Refiere al intercambio de energia entre una superficie y un fluido adyacente, y
se representa con la ecuacion de Newton de rapidez o ley de enfriamiento de
Newton:

Q= hAT

Donde h= coeficiente de transferencia de energia convectivo [Cal / m? °C]

AT= Diferencia de temperatura entre la superficie y el fluido [°C]

1.4.2.3 Radiacioén:

Difiere de los anteriores debido a que no necesita un medio para propagarse,
ya que este mecanismo alcanza su intercambio maximo entre dos cuerpos
separados por vacio perfecto, y aunque aun no queda aclarado del todo, se

atribuye a ondas causadas por un emisor de energia, como el sol.

1.4.3 Transferencia de masa

El mecanismo que guarda una relacion mas claramente analoga a la
transferencia de energia, trata principalmente de la transferencia de materia de
una region de alta concentracion de una sustancia a otra region de menor

concentracion.

La materia puede transferirse por medio del movimiento molecular fortuito en
fluidos en reposo, o puede transferirse entre una superficie y un fluido en

movimiento.

Existen dos modos de transferencia de masa: el molecular o difusivo, que es
analogo al mecanismo de conduccion pero para la transferencia de energia, y
el convectivo, que igualmente es analogo al mecanismo de conveccion para la

transferencia de energia.

1.4.3.1 Difusion:

Conocido también como transferencia de masa molecular, es analogo al
mecanismo convectivo de transferencia de energia. Se representa con la Ley
de Fick, aunque puede llegar a ser mas compleja esta relacién debido a que

puede haber mas de 2 componentes en el proceso.
dcA

Ja= -Dag——
A AB™
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Donde Ja = es el Flux de materia A y B corresponden a 2 sustancias diferentes

Dag= Coeficiente de difusividad entre una sustancia Ay una B
dCA/dz = Gradiente de concentracion en una direccién z
Comprensiblemente andloga a la ley de Fourier para transferencia de energia

1.4.3.2 Conveccion:
Mecanismo analogo al mecanismo correspondiente de la transferencia de
energia. Ocurre entre un fluido en movimiento y una superficie o entre dos
fluidos. Se representa con una ecuacién analoga a la ley de enfriamiento de
Newton:
Na = KCcACa
Donde Na = Es la transferencia de masa molar de la especie A

Kc = Coeficiente de transferencia de masa convectiva
ACa= diferencia de concentraciones entre un fluido en movimiento y una
superficie o entre dos fluidos

La literatura empleada para esta seccion: (Welty 1982)

1.5 INGENIERIA DE REACTORES

Los fundamentos anteriores son la base de esta seccion de Ingenieria de
reactores.

El objetivo principal de este tema es el disefio de reactores, que requieren el
conocimiento de las velocidades de los procesos fisicos y quimicos
involucrados. Frecuentemente, los principios que gobiernan las transferencias
de masa y energia en estos sistemas son tan importantes como los que rigen a
la cinética quimica, y este tema corresponde al estudio de todo lo anterior, sin
embargo, este trabajo no se involucré en la rapidez de reaccion y se manejé a
temperatura ambiente la experimentacion, por lo cual, solamente se discutiran
de forma general las secciones convenientes para este trabajo, ignorando

convenientemente los temas de cinética quimica y de transferencia de energia.

1.5.1 Reacciones homogéneas

Son aquellas en las que toda la reaccién del sistema se lleva a cabo en una

sola fase, sea solida, liquida o gaseosa.
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1.5.2 Reacciones heterogéneas

Son aquellas en las que la reaccion se lleva a cabo en 2 6 3 fases, sea liquido-
sélido, liquido-gas, o liquido-sdlido-gas. Es importante subrayar que es en esta
seccion donde se desarrolla mas ampliamente el tema de la catdlisis. Sin
embargo, a pesar de que para el sustento tedrico de nuestro proyecto se
requieren conceptos como difusién de reactivos a través de poros y adsorcion
(ya que los HAP’s tienen que difundirse internamente a través de los poros de
las esferas de alginato y adsorberse en sitios con las microalgas inmovilizadas,
tal y como algun reactivo de interés puede difundir en los poros de los
catalizadores hasta llegar a sus sitios activos), es conveniente indicar que
estrictamente el trabajo no involucré una reaccion catalitica, por lo cual, con

solo sefialar los conceptos en comun anteriores es mas que suficiente.

1.5.2.1 Proceso de reaccion heterogénea

Se puede esquematizar con el siguiente listado numeérico:

1.- Transporte de los reactantes del fluido global a la interfase fluido solido
(superficie externa de la particula catalizadora)

2.- Transporte de los reactantes en el interior de la particula (si es porosa)

3.- Adsorcion de los reactantes en puntos internos de la particula

4.- Reaccion quimica de los reactantes adsorbidos formando productos
adsorbidos (reaccion superficial)

5.- Desorcion de los productos adsorbidos

6.- Transporte de los productos internos a la superficie externa de la particula
7.- Transporte de los productos de la interfase fluido-sélido a la corriente de fluido global
Si se considera que nuestros reactivos no tendran oportunidad en nuestro
sistema de difundir muy adentro de una esfera de alginato, y que la accion de
la microalga se dara mas en sus capas externas, se pueden omitir los pasos 2
y 4, y ademas que la reaccion es irreversible, la concentracién de productos no
afecta la velocidad, con lo cual, se puede representar el proceso con las

siguientes dos ecuaciones:

a) Velocidad de transporte del reactante del fluido global a la interfase
fluido-superficie donde esta la microalga en la parte externa de la esfera
rp = km am (Cb-Cs)
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Donde rp =Velocidad de reaccion
km= Coeficiente de transferencia de masa basado en una unidad
de
superficie de transferencia
am= superficie de transferencia
Cb = Concentracion de reactante en el fluido global
Cs= Concentracion de reactante en la interfase fluido-solido
b) Velocidad de reaccién de la microalga
rp= kCs
Donde k es la constante de velocidad de reaccion
Mediante un procedimiento algebraico descrito en la seccién de procesos
heterogéneos del libro (Smith, 1991), uniendo las ecuaciones a) y b) se puede

llegar a esta ecuacion:

1
p= (T~ )Cb

k kmam

De donde se pueden interpretar los términos (1/k) y (1/kmam) como
resistencias a la velocidad de reaccion quimica y a la velocidad de

transferencia de masa externa, respectivamente.

Todo lo anterior ha sido expuesto para explicar un fundamento formal de por
gué la velocidad de agitacion en nuestro reactor pudiera tener efecto sobre la
biorremocion. En esta misma literatura se considera que en un fluido turbulento
0 con agitacion, la resistencia a la transferencia de masa externa se vuelve
despreciable, debido a que con esto se fomenta una homogeneidad de
concentracion de reactivo en todo el fluido, y exista mayor probabilidad de que
la mayor cantidad de reactantes lleguen a la mayor cantidad de superficie de
microalgas, de lo contrario, los reactantes podrian permanecer estancados o
acumulados so6lo en un sitio del fluido y atiborrar a las microalgas cercanas,
esperando su turno en un cuello de botella, sin poder llegar a las microalgas

inmovilizadas libres de otros sitios.

Si esta resistencia a la transferencia de masa es despreciable, el término

1/kmam se puede anular, y la ecuacion quedaria:
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1
rp= (7)Cb=kCb

k

Con lo cual solamente quedaria la resistencia a la velocidad de reaccion
inherente a la capacidad de remocién de la microalga.

Literatura empleada en esta seccion: (Smith, 1991).
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 EQUIPOS
2.1.1 Cromatégrafo

Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién (Knauer, Alemania), con
dos bombas modelo Smartline 1000.

Detector UV Knauer modelo Smartline 2600.

“Software” de control y procesamiento de datos “EuroChrom” Ver. 3.05
Pre-columna de 20 x 2 mm empacada con adsorbente Nucleosil 100-5
C18 5 um Macherey-Nagel.

Columna analitica Thermoscientific de 150 x 4.6 mm empacada con fase
inversa C18 tamafio de particula 5 pm.

Bucle de inyecciéon de 20 yL Knauer.

Jeringa de 100 pL (Hamilton, EUA).

2.1.2 Otros equipos

Agitador con control de temperatura, Marca Daigger ® Hotplate/Stirrer
Balanza analitica de marca Ohaus, modelo Adventurer Pro AV114C
Espectrofotometro Spectronic Genesys 5 (Thermo Scientific, EUA).
Microscopio optico (National Optica, EUA).

Lampara con foco de luz amarilla 10 Watts (Osram, México)

Autoclave eléctrica Tuttnauer, modelo 2540EL

Agitador orbital (para cultivo de microorganismos) marca Thermo
Scientific EUA

Centrifuga Fisher Scientific, Modelo 225

Campana de Bioseguridad clase 2 AA 11231 BBC86 (Biobase,
Shandong, China)

2.2 MATERIALES

2.2.1 Reactivos

Estandar Benzo(a)Pireno (ChemService, PA, EUA) pureza 99 %
Estandar Benzo(a)Antraceno (ChemService, PA, EUA) pureza 99 %

2.2.2 Disolventes

Metanol (MeOH) grado cromatografico (J.T. Baker, EUA)
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e Acetonitrilo (ACN) grado cromatografico (J.T. Baker, EUA)
e Isopropanol (J.T. Baker, EUA)

2.2.3 Preparacion de muestras

2.2.3.1 Cultivos

e Microalga Selenastrum capricornutum adquirida de la coleccién de
cultivos de algas de la Universidad de Texas (TX, EUA).

e Medio Bristol: nitrato de sodio (NaNOs), cloruro de calcio (CaCl,), sulfato
de magnesio heptahidratado (MgSO,e7H,0), fosfato dibasico de potasio
(K2HPO,), fosfato monobasico de potasio (KH,PO,), cloruro de sodio
(NaCl). (JT Baker, D.F., Méx.). (Composicion mostrada en la Tabla 2.1)

e Proteosa Peptona (MCD Lab, Edo. de México, Méx.).

e Agar bacteriolégico (MCD Lab, Edo. de México, Méx.).

Tabla 2.1 Composicion del medio Bristol

Volumen de _
Concentracion
Disolucion solucién “Stock” .
Componente finalen 1 L de
“Stock” parall de .
. cultivo (mM)
cultivo

NaNO3 10 g/400 mL 2.94
agua destilada

CacCl, e 2H,0O 1 g/400 mL agua 0.17
destilada

MgSO,e 7H,O | 3 g/400 mL agua 0.3
destilada

10 mL

KoHPO, 3 g/400 mL agua 0.43
destilada

KH2PO4 7 g/400 mL agua 1.29
destilada

NacCl 1 g/400 mL agua 0.43
destilada

2.2.3.2 Inmovilizacion
¢ Alginato de sodio Sigma-Aldrich W201502.
e Cloruro de calcio Sigma-Aldrich C1016.
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Citrato de sodio tribasico di-hidratado Sigma-Aldrich C8532
Sistema aséptico Sterifil con porta filtros de 47 mm (Milipore, EUA)
Filtros de nitrocelulosa estériles con tamafio de poro de 0.22 ym y 47

mm de diametro (Milipore, Ireland).

2.2.3.3 Extraccién en Fase Sélida

Cartuchos de empaque para Extracciéon en Fase Sélida de 6 mL con
frites (Varian, EUA).

Jeringa con mariposa

Silice C-18 Supelclean de 45 um de diametro de particula (Supelco,
EUA).

2.2.3.4 Otros materiales

Agua tipo | obtenida de un equipo de purificacion Simplicity UV
(Millipore, MA, EUA) (Agua desionizada).

Agua de la llave

Algododn

Gasas

Tubos de ensayo

Pipeta Graduada de 10 mL.

Propipeta

Matraces Erlenmayer de 50 mL.

Matraces Erlenmayer de 150 mL.

Vaso de precipitados de 200 mL.

Pipeta Pasteur.

Bulbo de goma de Succion para Pipeta Pasteur.
Tubos para centrifuga de 15 mL.

Probeta de 10 mL.

Papel estraza

Masking tape

Papel aluminio

Micropipeta 100-1 000 pL (Eppendorf, EUA)
Espatula

Viales ambar de 5 mL con tapa de rosca
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e Plastico Parafilm

e Viales ambar con tapdn de rosca de 60 mL
2.3 REACTORES

2.3.1 Mini reactor de matraz en agitacion orbital
e Matraces Erlenmeyer de 50 mL
e Agitador orbital Jeio Tech modelo SI-300/300R/600/600R

2.3.2 Mini reactor de lote con agitacion por recirculaciéon
e Recipiente de vidrio de 50 mL en forma de vaso de precipitados con
salida por el fondo en forma de copa
e Manguera de silicon

e Bomba peristéltica

2.3.3 Mini reactor de lote en agitacion magnética (50 mL)
e Recipientes de vidrio en forma de vaso de precipitados de 50 mL con
fondo disefiado para resguardar barra de agitacion magnética
e Barras de agitacion magnética de 13 mm de ancho x 18 mm de largo
e Mallas de acero inoxidable de 2 mm de espacio

e Agitador orbital, Marca Cimarec ®, Thermolyne,

2.3.4 Mini reactor de lote en agitacion magnética (100 mL)
e Recipientes de vidrio en forma de vaso de precipitados de 100 mL con
fondo disefiado para resguardar barra de agitacion magnética
e Barras de agitacion magnética de 13 mm de ancho x 42 mm de largo
e Malla de acero inoxidable de 2 mm de espacio
e Agitador orbital, Marca Cimarec ® 2, Thermolyne.
2.4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL
En la Figura 2.1 se presenta un diagrama general de la metodologia usada, el
cual consta de tres grandes secciones:
1. Analisis y preparacion de muestra
2. Manejo de cultivos e inmovilizaciéon

3. Disefio y evaluacion de bio-reactores
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ANALISIS Y PREPARACION DE
MUESTRA

Separacién cromatografica y deteccién

Validacion del sistema cromatografico

l

Optimizacion de la extraccion por la
técnica de EFS

l

Linealidad del método EFS-HPLC-UV

MANEJO DE CULTIVOS E
INMOVILIZACION

Crecimiento de microalgas

l

Inmovilizaciéon

v

DISENO Y EVALUACION DE

A

REACTORES

Disefio de reactores |

l

Bioensayos con reactores (metodologia
operativa) y evaluacion

Figura 2.1 Metodologia general del trabajo experimental
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2.4.1 Andlisis y preparacién de muestra

2.4.1.1 Separacion cromatograficay deteccion

Se analizaron las muestras por cromatografia de liquidos a diferentes
longitudes de onda en el detector UV, y se encontro la longitud de absorbancia
Optima para el B(a)P de 263 nm y para el B(a)A de 285 nm, en donde se

obtuvieron los mayores valores de area y altura en cromatogramas.

2.4.1.1.1 Condiciones cromatogréficas

a) Fase movil: 100 % Metanol

b) Fase estacionaria: Columna analitica Thermoscientific de 150 x 4.6 mm
empacada con fase inversa C18 tamafio de particula 5 um

¢) Flujo: 1 mL/min

d) Volumen de inyeccién: 20 pL

2.4.1.2 Validacioén del sistema cromatografico
Para poder asegurar la confiabilidad de los resultados obtenidos por el sistema
HPLC-UV, fue necesario efectuar la validacion del sistema cromatografico y de

los métodos respecto a nuestro sistema cromatografico junto a la EFS.
2.4.1.2.1 Precision del sistema

2.4.1.2.1.1 Repetibilidad intra-dia

Se analizaron muestras por triplicado con B(a)A y B(@P a la misma
concentracion para ambos HAP’s en un mismo dia a 0.25, 0.5,0.75,1,2,4y5
pMg/mL, obteniéndose los datos de altura y areas de cada cromatograma, para
poder observar el coeficiente de variacion (CV) entre cada inyeccion.

Para poder calcular el CV se emplea la siguiente férmula:

S
% CV="_x100 %
X

Donde “X” es el promedio de los resultados obtenidos del cromatograma y “s”
es la deviacion estandar de los resultados.
Nota: Para la concentracion de 1 pg/mL se realizé un quintuplicado, para una

mejor comparaciéon con inyecciones realizadas en dias subsecuentes.
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2.4.1.2.1.1 Repetibilidad inter-dia

Se analizaron muestras por quintuplicado con B(a)A y B(a)P a la misma
concentracion para ambos HAP’s a 1 ug/mL en 4 dias diferentes, obteniéndose
los datos de altura y areas de cada cromatograma, para poder observar la

variaciéon entre cada inyeccion y ademas en dias diferentes.
2.4.1.2.2 Linealidad del sistema

2.4.1.2.2.1 Curvas de calibracion

Se analizaron disoluciones por triplicado con B(a)A y B(a)P a la misma
concentracion de 0.25, 0.5, 0.75, 1, 2, 4 y 5 pg/mL, obteniéndose los datos de
altura y areas de cada cromatograma, para poder relacionarlas en un gréafico
con la concentracién correspondiente, y verificar su relacién lineal.

Nota: Para mejor precision en la obtencion de los datos de las curvas
mostradas en este documento, fue necesario realizar un ajuste de volumen de
alicuota mediante peso por balanza. Este procedimiento se muestra en el

Anexo 1.

2.4.1.3 Optimizacion del método EFS-HPLC-UV

Para poder analizar cuantitativamente la biorremocion del mini reactor fue
necesario recuperar exclusivamente (en la mejor medida posible) del medio
acuoso los HAP’s remanentes después de este proceso de exposicion,
mediante un método basado en la técnica de EFS optimizado para aislar a los
contaminantes de los medios acuosos con microalgas inmovilizadas. La
evaluacion de la biorremocion de estos experimentos se realizd con el analisis
de las cantidades remanentes de los HAP’s a diferentes tiempos de exposicidon
de los extractos (resultado final del proceso de EFS a las muestras acuosas
originales de los experimentos) que se analizaron mediante Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucién (HPLC) de fase reversa, con columna C18 y fase
mévil 100 % metanol, con detector UV a una longitud de onda de 263 nm para
B(a)P y 285 nm para B(a)A.

La optimizacién de este método por EFS-HPLC-UV fue basada en la referencia
de Bernal Toris, del afio 2015, donde se evita la presencia de alginato en la

muestra acuosa proveniente de las esferas con algas inmovilizadas, ya que de
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no eliminar este alginato la aplicaciébn de la muestra acuosa en el cartucho

seria gravemente obstaculizada por taponamientos de este cartucho.

2.4.1.3.1 Procedimiento de la técnica de extraccién de EFS

1. Activacién de silice C18 virgen
La silice C18 a ser utilizada se empaca en un cartucho de EFS de 6 mL en
medio de 2 frits (filtro) y se le hace pasar 1 mL de metanol por cada gramo de
silice C18 empacado. Se deja pasar el metanol totalmente por gravedad, y
después se deja secando con vacio por 1 hora; esto con el objeto de orientar
las cadenas hidrofébicas de la silice C18 hacia el exterior favoreciendo que
puedan estar expuestas a los HAP’s y tener un mejor contacto con los mismos.
2. Preparacion y acondicionamiento del cartucho de EFS con silice C18
Una vez activada y seca la silice C18 se empaca con 300 g en un cartucho de
EFS de 6 mL en medio de 3 tapones frits delgados, dos debajo de la silice C18
y uno arriba.
Posteriormente, a gravedad se le hace pasar 4 mL de ACN, y luego 10 mL de
agua destilada. Esto con el objetivo tanto de orientar las cadenas hidrofébicas
de la silice C18 al exterior como para acondicionarla a un medio similar al de la
muestra acuosa que a continuacion sera introducida.
3. Introduccién de muestra acuosa fortificada con HAP’s
La muestra acuosa (agua de la llave) de volumen de 15 mL es fortificada con
HAP’s (4 ug de B(a)P y 4 ug B(a)A), para lograr una concentracion de 0.2666
pMg/mL). La muestra se hace pasar a través del cartucho (en el caso de
bioensayos, después de que la muestra haya estado en contacto con las
microalgas inmovilizadas), regulando mediante vacio, para que la velocidad de
goteo sea tal que caigan aproximadamente 2 gotas cada segundo.
Nota: En el caso de los mini reactores con agitacibn magnética y de
recirculacion, se presentd la dificultad de vaciar la muestra acuosa hacia el
cartucho EFS ya que no tienen el mismo disefio de boca de un matraz, por lo
cual, a pesar de habérseles disefiado una apertura (protuberancia para verter
liquidos) de vaciado similar a la de un vaso de precipitados, se riega muy
facilmente el contenido, por lo cual se opté primero por transferir la muestra del
medio acuoso en el mini reactor hacia un vaso de precipitados de 50 mL; cuya
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apertura de vaciado de liquidos esta mejor disefiada para verter el contenido en
el cartucho de EFS.

4. Lavado del reactor y aplicacién al cartucho

Se procede a enjuagar el reactor, con 10 mL de una mezcla de agua-
isopropanol 80-20 % por alrededor de 1 minuto, es decir, se agregan los 10 mL
de agua-isopropanol al reactor que aun contiene las esferas de alginato y se
procede a agitar por un minuto, para que se enjuague bien el interior y se
pueda desorber la mayor cantidad posible de HAP’s que aun estén presentes
en la superficie del vidrio, de la rejilla y/o alginato, para posteriormente, llevar
esta mezcla ya agitada dentro de este mini-reactor hasta el cartucho de EFS.
Es importante destacar que se tuvo que verter primero el medio del medio
acuoso desde el mini reactor hacia un vaso de precipitados de 50 mL, y por
esto también se enjuagd este vaso de precipitados de 50 mL con la misma
mezcla de agua-isopropanol con la que se enjuagd el mini reactor. La
aplicacion de estos lavados al cartucho de EFS se efectu6é a una velocidad de
goteo de aproximadamente 2 gotas cada segundo mediante vacio regulado.

5. Secuencia de elucion en la EFS

La secuencia de elucion aplicada al cartucho EFS fue la siguiente:

a. 10 mL H,O-ACN (90:10)

b. 1 mL H,O-ACN (70:30)

c. 3 mL H,O-ACN (55:45)

d. 6 mL ACN 100%

Siendo las mezclas “a@”, “b” y “c” usadas para la eliminacion de interferencias o
“clean-up” y el acetonitrilo (d) usado para la elucién de los HAP’s de interés
(extracto final). La elucién “a”, “b” y “c” se efectud al vacio (2 gotas por
segundo) y la “d” a gravedad.

Nota: Para el caso de los mini reactores, asi como se enjuago y agito este mini
reactor y el vaso de precipitados con la mezcla agua-isopropanol 80:20, se
procedid a enjuagar y agitar nuevamente el mini reactor y el vaso de
precipitados con la mezcla “a”
de EFS.

6. Concentracion por evaporacion de extracto

, para posteriormente ser vertida en el cartucho

El extracto se coloca a bafio Maria entre 70 y 80 °C con agitacibn magnética

hasta evaporacion a sequedad, cuidando que no quede mucho tiempo después
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de llegar a la sequedad, para que se retire el vial del bafio Maria, y entonces se
afiade 1 mL de acetonitrilo al vial. Esto tiene la finalidad de concentrar en una

razon de 1:6 el extracto del inciso “d” (punto 5 anterior).

2.4.1.3.2 Recobro de la extraccion

La evaluacion del recobro se realiz6 mediante las siguientes inyecciones de
disolucion estandar y extracto en el cromatografo:

Disolucion estandar: En cada dia de experimentacién, se inyectd al equipo una
disolucion estandar en acetonitrilo con 4 pg/mL de B(a)P y B(a)A, para obtener
el &rea de los picos de cada uno.

Extracto: El extracto concentrado por evaporacion, se inyecta en el equipo
aplicando el método cromatografico descrito mas arriba para obtener el area.
Con la siguiente ecuacion se calculo el recobro.

Area de extracto
% Recobro= - - — - x 100 %
Area de disolucién estandar

Este % de Recobro, es la medida de la recuperacion real (mediante la técnica
de EFS) de la cantidad total de HAP’s contenidas en la muestra acuosa

original. También se realiz¢ triplicado para observar su variacion.

2.4.1.3.3 Precision (Repetibilidad) de la técnica de evaporacion
Se realiz6 un triplicado de la evaporacion hasta la sequedad de tres muestras
de 6 mL de ACN con 4 ug de B(a)A y B(a)P, para posteriormente afadir 1 mL

de ACN y poder observar la variacion de éstos, mediante el recobro.

2.4.1.3.4 Linealidad del método EFS-HPLC-UV

Se hizo la extraccion por EFS a nueve muestras de 15 mL de agua de la llave;
tres de ellas se fortificaron con 1 yg de HAP’s (0.066 pg/mL), otras tres con 2
Mg (0.133 pg/mL), y las dltimas tres con 4 pg (0.266 pg/mL) y se obtuvieron los
extractos correspondientes. Las concentraciones de HAP’s esperadas en los
extractos fueron de 1 ug/6 mL (0.166 pg/mL), 2 ug/6 mL (0.333 pug/mL) y 4 ug/6
mL (0.666 pg/mL) respectivamente. Con estas 3 concentraciones (en
triplicado) se procedié a construir la curva linealidad del método. No se realiz6

evaporacion de los extractos para solamente evaluar la técnica de EFS.
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2.4.2 Manejo de cultivos e inmovilizacién

2.4.2.1 Crecimiento de microalgas

El cultivo de la microalga Selenastrum capricornutum se mantuvo en
condiciones axénicas sembrandolo primero en medio solido con agar al 1 %.
Posteriormente, los medios liquidos se sembraron con un asa bacteriolégica
con la que se transfirio la microalga desde el medio sdélido hacia el medio
liquido.

Los medios de cultivo liquido de la microalga utilizados para los ensayos de
exposicion a los HAP’s fueron tomados cuando tuvieron un valor de
absorbancia de 1, que fue medida con un espectrofotometro a 685 nm (longitud
de onda de méaxima absorcion de la clorofila), de acuerdo con la curva de
crecimiento de esta microalga, donde se tiene una cantidad de 4.5x10°
células/mL aproximadamente (Olmos, 2013). Para que un cultivo liquido llegue
a esta absorbancia se cultiva en matraces Erlenmeyer con medio de cultivo
Bristol, cuya composicion se describe en la tabla 2.1, al que ademas se le
adiciona proteosa peptona al 1 %. Antes de transferir la microalga del cultivo
sélido al cultivo liquido, este medio Bristol con proteosa peptona se esteriliza
por 30 minutos en la autoclave eléctrica a 121 °C, esto para asegurar la
condicion aséptica cuando se siembre la microalga en este medio. Ya que se
cultiva la microalga en condiciones axénicas en el medio liquido se somete a
ciclo de iluminacion de 16 horas (con foco de luz amarilla de 10 Watts) y a 8
horas de oscuridad, a temperatura ambiente y agitacion semiconstante, ya que
no permanece en agitacion las 24 horas, de este modo tarda en crecer de 30 a
40 dias.

2.4.2.2 Inmovilizacion

Se inmovilizé a la microalga Selenastrum capricornutum en esferas de alginato
de calcio que fueron puestas en diferentes tipos de “mini reactores” (debido a
su pequefio volumen, de no mas de 100 mL) y su vez se evaluaron diferentes
condiciones de operacion, con la cuantificacion de B(a)P y B(a)A en agua de la
llave después de la exposicion de las microalgas, con el objetivo de encontrar
la informacion necesaria para construir un reactor adecuado para la
biorremocion de HAP’s con estos microorganismos. Las condiciones para

inmovilizaciéon se discuten a continuacion.
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2.4.2.2.1 Preparacion de materiales y soluciones para inmovilizacion

2.4.2.2.1.1 Esterilizacién

En la autoclave, se procede a esterilizar el siguiente material:

o

o

Matraces Erlenmeyer de 50 mL con aproximadamente 20 mL de
solucién acuosa (agua desionizada) de cloruro de calcio 1 % m/v con
tapon de algodoén envuelto en gasa.

Matraz Erlenmeyer de 150 mL vacio con tapdn de algoddn envuelto en
gasa (para almacenar solucién acuosa de alginato de sodio 3% m/v
esterilizada).

Sistema aséptico “Sterifil” con filtros de nitrocelulosa envuelto en papel
estraza y sellado con “masking tape”.

Tubo de 15 mL de centrifugado (para medir 4 mL de alginato de sodio)
Tubos de ensayo con tapon de algodon envuelto en gasa (para
centrifugar el cultivo de microalgas).

Pipeta de 10 mL envuelta en papel estraza y sellada con “masking tape”.

Por 30 minutos se esteriliza a 121 °C.

2.4.2.2.1.2 Solucién acuosa de alginato de sodio (3 % m/v)

1)

2)

En un vaso de precipitados de 200 mL se afiaden 97 mL de agua
desionizada y se coloca en un agitador magnético encendido, para
posteriormente ir agregando lentamente 3 g de alginato de sodio y se
tapa el vaso de precipitados con plastico parafiim. Se deja agitando por
alrededor de 2 horas hasta que el alginato de sodio se disuelva
completamente en el agua. Debe tener consistencia viscosa.

En una mesa previamente limpiada con alcohol, se encienden 2
mecheros Bunsen separados a una distancia de aproximadamente 20
cm, y en medio de éstos, con ayuda del sistema aséptico “Sterifil” con
filtros de nitrocelulosa, se procede a filtrar la solucién acuosa de alginato
de sodio disuelto, auxilidandonos también de un vacio de fuerza leve. Ya
recolectada la solucion acuosa de alginato filtrado, se procede a
trasvasarla hacia un matraz Erlenmeyer de 150 mL previamente

esterilizado en autoclave, todo esto en medio de los 2 mecheros.

Nota: La razén por la cual no se hace un volumen mayor de esta solucion es

porgque presenta el riesgo de perder viscosidad con el tiempo, y si esto sucede

55



la solucién ya no sirve para la inmovilizacién. También por esto es importante
cubrir el matraz con papel estraza para que esté aislado de la luz y con esto

disminuir el riesgo de que pierda viscosidad.

2.4.2.2.1.3 Solucién acuosa de cloruro de calcio (1 % m/v)

En matraces Erlenmeyer de 50 mL, se colocan alrededor de 20 mL de cloruro
de calcio al 1 % m/v en agua desionizada y en la boca de los matraces se
coloca un tapon de algoddén envuelto con gasa para que después de esterilizar
en autoclave la solucién, este tapén sea una barrera que impida la entrada de

contaminantes al interior del matraz.

2.4.2.2.1.4 Cultivo liquido de la microalga S. capricornutum para
inmovilizacién

De un cultivo liquido con la microalga que ya haya alcanzado la absorbancia de
1, en condiciones asépticas se depositan 15 mL en un tubo de ensayo
previamente esterilizado, se cierra con su tapon de algodén envuelto en gasa y
se centrifuga a aproximadamente 3900 rpm por 15 minutos. Cuando se tenga
el boton de microalgas separado totalmente del resto del cuerpo del agua, se
retira el medio liquido con ayuda de una pipeta de 10 mL previamente
esterilizada y un bulbo de succion de micropipeta Pasteur hasta dejar un
volumen de 2 mL. Posteriormente se agita el tubo de ensayo para que el botén
de microalgas se re-suspenden en el agua y se cierra con un tapon de algodén
envuelto con gasa. Las microalgas asi concentradas se utlizan para la

inmovilizacion.

2.4.2.2.1.5 Procedimiento de inmovilizacion
El proceso de inmovilizacion se lleva a cabo dentro de la Campana de
Bioseguridad clase 2 AA 11231 BBC86.
1) Todo el material esterilizado anteriormente nombrado se introduce a la
Campana de Bioseguridad y es expuesto a 20 minutos de luz UV.
2) Se apaga la luz UV y se enciende el flujo laminar y se dejan estabilizar
las condiciones internas por 10 minutos.

3) Se lavan las manos y se desinfectan con alcohol.
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4)

5)

6)

7

8)
9)

Se agregan 4 mL de la solucién acuosa de alginato de sodio a los 2 mL
del cultivo acuoso de microalgas en el tubo de ensayo (seccion
2.4.2.2.1.4) y se agita hasta la completa homogeneizacion.

Con ayuda de la pipeta de 10 mL y un bulbo de succién de pipeta
Pasteur se gotea a una velocidad moderada la mezcla de alginato-medio
con microalgas en un matraz con cloruro de calcio. Procurar después de
afiadir cierta cantidad de gotas agitar el matraz para que no se peguen
las gotas unas con otras.

Al terminar se dejan endurecer las esferas de alginato de calcio
formadas por 2.5 minutos (se forman aproximadamente 70-80 esferas
con un promedio de 75).

Decantar las esferas para desechar la solucion acuosa de cloruro de
calcio.

Enjuagar las esferas 2 veces con 20 mL de agua de la llave.

Anadir el volumen de agua de la llave necesario para el bioensayo.

2.4.3 Disefio y evaluacion de bio-reactores

2.4.3.1 Disefio de reactores

Para el disefio de los bio-reactores se contemplaron los siguientes aspectos:

Geometria (dimensiones, forma)

Volumen de muestra acuosa

Materiales empleados en el reactor

Practicidad del dispositivo

Agitacion de la muestra acuosa:

= Tipo de agitacion

= Velocidad de agitacion

En cuanto al aspecto biolégico del reactor:

Condiciones de desarrollo de las microalgas: Para asegurar las mejores

condiciones posibles de desarrollo los experimentos fueron llevados a cabo

con iluminacién de lampara amarilla y los reactores son de material de

vidrio transparente para permitir perfectamente el paso de luz a los

microorganismos.

Tipo de inmovilizacién de microalgas: Es importante mencionar que este

trabajo se basdé en las condiciones de inmovilizacion de microalgas
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reportadas por Bernal Toris del afio 2015, en el cual se evalué la remocion
de B(a)P con algas inmovilizadas en alginato con aproximadamente 90
esferas por cada ensayo de 15 mL, y los microorganismos provenientes de
una solucién acuosa con concentracion de 4.5x10° células/mL
aproximadamente. En el caso de este trabajo, se tuvieron en promedio
aprox. 75 esferas de microalgas inmovilizadas en alginato, con 9x10°
células/esfera.
Con base en la informacién consultada sobre este tema y después de bastante
reflexion, se decidié que las opciones siguientes fueron las mejores:
Nota: Los reactores se sobre-disefiaron en tamafo (es decir, para el reactor
cuyo volumen necesario fue de 15 mL, se sobre-disefié a un tamafio mayor a
15 mL) para que no fuera problema el incremento de volumen debido a la
adicion de las esferas de alginato, ni que debido a agitacién o recirculacion el
agua llegara a salirse del reactor. Es decir, si los reactores, se hubieran
construido para almacenar exactamente el volumen requerido para el ensayo,
el nivel del agua hubiera estado hasta el tope de la altura de los reactores, y se
corria el riesgo de que con la agitacion se saliera el agua del reactor.
Se disefaron tres diferentes reactores: mini reactor de matraz en agitacion
orbital (es el que ya se venia utilizando en trabajos anteriores de esta linea de
investigacion del laboratorio, para tomarlo como base de partida), mini-reactor
de lote en agitacion magnética, y mini reactor en lote con agitacion por
recirculacion, porque mecanicamente cada uno ofrecia un tipo distinto de
agitacion, y se procedi6 a investigar qué tipo de agitacion funciona mejor para

nuestro proceso.

2.4.3.1.1 Mini reactor de matraz en agitacién orbital

El mini reactor de matraz con agitacion orbital se presenta en la Figura 2.2 vy
solamente consistié en un matraz Erlenmeyer de 50 mL en agitacion orbital. Se
manejaron 15 mL de medio con aproximadamente 75 esferas de alginato
conteniendo aproximadamente 11.25x10° células de microalgas/mL de alginato

de calcio, 0 9x10° células por esfera de alginato.
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Figura 2.2 Mini reactor de matraz en agitacion orbital

2.4.3.1.2 Mini reactor de lote con agitacién por recirculacién

Este reactor fue hecho en el taller de soplado de vidrio de la Facultad de
Quimica de la UNAM, con el disefio especifico solicitado para nuestros
experimentos. El disefio consistio en las tres etapas mostradas de las Figuras

2.3 ala 2.5. Se construy6 para un volumen de 40 mL.

—3.5ecm—
Protuberancia
para verter == T

liquidos
h
()
=

lcm]:

=
0.3 mm

Figura 2.3 Primera etapa de disefio. Preparacion del armazén en vidrio del mini
reactor de recirculacion (en forma de copa)
Se utilizaron 50 cm de una manguera de silicon, con un flujo de

aproximadamente 1 mL/min de flujo de la bomba peristaltica.
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@ Nota: La malla empleada es de acero

inoxidable, de un espacio de
aproximadamente 1 mm? en los cuadros

de la malla, y ésta fue recortada para dar

la forma circular del reactor.

Mella salida dal asua

Figura 2.4 Segunda etapa de disefio. Adaptacion al mini reactor de una malla

de acero inoxidable.

Nota: La rejilla impide que cuando comience la
recirculacion, las esferas no entren en el

orificio de la salida del recipiente ni a la

manguera y los obstruyan.

Figura 2.5 Tercera etapa de disefio. Adicion al mini reactor de las esferas de
microalgas inmovilizadas de alginato conteniendo aproximadamente 9x10°

células por esfera

2.4.3.1.3 Mini reactor de lote con agitacion magnética (50 mL)

Este reactor fue hecho en el taller de soplado de vidrio de la Facultad de
Quimica de la UNAM, con el disefio especifico solicitado para nuestros
experimentos. El disefio consistio en las cuatro etapas mostradas de las

Figuras 2.6 ala 2.9.
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wo g —]

L em Hueco en el fondo del vaso para que

quepa la barra de agitacion magnética

2eom
Para un volumen de 50 mL
Figura 2.6 Primera etapa de disefio. Preparacion del armazoén de vidrio de

mini reactor

Barra de agitacién magnética

Figura 2.7 Segunda etapa de disefio. Mini reactor con mosca agregada

Nota: La malla empleada es de acero
inoxidable, de un espacio  de
aproximadamente 1 mm? en los cuadros de
la malla, y ésta fue recortada para dar la

& Malla forma circular del reactor.

Figura 2.8 Tercera etapa de disefio. Mini reactor con mosca y malla
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Nota: La rejilla impide que cuando la barra

magnética gire, las esferas no sean destruidas.

Figura 2.9 Cuarta etapa de disefio. Mini reactor con esferas de microalgas

inmovilizadas

2.4.3.1.4 Mini reactor de lote con agitacion magnética (100 mL)

Este reactor fue hecho en el taller de soplado de vidrio de la Facultad de
Quimica de la UNAM, con el disefio especifico solicitado para nuestros
experimentos. El disefio consistio en las cuatro etapas mostradas de las
Figuras 2.10ala 2.13.

| e —

S -/ T
4em
4: - — —m :::) —_
< lem
— o — 2 L
|—3,5 - | Hueco en el fondo del vaso para que

quepa la barra de agitacion magnética
Para un volumen de 100 mL

Figura 2.10 Primera etapa de disefio. Armazén de vidrio de mini reactor

e

i —l Barra de agitacion magnética

]

Figura 2.11 Segunda etapa de diseiio. Mini reactor con mosca
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Nota: La malla empleada es de acero

_ﬁ; :::. inoxidable, de un espacio de aproximadamente

1 mm? en los cuadros de la malla, y ésta fue

recortada para dar la forma circular del reactor.

< _ Malla

Figura 2.12 Tercera etapa de disefio. Mini reactor con mosca y malla

Nota: La rejilla impide que cuando la barra
- - S IR i magnética gire, las esferas no sean destruidas.
N RN S d_#‘::- ~'~;/
b
-~ o -
N —— D

Figura 2.13 Cuarta etapa de disefio. Mini reactor con esferas de microalgas

inmovilizadas

2.4.3.2 Bioensayos con reactores. Metodologia operativa y evaluacion
Experimentalmente se evaluaron en los reactores los siguientes efectos en la
remocion de HAP’s en una muestra acuosa:

1) Agitacion: Debido a que las microalgas requieren agitacion para que
tengan un suministro constante y homogéneo de oxigeno, nutrientes y
HAP’s a lo largo de todo el espacio donde puedan estar distribuidas,
este factor se considera importante, por lo cual se estudio:

e Tipo de agitacion (orbital, con agitador magnético y con
recirculacion)

e Velocidad de agitacion (diferentes posiciones del botén del
agitador)

2) Cantidad de masa de HAP’s: Manteniendo constante el numero de
microalgas (aproximadamente 9x10° células por esfera y las mismas 75
esferas aprox.) y la concentraciéon de HAP’s en el medio acuoso (0.266

pug/mL), se estudié la remocion a distintas cantidades de masa
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(agregadas en diferentes volumenes), para el mini reactor de agitacidén
magnética.
Siguiendo los pasos de la metodologia expuesta en el equipo de trabajo
(Bernal Toris, 2015), se fortifica cada bioensayo para que la concentracion de
ambos HAP’s sea de 0.266 pg/mL. El efecto del volumen de muestra acuosa
en la remocién se abordara en este trabajo.
La rutina general de todos los experimentos para evaluar un determinado
efecto fue primero realizar un ensayo de control y después el bioensayo. El
ensayo de control tiene como funcion observar el efecto de la remocién del mini
reactor pero sin microalgas, es decir, el efecto de remociéon de HAP’s que se
pueda presentar debido a adsorcién en el vidrio o alginato, fotdlisis, etc.
(remocion abidtica), y ya con esta informacion, se puede discriminar el efecto

de remocion que se tiene con microalgas, en el bioensayo (remocion bidtica).

2.4.3.2.1 Efecto de tipo de reactor y el tipo de agitacion

Estos experimentos se realizaron con 15 mL de muestra acuosa, fortificando
con 4 ug de ambos HAP’s, incubacion a 4, 6 y 15 horas con luz amarilla, por
triplicado, en una caja cerrada con lamparas en los laterales, a cada reactor
con microalgas inmovilizadas.

Los ensayos fueron realizados para cada reactor, manteniendo fijas las
condiciones anteriores. Se evalué como afecta la remocion dependiendo del

tipo de reactor de la agitacion.

2.4.3.2.1.1 Reactor en agitacién orbital
En la Figura 2.2, en la pagina 59, se presentdé una imagen del reactor, el cual
es simplemente un agitador orbital con velocidad fija de 50 rpm, conteniendo a

los matraces de 50 mL.

2.4.3.2.1.2 Mini reactor de lote con agitacion magnética

En la Figura 2.14 se muestra el tipo de reactor disefiado, que fue colocado
encima de una parrilla con agitacibn magnética. En las Figuras 2.15 (A), (B) y
(C) se muestran imagenes de esos disefios.

La velocidad de agitacién empleada fue 90 rpm aprox.
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7

%% Parrilla de agitacién magnética

Figura 2.14 Mini reactor de lote con agitacién magnética

Figura 2.15 (A) Mini reactor de lote con agitacion magnética. Reactor y Parrilla.

Barra de agitacion magnética

Figura 2.15 (B) Mini reactor de lote con agitacidbn magnética. Acercamiento al
reactor.
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Figura 2.15 (C) Mini reactor de lote con agitacion magnética. Vista por arriba

del reactor y la parrilla.

2.4.3.2.1.3 Mini reactor de lote con agitacion por recirculacién

A un flujo de 1 mL/min enviado por la bomba, la recirculacion misma fue la que
proporcioné el movimiento (agitacion) a las esferas con las microalgas. En la
Figura 2.16 se muestra este dispositivo, que consiste del reactor, su soporte y

la bomba. En la Figura 2.17 (A) y (B), se muestran fotografias de este disefio.

Soporte
universal
<———para sostener
Bomba el mini
peristaltica reactor

— Direccion del flujo de agua

Figura 2.16 Diagrama de mini reactor listo para poner en marcha

En este tipo de reactor de la Figura 2.16, de la salida inferior del reactor la
muestra se dirige hacia la bomba peristaltica de donde se vuelve a recircular
hacia la parte superior.

La velocidad de recirculacion empleada fue 1 mL/min.
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Figura 2.17 (B) Mini reactor de lote con agitaciébn por recirculacion. Con

acercamiento.

2.4.3.2.2 Efecto de la velocidad de agitacion

De los 3 mini reactores anteriores, se eligio el mejor, que fue el mini reactor de
lote con agitacibn magnética, y con base en éste, se evaluo el efecto de
agitacion a:

o Cero velocidad = 0 rpm aprox.

o Baja velocidad =90 rpm aprox.

o Media velocidad = 300 rpm aprox.

o Alta velocidad = 600 rpm. aprox.
El tiempo de exposicion fue de 6 horas, ya que en los resultados de la
experimentacion del tipo de reactor de la seccion anterior se observo que a
este tiempo se tiene la mayor diferencia entre los ensayos del control y del

bioensayo, es decir, entre la experimentacion con todo el sistema pero sin
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microalgas, y la experimentacién con todo el sistema pero con microalgas,
respectivamente.

Nota: se reportan velocidades aproximadas, ya que no se encontré una forma
de conocer con exactitud la velocidad en rpm del ensayo, ya que solamente se
puede contar en el manual de la bomba con el intervalo de especificaciones de
velocidad (100-1 000 rpm) y como coincidirian de acuerdo con la nhumeracién
del 1 al 10 en la perilla del agitador, es decir, como se sabe que el agitador
tiene un intervalo de 100-1 000 rpm, se asume que para el numero 1 en la
perilla de agitacion corresponde 100 rpm, al nimero 5 corresponde 500 rpm y
al nimero 10 (el valor mas alto para la perilla) corresponde
1 000 rpm.

La mas alta velocidad se eligio con base en la maxima velocidad a la cual
pudiera operar la parrilla sin que se llegara a empezar a levantar las esferas de

alginato por el movimiento de agitacion del agua.

2.4.3.2.3 Efecto de cantidad de masa

Al igual que en el caso anterior, el mini reactor seleccionado fue el de agitacion
magnética. Como se observo que la velocidad media fue la 6ptima para la
remocioén, se realizaron los siguientes experimentos a esta velocidad, con la
misma cantidad de microorganismos inmovilizados y a 6 horas (de
incubacion), ya que este tiempo fue en el que se presenta la mejor
diferenciacion en la remocion entre control y ensayo:
En el reactor de 50 mL

1) A 15 mL, se afiadieron 4 pug de ambos HAP’s

2) A 30 mL, 8 ug de ambos HAP’s

3) A40 mL, 10.66 ug de ambos HAP’s
En el reactor de 100 mL

4) A 30 mL, 8 ug de ambos HAP’s

5) A45mL, 12 ug de ambos HAP’s

6) A 60 mL, 16 ug de ambos HAP’s
Estrictamente estos experimentos no evalian solamente el efecto de la
cantidad de masa en la remocion, sino también la variacion proporcional del
volumen, para poder mantener la concentracién en la muestra de 0.266 pg/mL

(ppm o pg/mL) en todos los casos. Lo anterior se justifica porque la solubilidad
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de los HAP’s en el agua es muy baja, (ambos a 25 °C), por lo cual, a un mismo
volumen de 15 mL, hacer experimentos aumentando la cantidad de HAP de 4
Mg (0.266 pg/mL) a 8 pg (0.533 pg/mL), 12 pg (0.8 pg/mL) y 16 pg (1.067
pg/mL), hubiera sido probleméatico porque posiblemente a medida que se
aumentara la concentracion, se hubiera hecho mas notoria la poca solubilidad
de los analitos mediante la aparicion de HAP sin disolver en forma de
precipitado, lo que hubiera alterado totalmente la condicién de solucién acuosa
homogénea, al existir sedimentos que al iniciar la agitacion permanecieran en
movimiento, y que ademas pudieran entorpecer la agitacion. (Nota: aunque se
tenga una concentracion de HAP’s en medio acuoso de 0.266 pg/mL y la
solubilidad del B(a)P en agua se encuentra entre 0.00162 y 0.0038 pg/mL a
25°C (larc, 2010) y para el B(a)A de 0.009 ug/mL a 25°C (larc, 2005), estos
HAP’s no se sedimentan debido a que todos los ensayos en mini reactores
siempre estan en agitacion continua).

La cantidad de microalgas se mantuvo constante.

2.4.3.3 Anélisis estadistico

e Para los andlisis con dos grupos de muestras (ejemplo: en el ensayo de mini
reactor de matraz en agitacion orbital, para el ensayo de control, solamente se
realizo la evaluacion por triplicado del remanente para dos tiempos), se realizé
un analisis de prueba t para dos muestras independientes, que requiere
primero que los datos cumplan un supuesto de normalidad (Shapiro-Wilk), y
una igualdad de varianzas (Prueba de Levine), para que tenga validez el uso
de la prueba t en los datos, todo lo anterior con el objetivo de, mediante la
prueba t observar si hay una diferencia de medias que sea significativa de
forma estadistica.

e Para los andlisis con mas de tres grupos de muestras, se realiz6 una prueba
ANOVA (ANalysis Of VAriance), para poder corroborar si existe una diferencia
significativa estadisticamente de forma general entre las medias de los
conjuntos. Posteriormente, para poder corroborar entre qué pares de
poblaciones de forma particular existe diferencia significativa estadistica, se
realiz6 un analisis de comparaciones multiples Post Hoc (prueba de Tukey).

Hipo6tesis nula = po
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Para todas las pruebas, es necesario tener en cuenta la hipétesis nula, que en
caso del supuesto de normalidad, y supuesto de igualdad de varianzas.

e Si valor-p = 0.05 se acepta la hipétesis nula, que establece que existe
distribucién normal, o igualdad de varianzas.

e Si valor-p < 0.05, se rechaza la hipotesis nula, y se concluye que no existe
distribucién normal, o igualdad de varianzas.

Y para todas las pruebas, es necesario tener en cuenta la hipétesis nula, que
en caso de la prueba t, analisis ANOVA y andlisis Post Hoc.

e Si valor-p (bilateral en caso de la prueba t) = 0.05 se acepta la hipotesis
nula, que establece que no existe diferencia significativa
estadisticamente entre las medias.

e Si valor-p (bilateral en caso de la prueba t) < 0.05, se rechaza la
hipdtesis nula, y se concluye que existe diferencia significativa

estadisticamente entre las medias.

Todos estos analisis estadisticos se realizaron con ayuda del Software SPSS

15.0. y se presentan en el Anexo 3.
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CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 SEPARACION CROMATOGRAFICA Y DETECCION

En la Tabla 3.1 se muestran los parametros cromatogréaficos del sistema cromatogréfico y

longitudes de onda utilizadas para la deteccion.

Tabla 3.1 Pardmetros del sistema cromatogréfico y deteccion

. Tiempo | Ancho ala Kk’
Analito Iazng:;: de mitad de | Desviaciéon | Anchodela| (Factor o (f;;:tor N Rs
retencion la estandar | base (min) de g (eficiencia) | (resolucion)
(nm) : . ; selectividad)
(min) base (min) capacidad)
B(a)A 285 3.167 0.109 0.0464 0.1855 0.7792 4685.2861
1.5652 3.9200

B(a)P 263 3.951 0.126 0.0536 0.2145 1.2197 5457.1508

tm = 1.78 min. Con nitrato de sodio 1 M

Absorbancia (mAU)

El limite de deteccion de B(a)A en este sistema cromatografico es 0.0069
pg/mL y de cuantificacion 0.021 pug/mL, y para B(a)P el limite de deteccion en
este sistema cromatografico es 0.0083 pg/mL, y de cuantificacion es 0.025

pMg/mL (Ledn Santiago, 2016).

A continuacion se muestran cromatogramas para B(a)A y B(a)P en las Figuras

3.1y 3.2, respectivamente.

B(@A 1

B(a)P

Tiempo (min)
Figura 3.1 Cromatograma a 285 nm de longitud de onda para obtener la mejor

respuesta del equipo al B(a)A
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Absorbancia (mAU)

B(a)P

B(a)A

Tiempo (min)
Figura 3.2 Cromatograma a 263 nm de longitud de onda para obtener la mejor

respuesta del equipo al B(a)P

En esto se verifica el hecho de que el B(a)A es menos hidrofobo que el B(a)P,
ya que el Benzo(a)pireno tiene 1 anillo aromatico mas que el
Benzo(a)antraceno, y por esto el tiempo de retencion del B(a)A es menor que

el del B(A)P en la cromatografia en fase reversa que se manejo.

3.2 VALIDACION DEL SISTEMA CROMATOGRAFICO
3.2.1 B(a)A
3.2.1.1 Precision del sistema

3.2.1.1.1 Repetibilidad intra-dia
En la Tabla 3.2 se presentan los datos correspondientes al estudio de la
repetibilidad en un mismo dia para el B(a)A. Las variaciones en las mediciones

de area y altura son representadas por el coeficiente de variacion CV.
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Tabla 3.2 Variacion entre los tiempos de retencidn, las areas y las alturas del

pico cromatografico en un mismo dia a diferentes concentraciones de B(a)A

Concentracion ‘ Area (mAU) Altura (mAU)
tedrica Corrida (ngirn) (Qrpe\:g) élf'x[% S X cv S X
(ng/mL) (mAU) | (mAU) (%) | (MAU) | (mAU)
1 3.1430 | 2.0378 | 18.8246
0.25 2 3.1410 | 2.0100 | 19.0986 |0.0172|2.0180 |0.8517|0.2664 |18.8297 |1.4147
3 3.1420 | 2.0063 | 18.5659
1 3.0570 | 3.4371 | 33.3329
0.5 2 3.0590 | 3.4225 | 33.4427 |0.0548|3.4612 |1.5843|0.0603 |33.3735 |0.1805
3 3.0410 | 3.5240 | 33.3448
1 3.0580 | 9.9929 |103.3300
2 3.0590 | 9.8426 |100.6680
1 3 3.0590 | 10.2034 | 101.3660 | 0.1534 | 10.0192 |1.5312|1.5266 | 101.7828 | 1.4998
4 3.0580 | 10.1473|103.4350
5 3.0430 | 9.9100 |100.1150
1 3.0390 | 17.0470 | 162.7650
2 2 3.0420 | 17.3370| 165.0860 | 0.4994 | 16.9161 |2.9521|2.8526 | 162.4210 | 1.7563
3 3.0420 | 16.3643 | 159.4120
1 3.0400 | 35.7209 | 341.3850
4 2 3.0550 | 35.6994 | 341.5280 | 0.1483 | 35.7955 |0.4142|2.9635 | 343.1670 | 0.8636
3 3.0430 | 35.9663 | 346.5880
1 3.0590 | 39.5869 | 393.7370
5 2 3.0580 | 39.6405 | 397.9880 | 0.0575|39.6431 |0.1450|2.1297 | 395.7853 | 0.5381
3 3.0590 | 39.7018 | 395.6310
Ccv CcVv
global |, o5 global
promedio promedio
(%) (%)

También para el B(a)A se observa que la variacion en la respuesta del equipo

con respecto a la concentracion entre varias inyecciones seguidas en un mismo

dia es menor al 2.9 %,

significativa al hacer repeticiones de una inyeccion de muestra.

3.2.1.1.2 Repetibilidad inter-dia

La repetibilidad en diferentes dias se compar6 con respecto a la concentracion

lo cual evidencia que no se tiene una variacion

de 1 pg/mL inyectado en diferentes dias. En la Tabla 3.3 se presentan los

datos correspondientes al estudio de la repetibilidad para el B(a)A. Las

variaciones en las mediciones de area y altura son representadas por el

coeficiente de variacion CV.
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Tabla 3.3 Variacion entre inyeccion en dias diferentes a concentracion de 1
pHg/mL de B(a)A

Area (mAU) Altura (mAU)
Dia | Corrida tr Area Altura s _ oV s _ oV
(min) | (MAU) (mAU) X X
(MAU) | (mAU) | (%) | (mAU) | mAU) | (%)
1 2.906 | 6.8441 71.6428
2 2.905 | 6.7816 73.1207
1 3 2.907 | 6.8038 70.9559 0.0977 | 6.8104 | 1.4342 | 1.0621 | 72.4229 | 1.4666
4 2.956 | 6.9456 73.0179
5 2.907 | 6.6767 73.3773
1 2.89 | 6.7643 71.2603
2 2.908 | 6.5394 67.802
2 3 2.902 | 6.8366 70.9633 0.1564 | 6.7900 | 2.3038 | 1.4723 | 70.4232 | 2.0906
4 2.907 | 6.851 70.9155
5 2.891 | 6.9589 71.1747
1 2.941 | 7.1426 67.6481
2 2.943 | 6.641 69.409
3 3 2.943 | 6.4575 67.5595 0.2604 | 6.7065 | 3.8832 | 0.7605 | 68.2019 | 1.1150
4 2.941 | 6.7066 67.935
5 2.943 | 6.5848 68.4579
1 2.994 | 7.0036 69.3844
2 2.992 | 7.0145 68.5142
4 3 3.01 | 7.0788 69.1779 0.2637 | 6.9463 | 3.7958 | 1.0583 | 68.9743 | 1.5344
4 2.992 | 6.4861 67.4751
5 2.976 | 7.1483 70.3201
Pr?gggld'o 0.1945 | 6.8133 | 2.8542 | 1.0883 | 70.0056 | 1.5516

También se observa que la variacion en la respuesta del equipo con respecto a
la concentracion de 1 ug/mL entre 4 inyecciones en dias diferentes es menor al
3.9 %, lo cual evidencia que se puede trabajar en dias distintos una muestra y

la variacion debido a esto no sera significativa.

3.2.1.2 Linealidad del sistema

3.2.1.2.1 Curva de calibracion*
A continuacion en las Figuras 3.3 y 3.4 se presentan los datos de linealidad

obtenidos de la areas y las alturas para B(a)A, respectivamente.
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Figura 3.3 Grafico de curva de calibracion de respuesta de equipo en area
para B(a)A
La recta ajustada por el método de minimos cuadrados presenta un coeficiente
de correlacién r 2= 0.99 lo que comprueba que el sistema presenta buena
linealidad.

* Estas curvas tienen un ajuste. Consultar Anexo 1 para descripcion de este
ajuste.
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Figura 3.4 Grafico de curva de calibracion de respuesta de equipo para altura

para B(a)A

La recta ajustada por el método de minimos cuadrados presenta un coeficiente
de correlacién r 2 = 0.99 lo que comprueba que el sistema presenta buena

linealidad.

3.2.2B(a)P

3.2.2.1 Precision del sistema

3.2.2.1.1 Repetibilidad intra-dia

En la Tabla 3.4 se presentan los datos correspondientes al estudio de la

repetibilidad en un mismo dia para el B(a)P. Las variaciones en las mediciones

de area y altura son representadas por el coeficiente de variacion CV.
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Tabla 3.4 Variacion entre los tiempos de retencion, las areas y las alturas del

pico cromatografico en un mismo dia a diferentes concentraciones de B(a)P

Concentraciéon
(Hg/mL)

Corrida

tr
(min)

Area
(mAU)

Altura
(mAU)

S
(mAU)

Area (mAU)
X
(mAU)

CV (%)

S
(mAU)

Altura (mAU)
X
(mAU)

CV (%)

0.25

4.012

1.4599

11.664

4.01

1.4564

11.619

4.012

1.373

11.509

0.0491

1.4298

3.4372

0.0796

11.5973

0.6868

0.5

3.809

2.9998

24.512

3.812

2.987

25.013

3.81

2.9108

24.915

0.0481

2.9659

1.6215

0.2654

24.8132

1.0695

3.794

6.2006

53.574

3.795

6.1272

52.777

3.811

6.1725

53.176

3.794

6.2415

54.409

3.812

6.073

52.549

0.0653

6.1630

1.0598

0.7345

53.2970

1.3781

3.79

13.663

115.39

3.794

13.842

113.14

3.777

13.075

109.39

0.4014

13.5268

2.9677

3.0299

112.6417

2.6899

3.792

24.416

204.22

3.79

24.313

203.66

3.795

24.405

205.42

0.0565

24.3776

0.2317

0.8967

204.4350

0.4386

3.811

27.955

241.41

3.811

27.84

238.93

WIN|IPIWINIPIWINFP(O[RWINIFPWINIPIW|IN|F

3.811

27.655

244.33

0.1513

27.8167

0.5439

2.7014

241.5577

1.1183

Promedio

total

0.1286

12.7133

1.6436

1.2846

108.0569

1.2302

En esta tabla se observa que la variacion en la respuesta del equipo (tanto por

area como por altura) con respecto a la concentracion entre varias inyecciones

seguidas en un mismo dia es menor al 3.4 %, lo cual evidencia que no se tiene

una variacion significativa al hacer repeticiones de una inyeccion de muestra.

3.2.2.1.2 Repetibilidad inter-dia

La repetibilidad en diferentes dias se compar6 con respecto a la concentracion

de 1 pg/mL a diferentes dias. En la Tabla 3.5 se presentan los datos

correspondientes al estudio de la repetibilidad para el B(a)P. Las variaciones en

las mediciones de éarea y altura son representadas por el coeficiente de

variacion CV.
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Tabla 3.5 Variacion entre inyeccion en dias diferentes a concentracién de 1
pg/mL de B(a)P

Area (mAU) Altura (mAU)
Dia | Corrida tr Area Altura s _ oV s _ oV
(min) | (MAU) (mAU) X X
(MAU) | (MAU) | (%) | (MAU) | (mAU) | (%)
1 3.607 [ 5.98815 | 54.8112
2 3.606 | 5.9723 | 55.3283
1 3 3.609 | 5.92445 | 54.4674 | 0.0620 | 5.9887 | 1.0354 | 0.4803 | 55.0875 | 0.8719
4 3.691 | 6.0913 | 55.1077
5 3.625 | 5.96737 | 55.7228
1 3.609 | 5.95403 | 54.3555
2 3.61 | 5.7292 | 51.6024
2 3 3.602 | 6.01409 | 54.148 | 0.1342 | 5.9548 | 2.2540 | 1.3708 | 53.8689 | 2.5447
4 3.609 | 5.99568 | 53.9344
5 3.61 | 6.08122 | 55.3043
1 3.894 | 6.27477 | 52.3819
2 3.645 | 5.84521 | 52.8531
3 3 3.663 | 5.63574 | 50.1715 | 0.2349 | 5.8926 | 3.9866 | 1.0853 | 51.8556 | 2.0930
4 3.66 | 5.8948 | 52.4793
5 3.662 | 5.81228 | 51.3923
1 3.746 | 6.15213 | 52.725
2 3.744 | 6.14139 | 52.725
4 3 3.762 | 6.05035 | 52.5136 | 0.2188 | 6.0496 | 3.6170 | 0.8828 | 52.5432 | 1.6802
4 3.744 | 5.67491 | 51.1525
5 3.728 | 6.22899 | 53.5999
Pr?g?aeld'o 0.1625 | 5.9714 | 2.7232 | 0.9548 | 53.3388 | 1.7974

Se nota que la variacion en la respuesta del equipo con respecto a la

concentracion de 1 pg/mL entre 4 inyecciones en dias diferentes es menor al 4

%, lo cual evidencia que se puede trabajar en dias distintos una muestra y la

variacion debido a esto no sera significativa.

3.2.2.2 Linealidad del sistema

3.2.2.2.1 Curva de calibracion*

A continuacion, en las Figuras 3.5y 3.6 se presentan los datos obtenidos de

la &reas y las alturas para B(a)P, respectivamente.
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Figura 3.5 Grafico de curva de calibracion de respuesta de equipo para area para
B(a)P

La recta ajustada por el método de minimos cuadrados presenta un coeficiente de

correlacién r 2= 0.99 lo que comprueba que el sistema presenta buena linealidad.

* Estas curvas tienen un ajuste. Consultar Anexo 1 para descripcion de este
ajuste.
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Figura 3.6 Grafico de curva de calibracion de respuesta de equipo para altura
para B(a)P

La recta ajustada por el método de minimos cuadrados presenta un coeficiente de
correlacién r 2= 0.99 lo que comprueba que el sistema presenta buena linealidad.

NOTA: Para estas curvas de calibracion, se tuvo que realizar un ajuste para
obtener un mejor coeficiente de linealidad. Consultar el Anexo 1 para una

explicacion detallada del ajuste mencionado.
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3.30PTIMIZACION DE LA EXTRACCION PARA LA TECNICA DE EFS Y
LINEALIDAD DEL METODO EFS-HPLC-UV

3.3.1 Recobro de latécnica de extraccion

En la seccion 2.4.1.3.1., se describe el procedimiento utilizado para la
extraccion de los HAP’s de las muestras acuosas (Bernal-Toris, 2015). Este
método fue optimizado al realizar una evaporacion de los extractos para
obtener mayor respuesta en el analisis cromatogréafico. En la Tabla 3.6 se
presentan los valores de los recobros obtenidos y sus variaciones cuando se

analizaron los extractos sin evaporar.

Tabla 3.6 Recobros y precision sin evaporacion del método EFS-HPLC-UV

Prueba Analito Recobro (%)

1 B(a)P 72
B(a)A 75

2 B(a)P 76
B(a)A 79

3 B(a)P 68
B(a)A 77

S (%) X (%) CV (%)

B(a)P 4.03 72 5.61
B(a)A 1.68 77 2.19

Del triplicado de la prueba se obtiene una variacion menor al 5.6 %, por lo que
se considera adecuado el método. Sin embargo, los recobros se observaron
relativamente bajos, pero estos resultados se mejoraron al efectuarse el

analisis de los extractos evaporados, los cuales se presentan en la Tabla 3.7

3.3.2 Precision (repetibilidad) de la técnica de evaporacion.

Tabla 3.7 Recobros y precision de la técnica de evaporacion

Recobro (%) 0 - 0

A B c S (%) X (%) CV (%)
B(a)P 90 92 96 3.04 93 3.27
B(a)A 87 102 92 7.49 93 8.01

En este caso, debido a que la variacion del triplicado es menor a 8 %, se

considera que la evaporaciéon es adecuada.
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3.3.3 Linealidad del método EFS-HPLC-UV
3.3.3.1 B(a)A
Los diferentes valores de area obtenidos del pico cromatografico del B(a)A a

diferentes concentraciones y sus variaciones se presentan en la Tabla 3.8 y de

forma grafica en la Figura 3.7

Tabla 3.8 Variacion entre inyeccion en un mismo dia a diferentes

concentraciones de B(a)A para el método de EFS-HPLC-UV

Concentracion en el Area =
extracto teorica (ug/mL) (mAU) X (mAU) (miu) Cv (%)
1.11
0.16 1.18 1.12 0.05 4.12
1.09
1.97
0.33 2.16 1.99 0.16 8.06
1.84
4.37
0.66 3.99 4.18 0.19 453
4.18
5.00
4.50 >
0o y = 6.1903x + 0.0571
=) 3.50 R?=0.9962
<Et 3.00
— 2.50
2. -
< 1.00 &
0.50
0.00
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7
Concentracion en el extracto tedrica (ug/mL)

Figura 3.7 Linealidad de método de EFS-HPLC UV para B(a)A

La recta ajustada por el método de minimos cuadrados presenta un coeficiente
de correlacion r 2= 0.99, por lo que se concluye que el método es lineal.

Para poder obtener el recobro global del método, en la Figura 3.8 se procede a
graficar la cantidad de analito agregada de B(a)A contra la cantidad recuperada

de analito de B(a)A, en ug.
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R?=0.9969
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Cantidad agregada (uQ)

Figura 3.8 Linealidad de método de EFS-HPLC-UV de B(a)A para visualizar
recobro global

De la figura se ve que la pendiente es 0.7025, y si multiplicamos este valor por
100 %, obtenemos: 0.7025*100 %= 70.25 % de recobro global.

Nota: En el Anexo 2 se muestran los céalculos para obtener cantidad

recuperada y cantidad agregada.

3.3.3.2B(@)P
Los diferentes valores de area obtenidos del pico cromatografico del B(a)P a
diferentes concentraciones y sus variaciones se presentan en la Tabla 3.9 y de

forma grafica en la Figura 3.9

Tabla 3.9 Variacion entre inyeccion en un mismo dia a diferentes

concentraciones de B(a)P para el método de EFS-HPLC-UV

Concentracioén en el ) S
extracto tedrica Area (mAU) X (MAU) CV (%)
(ug/mL) (MAY)

0.69

0.16 0.71 0.70 0.02 2.30
0.72
1.19

0.33 1.32 1.22 0.09 7.17
1.15
2.73

0.66 2.48 2.57 0.14 5.34
2.51
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Figura 3.9 Linealidad de método de EFS-HPLC UV para B(a)P

La recta ajustada por el método de minimos cuadrados presenta un coeficiente de

correlacién r 2= 0.99, por lo que se concluye que el método es lineal.

Para poder obtener el recobro global del método, en la Figura 3.10 se procede a

graficar la cantidad de analito agregada de B(a)P contra la cantidad recuperada

de analito de B(a)P, en ug.

3

Cantidad recuperada
(H9)

y =0.6232x

RZ=0.

0963

-0.3366

1

Cantidad agregada (ugQ)

2

3 4 5

Figura 3.10 Linealidad de método de EFS-HPLC-UV de B(a)P para visualizar
recobro global

De esta tabla se ve que la pendiente es 0.6232, y si multiplicamos este valor por
100 %, obtenemos: 0.6232*100 % = 62.32 % de recobro global.
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3.4 BIOENSAYOS CON MINI REACTORES

En los bioensayos se observaron las mismas tendencias en la remocion del
B(@)P y el B(a)A, ya que estos compuestos tienen estructuras similares (el
B(a)P solamente tiene 1 anillo aroméatico mas que el B(a)A), y aunque la
presencia de un analito no afecta la remocién del otro, este estudio es un buen
indicador de que si tuviera un sistema de varios HAP’s, podria efectuar de
remocion para todos estos.

NOTA: En el Anexo 3 se encuentran los resultados de las pruebas

estadisticas mas a detalle.

3.4.1 Efecto de tipo de reactor y el tipo de agitacién

3.4.1.1 Mini reactor de matraz con agitacion orbital

3.4.1.1.1 B(a)A

En la Tabla 3.11 se presenta la evaluacion de este mini reactor con agitacion
orbital en el remanente de B(a)A a lo largo del tiempo, y la Figura 3.11
presenta el grafico de la evaluacion de la remocion en el mini reactor de
agitacion orbital a lo largo del tiempo para el B(a)A. La velocidad de agitacion

fue de 50 rpm.

Tabla 3.11 Evaluacion de mini reactor de matraz con agitacion orbital de B(a)A

Remanente
Ensayo| de B(a)A X (ug) S (ug) CV (%)
(H9)
2.09

2.05 211 0.08 3.59
2.20
2.28
1.53 1.92 0.37 19.51
1.95
1.36
1.36 1.47 0.19 13.05
1.69
0.56
0.59 0.62 0.07 11.22
0.69

Tipo de Duracién
ensayo (horas)

Control

15

Bioensayo

15

O|W>IOTZ>IOTI>ONH >
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Reactor Matraz

100%
90%
80%
70%
60% T
50%
40%
30% B Ensayo en Matraz
20%
10%

0%

B Control en Matraz

Remocion

6 15
Tiempo (horas)

Figura 3.11 Evaluacion de mini reactor de matraz con agitacion orbital de
B(a)A (50 rpm)

De los resultados de la evaluacion anterior se observa que:

a) La remocion abidtica (sin algas o control) es demasiado lenta o es constante
conforme pasa el tiempo.

b) La remocion bibtica (con algas) aumenta conforme pasa el tiempo y la
remocion se diferencia de los blancos.

Estas dos observaciones fueron probadas como hipétesis en el andlisis
estadistico.

En el caso de los controles se dio como resultado que se acepta la hipotesis
nula, es decir no existe diferencia significativa estadisticamente entre el
porcentaje de remocion entre los controles (t = 0.432, t 2 0.05), lo que confirma
la observacion a) anterior. Para el caso de los ensayos, el conjunto de datos
para 6 horas no cumplié el supuesto de normalidad (el valor de significancia (p)
para la prueba de Shapiro-Wilk del andlisis estadistico es menor a 0.05),
condicion necesaria para realizar la prueba t, por lo tanto, desafortunadamente
no se puede emplear esta prueba para ver si existe diferencia significativa entre
las medias de forma estadistica. Sin embargo, se puede ver en la Figura 3.11
gue el intervalo de incertidumbre del triplicado a 6 horas no se traslapa con el
intervalo de incertidumbre a 15 horas, por lo que se puede concluir (aunque sin

una herramienta estadistica), que el tiempo si afecta en la remocion biotica
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(ensayos con algas), y esto confirma la observacion b) anterior. También es
notorio que la remocién es mayor en los bioensayos que en los controles; de
igual manera se puede observar que a mayor tiempo de exposicion la remocién

aumenta.

3.4.1.1.2 B(a)P

A continuacion en la Tabla 3.12 se presenta la evaluacion del efecto del tipo de
agitacion orbital de este mini reactor en el remanente de B(a)P a lo largo de
tiempo, y en la Figura 3.12 se presenta el grafico de la evaluacion de la
remocion en el mini reactor de agitacién orbital a lo largo del tiempo para el
B(a)P.

Tabla 3.12 Evaluacion de mini reactor de matraz con agitacion orbital de B(a)P

Remanente
Ensayo| de B(a)P X (ug) S (ug) CV (%)
(H9)
2.06

2.25 2.22 0.15 6.84
2.36
2.11
1.76 2.00 0.20 10.26
2.12
1.77
1.68 1.85 0.22 12.02
2.10
1.04
1.00 1.03 0.03 3.25
1.06

Tipo de | Duracion
ensayo (horas)

Control

15

Bioensayo

15

O®>IOTMZ>OTI>OL >
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Reactor Matraz

100%
90%
80%
70%

60%
50%
H Controles

40%
30% H Ensayos
20%
10%

0%

6 15

Tiempo (horas)

Remocion

Figura 3.12 Evaluacion de mini reactor de matraz con agitacion orbital de
B(a)P (50 rpm)

De lo anterior se derivan dos observaciones:

a) El control solo se ve afectado poco a lo largo del tiempo, es decir, la
remocién abidtica entre un tiempo de 6 horas a 15 horas es practicamente
constante.

b) En los bioensayos se comprueba lo que era esperable, a mayor tiempo
mayor remocion presenta la microalga y la remocion se diferencia de los
blancos.

Estas observaciones consideradas como hipétesis se analizaron
estadisticamente.

En el caso de los controles, el conjunto de datos para 15 horas no cumplio el
supuesto de normalidad (valor de significancia (p) de la prueba de Shapiro-Wilk
es menor a 0.05), condicidon necesaria para realizar la prueba t, por lo tanto,
desafortunadamente no se puede emplear esta prueba para ver si existe
diferencia significativa entre las medias de forma estadistica. Sin embargo, se
puede ver en la Figura 3.12 que el intervalo de incertidumbre del triplicado a 6
horas se traslapa con el intervalo de incertidumbre a 15 horas, por lo que se

puede concluir (aunque sin una herramienta estadistica), que el tiempo no
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afecta en la remocién abibtica (ensayos sin algas), y esto confirma la
observacion a) anterior.

En el caso de los ensayos, a pesar de que tampoco se pudo realizar la prueba
t para visualizar si existe diferencia significativa entre las medias en la
experimentacion de controles para este mini reactor debido a que no se cumple
el supuesto de igualdad de varianzas, se puede ver en la Figura 3.12 que el
intervalo de incertidumbre del triplicado a 6 horas no se traslapa con el intervalo
de incertidumbre a 15 horas, por lo que se puede concluir (aunque sin una
herramienta estadistica), que el tiempo si afecta en la remocion bidtica
(ensayos con algas), y esto confirma la conclusién b) anterior. También con
esto se puede observar el efecto de la microalga, ya que la remocion es mayor
en los ensayos que en los controles; también se puede observar que a mayor
tiempo de exposicion la remocion aumenta.

Comparando los valores de % de remocion bidtica entre el B(a)A y el B(a)P, se
observa que siempre se tienen valores mayores para el B(a)A, indicando que
este compuesto, siendo mas pequefio y menos hidréfobo, es mas facil de

remover por la microalga.

3.4.1.2 Mini reactor de lote con agitacion magnética

3.4.1.2.1 B(a)A

A continuacion en la Tabla 3.13 se presenta la evaluacion del efecto del tipo de
agitacion magnética del mini reactor de lote con agitacibn magnética en el
remanente de B(a)A a lo largo del tiempo, y en la Figura 3.13 se presenta el
grafico de la evaluacion de la remocion en el mini reactor de agitacion

magnética a lo largo del tiempo para el B(a)A.
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Tabla 3.13 Evaluacién de mini reactor de matraz con agitacion magnética de B(a)A

Remanente

Ensayo de X(ug) | S (ug) | CV (%)
B(@)A (u9)
2.18
1.65 2.02 0.32 15.84
2.22
1.89
1.41 1.68 0.25 14.58
1.74
0.90
0.63 0.81 | 0.16 19.75
0.90
1.80
1.84 1.80 0.04 2.10
1.76
0.78
0.79 0.82 0.07 8.14
0.90
0.28
0.29 0.31 | 0.05 17.35
0.38

Tipo de | Duracion
ensayo (horas)

Control 6

15

Bioensayo 6

15

OB >0 IP>PIOT>PORNP>IONE > ONLN>

Reactor Agitacion Magnética

100%
90%

80%
70%
60% il
50%
40% B Control AMagnética
30% B Ensayo AMagnética
20%
10%

0%

4 6 15

Tiempo (horas)

Remocion

Figura 3.13 Evaluacién de mini reactor de lote con agitacion magnética de
B(a)A. (Aprox. 90 rpm)
De la evaluacion anterior se observa que:

a) La remocién abidtica (sin algas, control) aumenta conforme pasa el tiempo.
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b) La remocion bidtica (con algas) aumenta conforme pasa el tiempo, y es
mayor que la remocion abiética, aunque solamente después de las 6 h.

Las observaciones se consideran como hipotesis en el analisis estadistico.

En el caso de controles, se encontr6 que hay diferencia significativa entre las
medias de forma general (p < 0.05, para analisis ANOVA). Esto confirma la
observacion a) anterior, que estipula que efectivamente la velocidad de
agitacion influye en la remocién abidtica (sin algas).

A continuacion, en la Tabla 3.14 se presenta el analisis estadistico (Prueba
Post Hoc) resumido para visualizar de mejor manera, entre qué medias, es
decir, entre que medias de tiempos de incubacion o entre que valores medidos
de los tiempos de incubacién utlizados, existe diferencia estadistica

significativa.

Tabla 3.14 Analisis estadistico de controles (Prueba Post Hoc) de B(a)A

. . . . ¢ Existe diferencia
Media de Tiempo | Media de Tiempo o
estadistica
(horas) (horas) o
significativa?
6.00
4.00 15.00 Si
4.00
6.00 15.00 Si
4.00 Si
15.00 6.00 Si

Se puede observar, que existe diferencia significativa entre los tiempos de 4 y
15 horas, pero no entre 4 y 6 horas, por lo que se puede ver que para que se
asegure un efecto de remocion abiotico real es necesario que transcurra un
tiempo mayor a 6 horas. Estos resultados estadisticos también confirman la
observacion a) anterior.

En el caso de los bioensayos, se encontré que si hay diferencia significativa
entre las medias de forma general de los 3 tiempos de exposicion (p < 0.05)
para prueba ANOVA). Esto confirma la conclusidn b) anterior, que estipula que
efectivamente la velocidad de agitacién influye en la remocién bidtica (con

algas).
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A continuacion en la Tabla 3.15 se presenta el andlisis estadistico (Prueba
Post Hoc) resumido para visualizar de mejor manera, entre qué medias de los

tiempos de exposicidn existe diferencia estadistica significativa.

Tabla 3.15 Analisis estadistico de controles (Prueba Post Hoc) de B(a)A

¢ Existe
Media de Tiempo Media de diferencia
(horas) Tiempo (horas) estadistica

significativa?

6.00 Si
4.00 15.00 Si
4.00 Si
6.00 15.00 Si
4.00 Si
15.00 6.00 Si

Se puede observar, que si existe diferencia significativa entre todas las medias,

lo que también confirma la observacion b) anterior.

En la Figura 3.13 anterior también se puede visualizar que el efecto de la
remocioén por la microalga, en este mini reactor de lote con agitacion magnética
es mayor en los ensayos que en los controles y que a mayor tiempo de
exposicion la remocidon aumenta. Un aspecto conveniente a notar es que a las
6 horas se presenta la diferencia mayor entre el efecto de remocion en el

control y el ensayo.

3.4.1.2.2 B(a)P

A continuacion en la Tabla 3.16 se presenta la evaluacion del efecto del tipo de
agitacion magnética de este mini reactor en el remanente de B(a)P a lo largo
de tiempo, y la Figura 3.14 se presenta el grafico de la evaluacién de la
remocién en el mini reactor de agitacion magnética a lo largo del tiempo para
el B(a)P.
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Tabla 3.16 Evaluacién de mini reactor de matraz con agitacion magnética de
B(@)P

Remanente

Tipo de | Duracion de < S CV (%
ensayo (horas) Ensayo X (1) (H9) (%)
B(@)P (ng)

2.79
2.06 2.27 | 0.46 | 20.17
1.95
211
1.57 1.86 | 0.28 | 14.84
1901
1.03
0.57 0.89 | 0.28 | 31.27
1.06
2.04
2.03 2.09 | 0.09 4.53
2.20
1.18
0.96 112 | 0.14 | 12.25
1.22
0.40
0.55 0.52 | 0.11 | 20.50
0.61

Control 6

15

Bioensayo 6

15

OB Z|IO0T@Z>IOTI>OTI>OE N> O LM >

Reactor Agitacion Magnética

100%
90%
80%

T

70%
60%
50% ||
40% H Controles
30% M Ensayos
20%
10%

0%

4 6 15

Tiempo (horas)

Remocidn

Figura 3.14 Evaluacién de mini reactor de lote con agitacion magnética de
B(a)P. (Aprox. 90 rpm)
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De la evaluacion anterior se obtienen dos observaciones:

a) La remocién abiodtica (sin algas o control) aumenta conforme pasa el tiempo.
b) La remocion biética (con algas) aumenta conforme pasa el tiempo, y es
mayor que la remocion abittica

Las observaciones anteriores se consideraron como hipotesis estadisticas.

En el caso de los controles, se encontré que hay diferencia significativa entre
las medias de forma general (p < 0.05, para analisis ANOVA). Esto sustenta la
observacion a) anterior, que estipula que efectivamente la velocidad de
agitacion influye en la remocioén abidtica (sin algas). Ademas, en el siguiente
analisis Post Hoc resumido, en la Tabla 3.17, se observa entre qué conjuntos

de datos se presentan diferencias significativas.

Tabla 3.17 Andlisis estadistico de controles (Prueba Post Hoc) de B(a)P

¢ Existe
Media de Tiempo Media de diferencia
(horas) Tiempo (horas) estadistica

significativa?

6.00

4.00 15.00 Si
4.00

6.00 15.00 Si
4.00 Si

15.00 6.00 Si

Y efectivamente, con la excepcidon del tiempo 4 al 6, entre todos los tiempos
hay diferencia significativa estadisticamente entre medias, confirmando la
observacion a) anterior.

En el caso de bioensayos, se encontrd que si hay diferencia significativa entre
las medias de forma general de los 3 tiempos de exposicion (p < 0.05) para
prueba ANOVA). Esto confirma la observacion b) anterior, que estipula que
efectivamente la velocidad de agitacion influye en la remocion bidtica (con

algas).

A continuacion en la Tabla 3.18 se presenta el andlisis estadistico resumido
(Prueba Post Hoc) para visualizar de mejor manera, entre qué medias existe

diferencia estadistica significativa.
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Tabla 3.18 Analisis estadistico de ensayos (Prueba Post Hoc) de B(a)P

¢ Existe
Media de Tiempo Media de diferencia
(horas) Tiempo (horas) estadistica

significativa?

6.00 Si

4.00 15.00 Si

4.00 Si

6.00 15.00 Si

4.00 Si

15.00 6.00 Si

Los resultados estadisticos anteriores confirman que, hay una diferencia
significativa estadisticamente entre las medias de todas las poblaciones,

confirmando la observacién b) anterior.

En la Figura 3.14 anterior se puede visualizar mejor que el efecto de la
remocion por la microalga, en este mini reactor de lote con agitacion magnética
es mayor en los bioensayos que en los controles; también se puede observar
gue a mayor tiempo de exposicion la remocion aumenta. Un aspecto
conveniente a notar es que a las 6 horas se presenta la diferencia mayor entre
el efecto de remocion en el control y el ensayo.

Comparativamente se encontré mayor remocion para B(a)A que para B(a)P, al

igual que con el reactor anterior.

3.4.1.3 Mini reactor de lote con agitacidn por recirculacion

3.4.1.3.1 B(a)A

A continuacion en la Tabla 3.19 se presenta la evaluacion del efecto del tipo de
agitacion por recirculacion del mini reactor de lote con agitacidn por
recirculacion en el remanente de B(a)A a lo largo de tiempo, y la Figura 3.15
se presenta el gréfico de la evaluacién de la remocion en el mini reactor de

agitacion por recirculaciéon a lo largo del tiempo para el B(a)A.
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Tabla 3.19 Evaluacion de mini reactor de matraz con agitacion por recirculacion
de B(a)A

Remanente

Tipo de Duracién de < S CV (%
ensayo (horas) Ensayo (o) (H9) o
B(@)A (ng)

0.28
0.56 0.42 0.14 33.26
0.41
ND
0.07 0.05 0.02 38.57
0.04
0.06
0.15 0.09 0.05 59.49
0.05
0.31
0.30 0.32 0.02 6.96
0.34
0.27
0.20 0.27 0.07 24.20
0.33
0.08
0.04 0.07 0.02 32.00
0.09

Control 6

15

Bioensayo 6

15

O|T>0W>0m>0wW>0w> 0w >

ND: Valor no detectado. Este fue un valor omitido para calculos de promedio,
desviacion estandar, y CV ya que un valor cercano a cero tiene mucha posibilidad

de encontrarse erréneo.

Reactor Recirculacion

100%

90%
80%
70%
60%
50%
40% B Control RRec
30% W Ensayos RRec
20%
10%

0%

4 6 15

Tiempo(horas)

Remocidn

Figura 3.15 Evaluacion de mini reactor de lote con agitacion por recirculacion
de B(a)A. (A flujo de 1 mL/min).
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3.4.1.3.2B(a)P

A continuacion en la Tabla 3.20 se presenta la evaluacion del efecto del tipo de
agitacion por recirculacion de este mini reactor en el remanente de B(a)P a lo
largo de tiempo, y la Figura 3.16 presenta el gréfico de la evaluacion de la
remocion en el mini reactor de agitacion por recirculacion a lo largo del tiempo

para el B(a)P.

Tabla 3.20 Evaluacion de mini reactor de matraz con agitacion por recirculacion
de B(a)P

Remanente

Ensayo de X (1g) S (ug) CV (%)

B(@)A (u9)
0.35

Tipo de | Duracién

ensayo (horas)

0.89 0.57 0.28 | 49.06

0.47
ND
0.09 0.07 0.02 28.28
0.06
0.08
0.15 0.10 0.04 36.30
0.08
0.58
0.58 0.52 0.10 19.13
0.40
0.38
0.29 0.36 0.06 16.40
0.40
0.11
0.07 0.09 0.02 25.24
0.09
ND: Valor no detectado. Este fue un valor omitido para calculos de promedio,

Control 6

15

Bioensayo 6

15

OB >0|w>» 0l o> olw|> 0|l >

desviacién estandar y CV, ya que un valor cercano a cero tiene mucha

posibilidad de encontrarse erréneo.
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Reactor Recirculacion

100%

90% —F

80%
70%
60%

50%

B Controles

Remocion

40%

H Ensayos
30%

20%
10%
0%

4 6 15
Tiempo (horas)

Figura 3.16 Evaluacion de mini reactor de lote con agitacion por recirculacion
de B(a)P. (A 1 mL/min)

Los resultados que se observan tanto para B(a)A como para B(a)P son
proporcionales entre la remocion y el tiempo. Sin embargo, las concentraciones
remanentes fueron muy bajas (es decir, una remocion alta), cercanas a los
limites de cuantificacion y con mucha variabilidad, lo que no permite ver
claramente esta relacidon de proporcionalidad como en los dos anteriores
reactores, es decir, aun cuando se puede observar que para los bioensayos a
mayor tiempo se tiene mayor remocién, no se observa lo mismo con los
controles, ya que de 4 a 6 horas aumenta y 6 a 15 horas se presenta una
disminucién. Estos resultados se justifican con los siguientes puntos:

1) El hecho de que desde las 4 horas se presentaron remociones altas, muy
cercanas los 4 pg totales del ensayo (100 % de remocion), se debe a que se
obtuvo una sefial muy pequefia del remanente de HAP lo que se acerco al
limite de deteccion, por lo cual, a esas cantidades tan pequefias de
concentracion de HAP’s medidas, la precisién disminuyd bastante, y se tuvo
mayor error.

2) Este disefio de reactor cuenta con una manguera de silicon, a la cual, los

HAP’s se adsorben en gran medida, razén por la cual este dispositivo presenta
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remociones tan altas, siendo muy significativo el efecto de la remocion abiética
(por la adherencia a la manguera de los analitos), que impidid una correcta
evaluacion del efecto de la remocion bidtica (por parte de la microalga).

Por lo anterior, no se considera de utilidad realizar pruebas estadisticas a estos
resultados, pero si se evidencia la necesidad de manejar materiales inertes en

las mangueras.

3.4.1.4 Evaluacion y seleccion de reactor

1) Por las razones anteriormente expuestas, el reactor de recirculacion resultd
demasiado inconveniente debido a que los HAP’s se adsorben en la manguera,
por lo cual, a volumenes tan pequefios como los que se manejaron para este
experimento, este efecto de adsorcion resultd muy significativo. Tal vez en un
volumen mucho mayor, este reactor pudiera ser estudiado de mejor manera,
para que este efecto de adsorcion afecte la remocion del sistema. También el
efecto de sorcién a las mangueras seria menor si se utilizaran materiales mas
inertes.

2) Por lo tanto, se seleccion6 el mini reactor de agitacion magnética justificando
con las siguientes razones:

e EIl mini reactor de agitacion magnética tiene una tendencia a la remocion por
parte de la microalga superior al de agitacion orbital a 1as 15 horas. La Tabla

3.21 expone esto resultados de manera numérica.
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Tabla 3.21 Comparacién de remocién en el tiempo mayor entre los dos

primeros mini reactores para ambos HAP’s.

Hg removidos a 15 horas

(H9)

Remocion a 15 horas (%)

Mini reactor de

Mini reactor con

Mini reactor de

Mini reactor con

o _ agitacion L _ agitacion
agitacion orbital . agitacion orbital .
magnética magnética
B(a)A 3.38 3.69 85 92
B(a)P 2.97 3.61 74 90

e Es mas conveniente utilizar este reactor para el andlisis posterior, donde se

disminuye y aumenta la velocidad de agitacion, debido a que la mosca dentro

del reactor solamente girara mas rapido, mientras que en el reactor en

agitacion orbital, no se puede incrementar demasiado la velocidad ya que

incrementara la brusquedad y esto pudiera dafiar y/o romper el matraz.

e En la Figura 3.17, y la Tabla 3.22 se muestra un estudio comparativo de

remocién contra tiempo para este mini reactor con agitacion magnética para
B(a)Ay B(a)P.
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Tabla 3.22 Estudio comparativo de remocion contra tiempo de mini reactor de agitacion magnética para B(a)A 'y B(a)P

B(a)P B(a)A
Tipo de Duracion Remanente | Remocién X S CV | Remanente | Remocion X S Ccv
ensayo Ensayo (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
A 69.79% 30.21% 54.55% 45.45%
4 B 51.46% 48.54% 0.43 0.11 26.39 41.21% 58.79% 0.50 0.08 16.10
C 48.79% 51.21% 55.48% 44.52%
A 52.86% 47.14% 47.29% 52.71%
Control 6 B 39.17% 60.83% 0.53 0.07 12.93 35.30% 64.70% 0.58 0.06 10.56
C 47.66% 52.34% 43.47% 56.53%
A 25.84% 74.16% 22.55% 77.45%
15 B 14.15% 85.85% 0.78 0.07 8.89 15.65% 84.35% 0.80 0.04 5.02
C 26.42% 73.58% 22.62% 77.38%
A 51.05% 48.95% 44.93% 55.07%
4 B 50.72% 49.29% 0.48 0.02 4.95 45.96% 54.04% 0.55 0.01 1.72
C 54.97% 45.03% 44.07% 55.93%
A 29.47% 70.53% 19.47% 80.53%
Bioensayo 6 B 24.09% 75.91% 0.72 0.03 4.77 19.69% 80.31% 0.79 0.02 2.10
C 30.47% 69.53% 22.47% 77.53%
A 10.08% 89.92% 7.04% 92.96%
15 B 13.63% 86.37% 0.87 0.03 3.06 7.13% 92.87% 0.92 0.01 1.48
C 15.30% 84.70% 9.45% 90.55%
Pé‘;rr‘:glo 0.64 006 |10.17 0.69 0.04 6.17
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Estudio Comparativo de B(a)A y B(a)P para
mini reactor de agitacion magnética

100%
90%
80% il
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

H Control B(a)P

M Ensayo B(a)P

Remocion

Control B(a)A

M Ensayo B(a)A

4 6 15
Tiempo (horas)

Figura 3.17 Estudio comparativo de remocion contra tiempo de mini reactor de

agitacion magnética para B(a)A 'y B(a)P

En esta gréafica se muestra el aumento de la remocion para ambos HAP’s y se

rescata lo siguiente:

e Tanto para los experimentos de controles como de ensayos, al aumentar el
tiempo la remocion aumenta.

e La remocioén tiene el mismo comportamiento descrito en el punto anterior
para ambos HAP’s.

e A las 6 horas es donde se observa la mejor diferencia entre las
experimentaciones de control y de ensayo para ambos HAP's.

e En todos los ensayos siempre se mostréO una mayor tendencia a remover
mayor cantidad de B(a)A que de B(a)P, y esto es totalmente I6gico, ya que el
B(a)A tiene menor tamafio molecular, y por lo tanto le es mas facil a la
microalga dentro de la esfera del alginato (y también a la esfera de alginato
sin microalgas en el ensayo de control) degradarlo. Sin embargo, en los

tiempos largos (15 h) la remocion para ambos compuestos es muy parecida.
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3.4.2 Efecto de velocidad de agitaciobn (mini reactor con agitacién
magnética)
Con el mini reactor de agitacion magnética se estudio el efecto de la velocidad

de agitacion en la remocion en los dos HAP’s en estudio.

3.4.2.1 B(a)A

A continuacion en la Tabla 3.23 se presenta la evaluacion del efecto de la
velocidad de la agitaciébn magnética de este mini reactor en el remanente de
B(a)A a lo largo de tiempo, y la Figura 3.18 presenta el grafico de la evaluacién
del efecto de la velocidad de agitacion en la remocion. El tiempo de exposicion

fue de 6 horas.

Tabla 3.23 Evaluacion de mini reactor de matraz con agitacion magnética de

B(a)A a 6 horas de exposicion
Velocidad
aproximada Ensayo Remanente (ug) | X (Ug) S (uQ) CV (%)

(rpm)

Tipo de

ensayo

1.71
1.99 1.79 0.17 9.35
1.69
1.89
141 1.68 0.25 14.58
1.74
2.21
1.98 1.98 0.23 11.51
1.75
1.46
1.19 1.45 0.25 17.02
1.69
1.50
1.13 1.34 0.19 13.97
1.38
0.78
0.79 0.82 0.07 8.14
0.90
0.51
0.75 0.63 0.12 19.13
0.65
1.17
0.90 0.96 0.19 19.48
0.81

90

Control

300

600

90

Bioensayo

300

600

O|m>Z|IO|WZ|O|W>O|W>0E>0OW>0wm>0w >
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Efecto de la velocidad contra remocion de
B(a)A

100%
90%

80%
70% T
60% ]
50%
40%
30% M Bioensayos
20%
10%

0%

0 90 300 600

Velocidad (rpm)

Remocion

H Controles

Figura 3.18 Evaluacion de velocidad de agitacion contra remocion en mini

reactor de lote con agitacion magnética de B(a)A a 6 horas de exposicion

De esta evaluacion se obtienen tres observaciones:

a) La remocion de los ensayos abioticos (controles sin algas) no tiene que ver
con la velocidad de agitacion.

b) La remocion de los ensayos bidticos (con algas) si tiene que ver con la
velocidad de agitacion.

c) A mayor velocidad de agitacion aumenta la remocion, pero hay una
velocidad o6ptima, en la cual, al sobrepasarse, comienza a disminuir la

remocion.

Para el analisis estadistico de controles, el valor de significancia p = 0.05,
por lo cual, se concluye que no hay diferencia significativa estadisticamente
entre las medias de forma general.

Esto confirma la observacion a) anterior, ya que no existe diferencia

significativa estadisticamente entre las medias de los controles.

Para el andlisis estadistico de ensayos, el valor de significancia p < 0.05, por
lo cual, se concluye que hay diferencia significativa estadisticamente entre las

medias de forma general.
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Esto confirma la observacion b) anterior, que estipula que efectivamente la
velocidad de agitacion influye en la remocidn bidtica (ensayo con algas).

A continuacion, en la Tabla 3.24 se presenta el andlisis estadistico (Prueba
Post Hoc) resumido para visualizar de mejor manera, entre qué medias existe
diferencia estadistica significativa para las velocidades de agitacién.

Tabla 3.24 Analisis estadistico de ensayos (Prueba Post Hoc) de B(a)A

¢ Existe
diferencia
Velocidad (rpm) | Velocidad (rpm) _
estadistica
significativa?
90 Si
0 300 Si
600
0 Si
90 300
600
0 Si
300 90
600
0
600 90
300

Esta prueba confirma la observacion c) anterior, ya que, se muestra diferencia
significativa entre la media de conjuntos de datos de la velocidad cero y las
demas velocidades, a excepcién de la velocidad cero con la velocidad mas alta
(600 rpm), con lo cual, se confirma que, llega un punto que si la velocidad es

muy alta, este efecto beneficioso que pudo aportar la velocidad, se pierde.

3.4.2.2 B(a)P

A continuacion en la Tabla 3.25 se presenta la evaluacion del efecto de la
velocidad de agitacion por agitacion magnética de este mini reactor en el
remanente de B(a)P a lo largo de tiempo, y la Figura 3.19 presenta el grafico

de la evaluacion del efecto de la velocidad de agitacién en la remocion.
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Tabla 3.25 Evaluacién de mini reactor de matraz con agitacion magnética de
B(a)P

Velocidad _
aproximada | Ensayo | Remanente (ug) | X (M9) | S (M9) | CcV (%)

(rpm)

Tipo de
ensayo

1.81
2.02 1.84 | 0.17 9.33
1.68
211
1.57 1.86 0.28 | 14.84
1.91
2.50
2.22 2.20 0.30 | 13.79
1.89
1.96
1.75 191 0.15 7.78
2.03
1.61
1.44 1.53 0.09 5.73
1.55
1.18
0.96 112 0.14 | 12.25
1.22
0.75
1.08 0.95 0.17 | 18.26
1.01
1.36
1.23 1.33 0.09 6.58
1.40

90

Control

300

600

90

Bioensayo

300

600

O® >0 OO IONB IO NIOR OB
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Efecto de velocidad contra remocion de B(a)P

100%

90%

80%

70%

60%
50% T
H Control
0,

40% B Bioensayo
30%
20%
10%

0%

0 90 300 600

Velocidad (rpm)

Remocion

Figura 3.19 Grafico de Evaluacion de velocidad de agitacion contra remocion

en mini reactor de lote con agitacion magnética de B(a)P a 6 horas

De esta evaluacion se obtienen tres observaciones:

a) La remocion de los ensayos abioticos (controles sin algas) no tiene que ver
con la velocidad de agitacion.

b) La remocion de los ensayos biodticos (con algas) tiene que ver con la
velocidad de agitacion.

c) A pesar de que a mayor velocidad de agitaciéon aumenta la remocion, parece
ser que hay una velocidad Optima, en la cual, al sobrepasarse, comienza a

disminuir la remocion.

Para el analisis estadistico de controles, el valor p = 0.05, por lo cual, se
concluye que no hay diferencia significativa estadisticamente entre las medias
de forma general.

Esto confirma la observacion a) anterior, ya que no existe diferencia

significativa estadisticamente entre las medias.
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Para el analisis estadistico de ensayos, el valor p < 0.05, por lo cual, se
concluye que hay diferencia significativa estadisticamente entre las medias de
forma general. Estos resultados estadisticos confirman la observacion b)
anterior.

A continuacion en la Tabla 3.26 se presenta el andlisis estadistico (Prueba
Post Hoc) para visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia
estadistica significativa.

Tabla 3.26 Analisis estadistico de ensayos (Prueba Post Hoc) de B(a)P

¢ Existe
diferencia
Velocidad (rpm) | Velocidad (rpm) _
estadistica
significativa?
90 Si
0 300 Si
600
0 Si
90 300
600
0 Si
300 90
600 Si
0
600 90
300 Si

Esta prueba confirma la observacion c) anterior, ya que, se muestra diferencia
significativa entre la media de conjuntos de datos de la velocidad cero y las
demas velocidades, a excepcion de la velocidad mas alta (600 rpm) con la
velocidad cero, con lo cual, se confirma que llega un punto que si la velocidad

es muy alta, este efecto beneficioso que pudo aportar la velocidad, se pierde.

3.4.2.3 Discusion de la evaluacion

Para ambos HAP’s se puede observar en los bioensayos, que la agitacion
efectivamente mostro efecto en la remocién de HAP, ya que a medida que fue
aumentando la agitacion, la remocién fue mayor. Esto debido a que la agitacién
provoca una distribucion de HAP’s homogénea en todo el volumen de agua, lo
gue trae como consecuencia que la mayor cantidad de HAP estd en contacto
con la mayor cantidad de microalgas distribuidas en todo el volumen de agua.

Sin este efecto de la agitacion, los HAP’s solamente estarian en contacto con
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una parte de las microalgas y la mayor parte de los HAP’s no estaria en
contacto con las demas microalgas por estar sedimentadas.

Aunque también los resultados mostraron que llega un punto en que si la
velocidad es demasiada, los analitos que circulan en el medio acuoso viajan
tan rdpido que no tienen oportunidad de interaccionar de manera adecuada, y

este efecto de desventaja aumenta conforme aumenta la velocidad.

En cuanto al control, se puede observar que no hay variacion significativa a
mayor o menor velocidad, y si la hay, se puede atribuir a variaciones

experimentales.

3.4.3 Efecto de aumento de cantidad de masa y volumen

3.4.3.1 Mini reactor pequefio (50 mL)

3.4.3.1.1 Resultados y evaluaciones estadisticos

A continuacion en la Tabla 3.27 se presenta la evaluacion del efecto del
aumento del volumen (y de la masa, debido a que se mantuvo concentracion
constante) de HAP’s, en el mini reactor de agitacion magnética en el remanente

de B(a)A y B(a)P a 6 horas de exposicion, y en la Figura 3.20 se presenta el

grafico de la evaluacidon de este mismo efecto a 6 horas para B(a)A y B(a)P.
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Tabla 3.27 Evaluacion del efecto del aumento del volumen (y de la masa, debido a que se mantuvo concentracion

constante) de HAP’s, para el mini reactor de agitacion magnética (50 mL) en el remanente de B(a)A y B(a)P a 6 horas

de exposicion.

Me?]sSgd?pI;gP Remanente | Remanente % de cv cv
Tipo de Volumen mantener Remanente Remanente X de Remanente S S (%) (%)
ensayo (mL) concentracion Ensayo | B(a)A (ug) B(a)P (ug) de B(a)A de I?(a)A Remanente | de ?(a)P B(a)A | B(a)P B()A | B(a)P
constante de (u9) (%) de B(a)P (%) (Hg) | (M9)
0.266 ug/mL) CY)
A 2.21 2.5
15 4 B 1.98 2.22 1.98 49.50 2.20 55.08 0.23 0.31 | 11.62 | 13.86
C 1.75 1.89
A 5.82 7.6
Control 30 8 B 5.82 7.96 5.61 70.17 7.49 93.67 0.36 | 0.53 | 6.38 | 7.05
C 5.2 6.92
A 8.40 9.89
40 10.67 B 8.19 8.93 8.97 84.06 9.35 87.64 1.17 0.49 | 13.10 | 5.26
C 10.32 9.23
A 0.51 0.75
15 4 B 0.75 1.08 0.64 15.92 0.95 23.67 0.12 | 0.17 | 18.94 | 18.37
C 0.65 1.01
A 5.28 5.16
Bioensayo 30 8 B 3.7 4.04 4.36 54.50 5.05 63.17 0.82 | 0.96 | 18.84 | 19.09
C 4.1 5.96
A 9.04 10.67
40 10.67 B 8.21 9.60 8.68 81.31 9.86 92.39 042 | 0.72 | 486 | 7.26
C 8.77 9.31
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Efecto del aumento de volumen (y masa) contra
remocion en mini reactor de 50 mL
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Figura 3.20 Evaluacion del efecto del aumento del volumen y de la masa de
HAP (manteniendo concentracion constante) en la remociéon a 6 horas de

exposicion para B(a)Ay B(a)P.

De la evaluacion se observa que la remocion abiética (control sin algas) y
bidtica (ensayo con algas) disminuyen cuando la masa de analitos y el volumen
es mayor (aunque la concentracion de analitos sea la misma).

En el caso de la mayor cantidad de masa y volumen (10 pg/ 40 mL) ya no se
observan diferencias entre controles y bioensayos. Es de notarse que las
microalgas necesitan mas tiempo para remover esas cantidades y hacer

notoria la degradacion.

Evaluaciones estadisticas para B(a)A

Para el analisis estadistico de controles, el valor de significancia p < 0.05,
por lo cual, se concluye que hay diferencia significativa estadisticamente entre
las medias de forma general. Esto confirma la observacién anterior, que
estipula que efectivamente la cantidad de volumen y de masa influyen en la

remocién abidtica (ensayo sin algas) disminuyendo.
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A continuacion, en la Tabla 3.28 se presenta el analisis estadistico (Prueba
Post Hoc) resumido para visualizar de mejor manera, entre qué medias existe

diferencia estadistica significativa.

Tabla 3.28 Andlisis estadistico de controles en reactor de 50 mL (Prueba Post
Hoc) de B(a)A

¢ Existe
diferencia
Volumen (mL) Volumen (mL) o
estadistica
significativa?
30.00 Si
15.00 40.00 Si
15.00 Si
30.00 40.00
15.00 Si
40.00 .30.00

Se puede ver que hay diferencia significativa entre todas las medias, a
excepcion de la de entre los dos volumenes mayores (30 y 40 mL), lo que nos
indica que llega un punto en que si se aumenta el volumen vy la cantidad de
masa de analito todavia mas, la capacidad de remocion abidtica ya no dara
para mas.

Para el analisis estadistico de ensayos, el valor p < 0.05, por lo cual, se
concluye que hay diferencia significativa estadisticamente entre las medias de
forma general.

Esto confirma la observacion anterior, que estipula que efectivamente la
cantidad de volumen y masa influyen en la remocion bidtica (ensayo con
algas).

A continuacion, en la Tabla 3.29 se presenta el analisis estadistico (Prueba
Post Hoc) resumido para visualizar de mejor manera, entre que medias existe

diferencia estadistica significativa.
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Tabla 3.29 Analisis estadistico de ensayos en reactor de 50 mL (Prueba Post
Hoc) de B(a)A

¢ Existe
diferencia
Volumen (mL) Volumen (mL) o
estadistica
significativa?
30.00 Si
15.00 40.00 Si
15.00 Si
30.00 40.00 Si
15.00 Si
40.00 .30.00 Si

Los resultados estadisticos anteriores confirman la observacion anterior, ya que
efectivamente, hay diferencias estadisticas significativas entre todas las medias
y por esto también se confirma que cuando aumenta la masa de analito y su
volumen (aunque la concentracion sea la misma) disminuye la remocion

bidtica, segun la tendencia vista en la grafica.

Evaluaciones estadisticas para B(a)P

Para el analisis estadistico de controles, el valor p < 0.05, por lo cual, se
concluye que hay diferencia significativa estadisticamente entre las medias de
forma general.

Esto confirma la observacion anterior, que estipula que efectivamente la
cantidad de volumen y masa influyen en la remocion abibtica (ensayo sin
algas).

A continuacion en la Tabla 3.30 se presenta el analisis estadistico (Prueba
Post Hoc) resumido para visualizar de mejor manera, entre qué medias existe

diferencia estadistica significativa.
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Tabla 3.30 Analisis estadistico de controles en reactor de 50 mL (Prueba Post
Hoc) de B(a)A

¢ Existe
diferencia
Volumen (mL) Volumen (mL) o
estadistica
significativa?
30.00 Si
15.00 40.00 Si
15.00 Si
30.00 40.00
15.00 Si
40.00 .30.00

Se puede ver que hay diferencia significativa entre todas las medias, a
excepcion de la de entre los dos volumenes mayores (30 y 40 mL), lo que nos
indica que llega un punto en que si se aumenta el volumen y la cantidad de
masa de analito todavia mas, la capacidad de remocion abidtica ya no dara
para mas.

Para el analisis estadistico de ensayos, el valor p < 0.05, por lo cual, se
concluye que hay diferencia significativa estadisticamente entre las medias de
forma general.

Esto confirma la observacion anterior, que estipula que efectivamente la
cantidad de volumen y masa influyen en la remocion bidtica (ensayo con
algas).

A continuacion, en la Tabla 3.31 se presenta el andlisis estadistico (Prueba
Post Hoc) para visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia

estadistica significativa.
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Tabla 3.31 Analisis estadistico de ensayos en reactor de 50 mL (Prueba Post
Hoc) de B(a)P

¢ Existe
diferencia
Volumen (mL) Volumen (mL) o
estadistica
significativa?
30.00 Si
15.00 40.00 Si
15.00 Si
30.00 40.00 Si
15.00 Si
40.00 .30.00 Si

Todos los resultados estadisticos anteriores confirman la observacién anterior,
ya que efectivamente, hay diferencias estadisticas significativas entre todas las
medias y por esto también se confirma que cuando aumenta la masa de analito
y su volumen (aunque la concentracion sea la misma) disminuye la remocion

bidtica, segun la tendencia vista en la grafica.

3.4.3.1.3 Discusion de la evaluacion

En ambos casos de B(a)A y B(a)P para el bioensayo y de control, se puede
observar que a medida que se aumenta la masa proporcionalmente con el
volumen (para mantener constante la concentracion), el remanente de HAP’s
en la solucion acuosa aumenta, esto es l6gico debido a que como se mantuvo
constante el niumero de microalgas y la cantidad de alginato, pero la cantidad
de masa aumentd, el mismo namero de microorganismos y de alginato no

removeran del medio mas de lo que de su capacidad.

3.4.3.2 Mini reactor grande (100 mL)

3.4.3.2.1 Resultados y evaluaciones estadisticas

A continuacion, en la Tabla 3.32 se presenta la evaluacién del efecto del
aumento del volumen (y de la masa, debido a que se mantuvo concentracion
constante) de HAP’s, en el mini reactor grande (de 100 mL) de agitacién
magnética en el remanente de B(a)A y B(a)P a 6 horas de incubacion, y en la
Figura 3.20 se presenta el grafico de la evaluacion de este mismo efecto a 6

horas para B(a)A 'y B(a)P.
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Tabla 3.32 Evaluacion del efecto del aumento del volumen (y de la masa, debido a que se mantuvo concentracion

constante) de HAP’s, para el mini reactor de agitacion magnética (100 mL) en el remanente de B(a)A y B(a)P a 6 horas

de exposicion.

Masa de HAP - de - de
X X
Tipode | Volumen e;ggtéaz?”it Ensayo Remanente | Remanente | Remanente Rg;ng?g;[e Remanente Rggg?gge B(i) A B(i)P CV (%) %/V
ensayo (mL) concentracion B(a)A (ug) | B(@)P (ug) | de B(a)A (%) de B(a)P (%) we) | (g B(a)A (%)
constante de (1) (1) B(@)P
0.266 pg/mL)
A 2.28 2.34
30 8 B 2.58 2.98 2.80 35.00 3.05 38.08 0.66 | 0.74 | 23.51 | 24.36
C 3.54 3.82
A 6.96 11.64
Control 45 12 B 7.2 11.64 8.01 66.75 10.78 89.83 162 | 1.49 | 20.17 | 13.82
C 9.87 9.06
A 14.56 15.16
60 16 B 12 14.28 12.60 78.75 14.64 91.50 1.74 | 0.46 | 13.80 3.15
C 11.24 14.48
A 2.2 3.12
30 8 B 1.78 2.88 1.91 23.92 2.83 35.42 0.25 | 0.31 | 12.99 | 11.03
C 1.76 25
A 6.45 8.28
Bioensayo 45 12 B 6.63 7.62 6.02 50.17 7.32 61.00 0.91 | 1.14 | 15.04 | 15.57
C 4.98 6.06
A 13.32 12.92
60 16 B 9.76 13.08 11.43 71.42 13.01 81.33 1.79 | 0.08 | 15.67 | 0.64
C 11.2 13.04
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Efecto de aumento de masa/volumen contra
remocion en mini reactor de 100 mL
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Figura 3.21 Evaluacion del efecto del aumento del volumen y de la masa de
HAP (para mantener concentracion constante) en la remocion a 6 horas para
B(a)Ay B(a)P.

Al igual que para el reactor pequefio con el analito de B(a)P, de la evaluacion
se observa que la remociéon abidtica (control sin algas) y biotica (con algas)
disminuye cuando la masa de analitos y el volumen es mayor (aunque la
concentracion de analitos sea la misma). En el caso para el B(a)A de la mayor
cantidad de masa y volumen (16 pg/ 60 mL) ya no se observan diferencias
entre controles y bioensayos, ya que las microalgas necesitan mas tiempo para

remover esas cantidades y hacer notoria la degradacion.

Evaluaciones estadisticas para B(a)A

Para el analisis estadistico de controles, el valor de significancia p < 0.05,
por lo cual, se concluye que hay diferencia significativa estadisticamente entre
las medias de forma general.

Esto confirma la observacién anterior, que estipula que efectivamente la
cantidad de masa y volumen influyen en la remocion abidtica (ensayo sin

algas).
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A continuacion, en la Tabla 3.33 se presenta el analisis estadistico (Prueba
Post Hoc) resumido para visualizar de mejor manera, entre qué medias existe

diferencia estadistica significativa.

Tabla 3.33 Andlisis estadistico de controles en reactor de 100 mL (Prueba Post
Hoc) de B(a)A

¢ Existe
diferencia
Volumen (mL) Volumen (mL) o
estadistica
significativa?
45.00 Si
30.00 60.00 Si
30.00 Si
45.00 50.00
45.00 Si
60.00 .60.00

Se puede ver que hay diferencia significativa entre todas las medias, a
excepcion de la de entre los dos volimenes mayores (45 y 60 mL), lo que nos
indica que llega un punto en que si se aumenta el volumen y la cantidad de
masa de analito todavia mas, la capacidad de remocién abidtica ya no dara

para mas.

Para el andlisis estadistico de ensayos, el valor de significancia p < 0.05, por
lo cual, se concluye que hay diferencia significativa estadisticamente entre las
medias de forma general.

Esto confirma la observacion anterior, que estipula que efectivamente la
cantidad de masa y volumen influyen en la remocion biotica (con algas).

A continuacion, en la Tabla 3.34 se presenta el analisis estadistico (Prueba
Post Hoc) resumido para visualizar de mejor manera, entre qué medias existe

diferencia estadistica significativa.
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Tabla 3.34 Andlisis estadistico de ensayos en reactor de 100 mL (Prueba Post
Hoc) de B(a)A

¢ Existe
diferencia
Volumen (mL) Volumen (mL) o
estadistica
significativa?
45.00 Si
30.00 60.00 Si
30.00 Si
45.00 60.00 Si
45.00 Si
60.00 .60.00 Si

Todos los resultados estadisticos anteriores confirman la observacion anterior,
ya que efectivamente, hay diferencias estadisticas significativas entre todas las
medias y por esto también se confirma que cuando aumenta la masa de analito
y su volumen (aunque la concentracion sea la misma) disminuye la remocién

bidtica, segun la tendencia vista en la grafica.

Evaluaciones estadisticas para B(a)P

Para el analisis estadistico de controles, el valor p < 0.05, por lo cual, se
concluye que hay diferencia significativa estadisticamente entre las medias de
forma general.

Esto confirma la observacion anterior, que estipula que efectivamente la
cantidad de masa y volumen influyen en la remocion abidtica (sin algas).

A continuacion, en la Tabla 3.35 se presenta el andlisis estadistico (Prueba
Post Hoc) resumido para visualizar de mejor manera, entre que medias existe

diferencia estadistica significativa.
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Tabla 3.35 Andlisis estadistico de controles en reactor de 100 mL (Prueba Post
Hoc) de B(a)P

¢ Existe
diferencia
Volumen (mL) Volumen (mL) o
estadistica
significativa?
45.00 Si
30.00 60.00 Si
30.00 Si
45.00 50.00
45.00 Si
60.00 .60.00

Se puede ver que hay diferencia significativa entre todas las medias, a
excepcion de la de entre los dos volumenes mayores (45 y 60 mL), lo que nos
indica que llega un punto en que si se aumenta el volumen vy la cantidad de
masa de analito todavia mas, la capacidad de remocion abibtica ya no dara
para mas.

Para el analisis estadistico de ensayos, el valor de significancia p < 0.05, por
lo cual, se concluye que hay diferencia significativa estadisticamente entre las
medias de forma general.

Esto confirma la observacion anterior, que estipula que efectivamente la
cantidad de masa y volumen influyen en la remocion bidtica (ensayo con
algas).

A continuacion, en la Tabla 3.36 se presenta el andlisis estadistico (Prueba
Post Hoc) resumido para visualizar de mejor manera, entre que medias existe

diferencia estadistica significativa.
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Tabla 3.36 Andlisis estadistico de ensayos en reactor de 100 mL (Prueba Post
Hoc) de B(a)P

¢ Existe
diferencia
Volumen (mL) Volumen (mL) o
estadistica
significativa?
45.00 Si
30.00 60.00 Si
30.00 Si
45.00 60.00 Si
45.00 Si
60.00 .60.00 Si

Al igual que para el reactor pequefo, todos los resultados estadisticos
anteriores confirman la observacion anterior, ya que efectivamente, hay
diferencias estadisticas significativas entre todas las medias y por esto también
se confirma que cuando aumenta la masa de analito y su volumen (aunque la
concentracion sea la misma) disminuye la remocion biotica, segun la tendencia

vista en la grafica.

3.4.3.2.3 Discusion de la evaluacion

De estos resultados se comprueba lo mismo que en los casos anteriores de
experimentacion variando la masa con el reactor pequefio, que a mayor
cantidad de masa y mayor volumen, pero con la misma cantidad de
microorganismos y alginato, en el bioensayo, quedard mayor remanente (se
realizard menor remocion).

Otro aspecto importante, es que se demostré que el sistema se puede ir
escalando a volumenes mayores, aun mostrando remocion, y que el aspecto
mecanico del reactor, como la agitacion de la mosca, no es afectado por un

mayor volumen de agua, y esto es la base para el escalamiento del proceso.
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3.4.3.3 Resultado de la evaluacion del efecto de cantidad de masa.

De forma general, en las evaluaciones se observa el efecto de que a mayor
cantidad de volumen y masa de analito (concentracion igual) la remocién
disminuye.

También se vuelve a observar que en todos los ensayos siempre se mostré
una mayor tendencia a remover mayor cantidad de B(a)A que de B(a)P, y esto
es totalmente ldgico, ya que el B(a)A tiene menor tamafio molecular, y por lo
tanto le es més facil a la microalga dentro de la esfera del alginato (y también a
la esfera de alginato sin microalgas en el ensayo de control) degradarlo.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES

El objetivo general de disefiar y evaluar un mini bio-reactor no continuo para la
remocion de B(a)P y B(a)A de un medio acuoso mediante la microalga
inmovilizada Selenastrum capricornutum fue cumplido, como se explica en las
siguientes conclusiones respecto a los objetivos particulares:

A. Evaluacién del desempefio de dos propuestas de tipos de bio-reactores
no continuos con diferente tipo de agitacion.

La evaluacion de estas propuestas de tipo de bio-reactor indicé que el mini
reactor de lote con agitacion magnética fue el de mejor capacidad de remocién,
mejor practicidad, mayor facilidad de operacion y mayor potencial para un
escalamiento.

B.Evaluacién de lavelocidad de agitacion en la remocion de HAP’s por el
reactor con mejor desempefio de los propuestos anteriormente.

Se concluyé que la agitacidon si influye en la capacidad de remocion de las
microalgas inmovilizadas, ya que provoca una homogeneizacion de la
concentracion de analitos en todo el volumen de agua disponible que hace que
la mayor cantidad de estos llegue a la mayor cantidad posible de microalgas, y
evita que estos analitos se puedan estancar en un solo sitio del volumen de
agua donde solo tendrian contacto con una parte reducida del area de contacto
con microalgas.

También sirvié para comprender que existe una velocidad éptima de agitacion
para la remocion que representa el equilibrio que maximiza el beneficio por la
agitacion y minimiza la desventaja de que a velocidades muy grandes de
agitacion no haya un contacto apropiado de los analitos con el microorganismo
inmovilizado.

C. Evaluacion de diferentes volumenes y cantidad de masa
(concentracion constante) en la remocion de HAP’s en el bio-reactor
seleccionado.

Se confirmd que mientras mayor volumen y mayor cantidad de analitos para
cierta cantidad de microorganismos inmovilizados, la remocion disminuira.

D. Proporcionar la informacién comparativa suficiente para poder
establecer las condiciones Optimas para el disefio de un reactor no

continuo de mayor tamafo con el mismo fin.
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Ademas de que gracias a las conclusiones del punto C anterior se observo que
la remocion siguié presente a un volumen de hasta 60 mL (buen indicio de que
es posible el escalamiento a mayor volumen), también se pueden proponer
algunos factores que valdria la pena estudiar a futuro para mejorar esta
biorremocion:

e Tamafno de esfera de alginato inmovilizada: Debe ser un tamafio 6ptimo de
didmetro de esferas, el cual, no sea tan grande que tenga tantas microalgas
encerradas en el centro, pero que tampoco sea tan pequefio como para que
sean muy fragiles.

e Tipo de material de inmovilizacion: Evaluar qué tipos de materiales permiten
una mejor difusion de analitos hacia las microalgas inmovilizadas, asi como
también, estudiar propiedades como viscosidad, porosidad, estructura quimica,
etc., con el objetivo de encontrar las propiedades que ayuden al proceso de

remocion con las microalgas.
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ANEXO 1

Curvas de calibracion ajustadas

Para minimizar el error en el uso de la micropipeta, se optd por pesar en una
balanza analitica las cantidades afiadidas, obteniéndose de este modo una
masa real de alicuota.

Para detallar esto se ejemplificara con lo realizado para el Benzo(a)Pireno:

Si el volumen puesto en la micropipeta es de 25 micro litros, es decir 0.025 mL,
haciendo el siguiente célculo utilizando la densidad del metanol (0.79 g/mL):

0.025 mL (0.79->) =0.01975 g

Que corresponderia a la masa de alicuota tedrica

Y si la concentracién de la solucién inicial (stock) de donde se toma la alicuota
con la micropipeta para preparar la muestra a inyectar en el cromatégrafo
(estandar), es de 10.045 pg/mL, para calcular la concentracion de esta muestra
a inyectar se utiliza la siguiente formula:

C1V1=C,V,

Se despeja C,=C1V1/V;

Donde

C,= Concentracion de estandar para curva de calibracion

V,= Volumen de estandar para curva de calibracion (1 mL)

Ci=Concentracion del HAP proveniente del stock (En este ejemplo B(a)P con
concentracion de 10.045 pg/mL)

V1= Volumen de alicuota tomada con micropipeta

Y se calcula:

C,=(10.045 pg/mL) (0.025 mL) / 1 mL

C,=0.2511 pg/mL, que es practicamente 0.25 pug/mL

Gracias a lo anterior se tiene esto:

Volumen de alicuota de ) . »
Masa de alicuota teérica | Concentracion

micropipeta .
) (9) tedrica (ug/mL)
para preparar estandar (mL)
0.02500 0.01975 0.2500
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Y para hacer el ajuste, si por ejemplo, al pesar en vez de obtener la masa
tedrica de alicuota de 0.01975 g, obtenemos 0.0171 g, se procede a conocer el

volumen de alicuota real de la siguiente manera:

mL
0.0171 g ( m) = 0.0216 mL, diferente al que se supone tendria que ser 0.025

mL.

Y con este volumen real procedemos a obtener la concentracion real de
estandar con la férmula anterior para concentracion de estandar:

C,=(10.0450 pg/mL) (0.0216 mL) / 1 mL

C,=0.2170 pg/mL, que es una concentracion mas exacta.

Y asi se obtiene el ajuste con el cual las concentraciones de estandar se

acoplan con mayor linealidad a la respuesta el equipo, tanto en area como en

altura:

Masa de alicuota real |Volumen de alicuota real Concentracion real
(9) (mL) (Hg/mL)

0.0171 0.0216 0.2174

Y este mismo procedimiento se realizo para calcular las curvas del B(a)P y del
B(a)A, con la unica diferencia que la concentracion del stock para el B(a)A es
de 10.026 pg/mL.

Es importante recalcar, que inclusive sin este ajuste las curvas mostraban un

coeficiente r*> 0.99, pero con este ajuste este coeficiente mejora.

ANEXO 2

Explicacion de calculo para obtener la curva de la Figura 3.8 de la Seccion
3.3 Linealidad del método de EFS-HPLC-UV

Para poder obtener la cantidad adicionada y la cantidad recuperada en los
ensayos para la linealidad del método de EFS-HPLC-UV, se procede a obtener
las ecuaciones de las Curvas de Linealidad de la seccion 3.2.1.2.1 para B(a)A 'y
3.2.2.2.1 para B(a)P (y=8.7876x - 0.2467 e y=6.0722x + 0.3656
respectivamente), para posteriormente despejar x en ambas:

y+0.2467 y—0.3656
Para B(a)A;, x=——" y Para B(a)P; x= ————
8.7876 6.0722
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Ya que “y” simboliza la respuesta del cromatdgrafo, que es el area en el
cromatograma de un pico y “x” simboliza la concentracion (en ppm o pg/mL) en
una muestra.

Con esto, teniendo las respuestas de cromatograma (areas) de la Curva de

Linealidad de EFS, podremos conocer la concentracion recuperada del ensayo.

Por ejemplo, si en la Tabla 3.8, de la seccién 3.3.2.1, si la concentracion en el
extracto teodrica esperada de B(a)A es de 0.33 pg/mL, si multiplicamos este

valor por 6 mL, que es el volumen del extracto, seria:

0.33 ug/mL x 6 mL = 2 pg, que seria la cantidad total de analito, es decir la
cantidad agregada desde un inicio a la muestra.

Pero de lo mencionado antes, sabemos que la técnica de EFS no tiene un
recobro de 100%, sino uno menor entre el 60% y 70% aproximadamente, con
lo cual se tiene que conocer la cantidad recuperada en el extracto. Para esto,
procedemos a ver el area obtenida del cromatograma para cada concentracion
en el extracto esperada.

Y segun la Tabla 3.8, si tomamos como ejemplo el area promedio de la
concentracion de 0.33 ug/mL, a esta le corresponde un area promedio de 1.99
mAU, por lo que aplicamos la formula para B(a)A mencionada anteriormente:

y+0.2467 _ (1.99)+0.2467
8.7876 B 8.7876

= 0.26 pg/mL, que corresponderia a la

concentracion recuperada (real) del extracto, muy diferente a los 0.33 pug/mL
tedricos esperados mencionados anteriormente.

Y para conocer la cantidad en pg, procedemos a multiplicar esa concentracion
por 6 mL, que es la cantidad de volumen del extracto después de la EFS.

0.26 % x 6 mL ug = 1.5 ug, que corresponderia a la cantidad recuperada

después de realizar la EFS, muy diferente a los 2 pg mencionados
anteriormente.

Y con esto, tenemos ese punto de la curva de linealidad de la Figura 3.8, el

punto (2 pg, 1.5 ng).
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ANEXO 3

Andlisis estadisticos de la seccion 3.4 BIOENSAYOS CON MINI REACTORES
- 3.4.1 Efecto de tipo de reactor (tipo de agitacion)

o Figura 3.11 Grafico de Evaluacion de mini reactor de matraz con
agitacion orbital de B(a)A

e Controles
A continuacién se presenta el andlisis estadistico de las medias para la
experimentacion de controles de esta figura para ver si cumplen la distribucion
normal, condicion necesaria para realizar la prueba t.
Andlisis estadistico de controles (Supuesto de normalidad) mediante
Software SPSS15.0 de B(a)A

Kolmogorov-Smirnov(a) ‘ Shapiro-Wilk
Tiempo Sig.
(horas) | Estadistico gl Sig. Estadistico gl (Valor-p)
Remocion 6 .285 3 .932 3 497
a 15 .198 3 .995 3 .868

a Correccién de la significacion de Lilliefors

El valor p 2 0.05 para 6 horas, por lo tanto se cumple la distribucion normal.

El valor p =2 0.05, paral5 horas, por lo tanto se cumple la distribucion normal.

Sabiendo que se cumple la distribucidon normal, a continuacién se muestran los
resultados que indican que se cumple la segunda condicién necesaria para
poder realizar la prueba t: igualdad de varianzas. A su vez, la tabla también
muestra el valor de significancia.

Andlisis estadistico de controles (Supuesto de igualdad de varianzas) y
de pruebat mediante Software SPSS15.0 de B(a)A

Prueba de Levene
. para Prueba t para la igualdad de medias
la igualdad de
varianzas
Sig. Error tip. 95 % Intervalo
Sig. (Valor-p Diferencia de la de confianza para
F (Valor-p) t gl bilateral) | de medias | diferencia la diferencia
Inferior Superior Inferior | Superior Inferior Superior Inferior Superior Inferior
Remocién  Se han
asumido
X 2.998 0.158 0.872 4 0.432 0.19333 0.22161 | -0.42196 | 0.80862
varianzas
iguales
No se han
asumido 0.872 2.170 0.469 0.19333 | 0.22161 | -0.69188 | 1.07855
varianzas
iguales
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Valor-p = 0.05 en prueba de Levene, por lo tanto se cumple la igualdad de
varianzas.
Hipo6tesis nula = Ho
Si valor-p bilateral = 0.05 se acepta la hip6tesis nula, que establece que no
existe diferencia entre las medias.
Y con esto, valor-p bilateral = 0.432
Y como 0.432= 0.05, se acepta la hipdtesis nula, por esto, no existe diferencia
entre las medias

e Ensayos
Al igual que para los resultados de experimentacion para controles, a
continuacién se presenta el andlisis estadistico de las medias para la
experimentacion de ensayos para ver si cumple la distribucion normal,
condicion necesaria para realizar la prueba t.
Andlisis estadistico de ensayos (Supuesto de normalidad) mediante
Software SPSS15.0 de B(a)A

Kolmogorov-Smirnov(a) ‘ Shapiro-Wilk
Tiempo Sig.
(horas) | Estadistico gl Sig. Estadistico gl (Valor-p)
Remocion 6 0.385 0.750 3 0.000
a 15 0.301 0.912 3 0.424

a Correccién de la significacion de Lilliefors

El valor p < 0.05 para 6 horas, por esto no se cumple el supuesto de
normalidad.

El valor p =2 0.05, paral5 horas, por lo tanto se cumple la distribucion normal.
Uno de los dos conjuntos de datos no cumplié el supuesto de normalidad, por
lo tanto, desafortunadamente no se puede emplear la prueba t para ver si

existe diferencia significativa entre las medias de forma estadistica.

o Figura 3.12 B(a)P Gréfico de evaluacion de mini reactor de matraz con
agitacion orbital de B(a)P
e Controles
Al igual que para B(a)A, a continuacién se presenta el andlisis estadistico de
las medias para la experimentacion de controles para ver si cumple la

distribucion normal, condicién necesaria para realizar la prueba t.
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Andlisis estadistico de controles (Supuesto de normalidad) mediante
Software SPSS15.0de B(a)P

Kolmogorov-Smirnov(a) ‘ Shapiro-Wilk
Tiempo Sig.
(horas) | Estadistico gl Sig. Estadistico gl (Valor-p)
Remocion 6 0.236 3 0.977 3 0.708
a 15 0.376 3 0.771 3 0.047

a Correccion de la significacion de Lilliefors

El valor p =2 0.05 para 6 horas, por lo tanto se cumple la distribucién normal.

El valor p< 0.05, paral5 horas, por lo tanto no se cumple la distribucion normal.

e Ensayos

Al igual que para los resultados de experimentacion para controles, a

continuacion

se presenta el andlisis estadistico de las medias para la

experimentacion de ensayos para ver si cumple la distribucion normal,

condicion necesaria para realizar la prueba t.

Andlisis estadistico de ensayos (Supuesto de normalidad) mediante

Software

SPSS15.0de B(a)P

Kolmogorov-
Tiempo Smirnov(a) Shapiro-Wilk
(unidades Sig.
) Estadistico | gl | Sig. | Estadistico gl (Valor-p)
Remocién 6 0.308] 3 0.902 3 0.391
a 15 0.253] 3 0.964 3 0.637

a Correccién de la significacion de Lilliefors

El valor p =2 0.05 para 6 horas, por lo tanto se cumple la distribucion normal.

El valor p =2 0.05, paral5 horas, por lo tanto se cumple la distribucion normal.

Sabiendo que se cumple la distribucién normal, a continuacién se muestran los

resultados que indican si se cumple o no la segunda condicién necesaria para

poder realizar la prueba t: igualdad de varianzas. A su vez, la tabla también

muestra el valor de significancia.
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Andlisis estadistico de ensayos (supuesto de igualdad de varianzas) y de
pruebat mediante Software SPSS15.0 de B(a)P

Prueba de Levene
para la igualdad
de varianzas

Prueba t para la igualdad de medias

95 % Intervalo
Sig. Error tip. de confianza
Sig. (Valor-p Diferencia dela para la
F (Valor-p) t gl bilateral) | de medias | diferencia diferencia
Inferior Superior Inferior | Superior Inferior Superior Inferior Superior | Inferior
Remocion  Se han asumido
varianzas 8.429 0.044 6.336 4 0.003 0.81667 0.12888 | 0.45883 | 1.17451
iguales
No se han
asumido 6.336 2.076 0.022 0.81667 | 0.12888 | 0.28121 | 1.35213
varianzas
iguales

Valor-p < 0.05 en prueba de Levene, por lo tanto no cumple el supuesto de

igualdad de varianzas, entonces no se puede tomar en cuenta el resultado de

esta prueba para valor de significancia.

o Figura 3.13 Gréfico de Evaluacion de mini reactor de lote con agitacion
magnética de B(a)A

e Controles B(a)A

A continuacion se presenta el analisis estadistico (ANOVA) de las medias para

la experimentacion de controles.
Andlisis estadistico de controles (Prueba ANOVA) de B(a)A Analisis

Estadistico de Controles

Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadrética F (Valor-p)
Inter-grupos 2.326 2 1.163 18.777 0.003
Intra-grupos 0.372 6 0.062
Total 2.698 8

El valor p < 0.05, por lo cual, se concluye que hay diferencia significativa

estadisticamente entre las medias de forma general.

A continuacién se presenta el andlisis estadistico (Prueba Post Hoc) para

visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia estadistica

significativa.
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Anadlisis estadistico de controles (Prueba Post Hoc) de B(a)A

Intervalo de
Diferencia de Error Sig. confianza al
medias (I-J) tipico | (Valor-p) 95 %
() Tiempo (J) Tiempo Limite Limite Limite Limite Limite
(horas) (horas) inferior superior | inferior | superior | inferior
4.00 6.00 0.33667 | 0.20321 0.295 | -0.2869 | 0.9602
15.00 1.20667(*) | 0.20321 0.002 | 0.5831| 1.8302
6.00 4.00 -0.33667 | 0.20321 0.295 | -0.9602 | 0.2869
15.00 0.87000(*) | 0.20321 0.012 | 0.2465| 1.4935
15.00 4.00 -1.20667(*) | 0.20321 0.002 | -1.8302 | -0.5831
6.00 -0.87000(*) | 0.20321 0.012 | -1.4935 | -0.2465

Los paréntesis * indican el par de tiempos entre los cuales los conjuntos de
datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.

e Ensayos B(a)A
A continuacién se presenta el analisis estadistico (ANOVA) de las medias para
la experimentacion de controles.

Andlisis estadistico de ensayos (Prueba ANOVA) de B(a)A

Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadratica F (Valor-p)
Inter-grupos 3.411 2 1.705 564.298 0.000
Intra-grupos 0.018 6 0.003
Total 3.429 8

El valor p < 0.05, por lo cual, se concluye que hay diferencia significativa

estadisticamente entre las medias de forma general.

A continuacion se presenta el analisis estadistico (Prueba Post Hoc) para
visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia estadistica
significativa.

Andlisis estadistico de ensayos (Prueba Post Hoc) de B(a)A

Intervalo de
Diferencia de Error Sig. confianza al
medias (I-J) tipico (Valor-p) 95 %
() Tiempo (J) Tiempo Limite Limite Limite Limite Limite
(unidades) (unidades) inferior superior | inferior | superior | inferior
4.00 6.00 0.97667(*) | 0.04489 0.000| 0.8389| 1.1144
15.00 1.48333(*) | 0.04489 0.000 | 1.3456| 1.6211
6.00 4.00 -0.97667(*) | 0.04489 0.000 | -1.1144 | -0.8389
15.00 0.50667(*) | 0.04489 0.000 | 0.3689 | 0.6444
15.00 4.00 -1.48333(*) | 0.04489 0.000 | -1.6211 | -1.3456
6.00 -0.50667(*) | 0.04489 0.000 | -0.6444 | -0.3689

Los paréntesis * indican el par de tiempos entre los cuales los conjuntos de

datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.
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o Figura 3.14 Gréfico de evaluacion de mini reactor de lote con agitacion
magnética de B(a)P
e Controles B(a)P
A continuacioén se presenta el analisis estadistico (ANOVA) de las medias para
la experimentacion de controles.
Andlisis estadistico de controles (Prueba ANOVA)de B(a)P

Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadrética F (Valor-P)
Inter-grupos 3.021 2 1.510 12.644 0.007
Intra-grupos 0.717 6 0.119
Total 3.738 8

El valor p < 0.05, por lo cual, se rechaza la hipotesis nula (1o y se concluye que
hay diferencia significativa estadisticamente entre las medias de forma general.
A continuacion se comprobara entre qué conjuntos de datos se presentan
diferencias significativas.

Andlisis estadistico de controles (Prueba Post Hoc) de B(a)P

(I) Tiempo (J) Tiempo | Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
(horas) (horas) medias (I-J) tipico (Valor-p) 95 %
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior inferior
4.00 6.00 0.40333 0.28221 0.386 -0.4626 1.2692
15.00 1.38000(*) 0.28221 0.007 0.5141 2.2459
6.00 4.00 -0.40333 0.28221 0.386 -1.2692 0.4626
15.00 0.97667(*) 0.28221 0.031 0.1108 1.8426
15.00 4.00 -1.38000(*) 0.28221 0.007 -2.2459 -0.5141
6.00 -0.97667(*) 0.28221 0.031 -1.8426 -0.1108

Los paréntesis * indican el par de tiempos entre los cuales los conjuntos de
datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.

e Ensayos B(a)P
A continuacién se presenta el analisis estadistico (ANOVA) de las medias para
la experimentacion de ensayo.
Andlisis estadistico de ensayos (Prueba ANOVA) de B(a)P

Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadratica F (Valor-P
Inter-grupos 3.766 2 1.883 139.819 0.000
Intra-grupos 0.081 6 0.013
Total 3.847 8

El valor p < 0.05, por lo cual se rechaza la hipétesis nula, y se concluye que

hay diferencia significativa estadisticamente entre las medias de forma general.
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A continuacién se presenta el andlisis estadistico (Prueba Post Hoc) para

visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia estadistica

significativa.
Andlisis estadistico de ensayos (Prueba Post Hoc)de B(a)P
(I) Tiempo (J) Tiempo | Diferencia de Error Sig. Intervalo de confianza al
(horas) (horas) medias (I-J) tipico (Valor-P) 95 %
Limite Limite Limite Limite Limite
inferior superior inferior superior inferior
4.00 6.00 0.97000(*) 0.09475 0.000 0.6793 1.2607
15.00 1.57000(*) 0.09475 0.000 1.2793 1.8607
6.00 4.00 -0.97000(*) 0.09475 0.000 -1.2607 -0.6793
15.00 0.60000(*) 0.09475 0.002 0.3093 0.8907
15.00 4.00 -1.57000(*) 0.09475 0.000 -1.8607 -1.2793
6.00 -0.60000(*) 0.09475 0.002 -0.8907 -0.3093

Los paréntesis * indican el par de tiempos entre los cuales los conjuntos de

datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.

Analisis estadisticos de la seccion 3.4 BIOENSAYOS CON MINI REACTORES
- 3.4.2 Efecto de la velocidad de agitacion (mini reactor con agitacion
magnética)

o Figura 3.18 Grafico de Evaluacién de velocidad de agitacion contra

remocion del mini reactor de lote con agitacion magnética de B(a)A

e Controles B(a)A
A continuacion se presenta el analisis estadistico (ANOVA) para ver si hay
diferencia significativa entre las medias de los controles a diferentes
velocidades.
Andlisis estadistico de controles (Prueba ANOVA) de B(a)A

Suma de Media Significancia
cuadrados gl cuadratica F (Valor-p)
Inter-grupos 0.449 3 0.150 2.935 0.099
Intra-grupos 0.408 8 0.051
Total 0.857 11

El valor p =2 0.05, por lo cual se concluye que no hay diferencia significativa
estadisticamente entre las medias de forma general.

e Ensayos B(a)A
A continuacién se muestra el analisis estadistico (ANOVA) para ver si hay
diferencia significativa entre las medias de los ensayos a diferentes

velocidades.
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Anadlisis estadistico de ensayos (Prueba ANOVA) de B(a)A

Suma de Media Significancia
cuadrados gl cuadrética F (Valor-p)
Inter-grupos 0.790 3 0.263 11.744 0.003
Intra-grupos 0.179 8 0.022
Total 0.969 11

El valor p < 0.05, por lo cual, se concluye que hay diferencia significativa
estadisticamente entre las medias de forma general.

A continuacién se presenta el andlisis estadistico (Prueba Post Hoc) para
visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia estadistica
significativa.

Andlisis estadistico de ensayos (Prueba Post Hoc) de B(a)A

Diferencia Intervalo de
de medias Error confianza al
() Q) (1-J) tipico Sig. 95 %
Velocidad Velocidad Limite Limite Limite Limite Limite
(rpm) (rpm) inferior superior | inferior | superior | inferior
0.00 90.00 0.51333(*) | 0.12227 0.013| 0.1218 0.9049
300.00 0.70000(*) | 0.12227 0.002 | 0.3084 1.0916
600.00 0.37667 | 0.12227 0.059 | -0.0149 0.7682
90.00 0.00 -0.51333(*) | 0.12227 0.013| -0.9049 | -0.1218
300.00 0.18667 | 0.12227 0.466 | -0.2049 0.5782
600.00 -0.13667 | 0.12227 0.690 | -0.5282 0.2549
300.00 0.00 -0.70000(*) | 0.12227 0.002 | -1.0916 | -0.3084
90.00 -0.18667 | 0.12227 0.466 | -0.5782 0.2049
600.00 -0.32333 | 0.12227 0.110 | -0.7149 0.0682
600.00 0.00 -0.37667 | 0.12227 0.059 | -0.7682 0.0149
90.00 0.13667 | 0.12227 0.690 | -0.2549 0.5282
300.00 0.32333 | 0.12227 0.110 | -0.0682 0.7149

Los paréntesis * indican el par de velocidades entre las cuales los conjuntos de
datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.

o Figura 3.19 Grafico de Evaluacién de velocidad de agitacion contra

remocion del mini reactor de lote con agitacion magnética de B(a)P

e Controles B(a)P
A continuacidén se presenta el andlisis estadistico (ANOVA) para ver si hay
diferencia significativa entre las medias de los controles a diferentes
velocidades.

Anadlisis estadistico de controles (Prueba ANOVA) de B(a)P

Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadratica F (Valor-p)
Inter-grupos 0.257 3 0.086 1.571 0.271
Intra-grupos 0.437 8 0.055
Total 0.694 11
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El valor p =2 0.05, por lo cual se concluye que no hay diferencia significativa
estadisticamente entre las medias de forma general.

e Ensayos B(a)P
A continuacion se muestra el andlisis estadistico (ANOVA) para ver si hay
diferencia significativa entre las medias de los ensayos a diferentes
velocidades.

Andlisis estadistico de ensayos (Prueba ANOVA) de B(a)P

Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadrética F (Valor-p)
Inter-grupos 0.583 3 0.194 11.930 0.003
Intra-grupos 0.130 8 0.016
Total 0.713 11

El valor p < 0.05 por lo cual, se concluye que hay diferencia significativa
estadisticamente entre las medias de forma general.

A continuacion se presenta el analisis estadistico (Prueba Post Hoc) para
visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia estadistica
significativa.

Andlisis estadistico de ensayos (Prueba Post Hoc) de B(a)P

Diferencia Intervalo de
de Sig. confianza al
(1) Q) medias (I-J) | Error tipico | (Valor-p) 95 %
Velocidad Velocidad Limite Limite Limite Limite Limite
(rpm) (rpm) inferior superior inferior | superior | inferior
0.00 90.00 0.41333(%) 0.10422 0.017 | 0.0796 | 0.7471
300.00 0.58667(*) 0.10422 0.002 | 0.2529 | 0.9204
600.00 0.20333 0.10422 0.281 | -0.1304| 0.5371
90.00 0.00 -0.41333(*) 0.10422 0.017 | -0.7471| -0.0796
300.00 0.17333 0.10422 0.400 | -0.1604 | 0.5071
600.00 -0.21000 0.10422 0.259 | -0.5437 | 0.1237
300.00 0.00 -0.58667(*) 0.10422 0.002 | -0.9204 | -0.2529
90.00 -0.17333 0.10422 0.400 | -0.5071| 0.1604
600.00 -0.38333(*) 0.10422 0.026 | -0.7171 | -0.0496
600.00 0.00 -0.20333 0.10422 0.281 | -0.5371| 0.1304
90.00 0.21000 0.10422 0.259 | -0.1237 | 0.5437
300.00 0.38333(*) 0.10422 0.026 | 0.0496| 0.7171

Los paréntesis * indican el par de velocidades entre las cuales los conjuntos de

datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.

Analisis estadisticos de la seccidon 3.4 BIOENSAYOS CON MINI REACTORES

- 3.4.3 Efecto de aumento de cantidad de masay volumen
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o Figura 3.20 Evaluacion del efecto del aumento del volumen y de la
masa de HAP (para mantener concentracion constante) en la remocion a
6 horas para B(a)Ay B(a)P.
e Controles B(a)A
A continuacion se presenta el andlisis estadistico (ANOVA) para ver si hay
diferencia significativa entre las medias de los controles a diferentes

voliumenes.

Andlisis estadistico de controles en reactor de 50 mL (Prueba ANOVA) de
B(a)A

Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadrética F (Valor-p)
Inter-grupos 2.907 1.453 15.625 0.004
Intra-grupos 0.558 0.093
Total 3.465

El valor p < 0.05, por lo cual se concluye que hay diferencia significativa
estadisticamente entre las medias de forma general.

A continuacidn se presenta el analisis estadistico (Prueba Post Hoc) para
visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia estadistica
significativa.

Andlisis estadistico de controles en reactor de 50 mL (Prueba Post Hoc)
de B(a)A

Diferencia Intervalo de
de medias Error Sig. confianza al
(1-9) tipico (Valor-p) 95 %
() Tiempo (J) Tiempo Limite Limite Limite Limite Limite
(horas) (horas) inferior superior | inferior | superior | inferior
15.00 30.00 -0.82667(*) | 0.24903 0.037 | -1.5908 | -0.0626
40.00 -1.38333(*) | 0.24903 0.003 | -2.1474 | -0.6192
30.00 15.00 0.82667(*) | 0.24903 0.037 | 0.0626 | 1.5908
40.00 -0.55667 | 0.24903 0.143 | -1.3208 | 0.2074
40.00 15.00 1.38333(*) | 0.24903 0.003 | 0.6192 | 2.1474
30.00 0.55667 | 0.24903 0.143 | -0.2074 | 1.3208

Los paréntesis * indican el par de volimenes entre los cuales los conjuntos de
datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.

e Ensayos B(a)A
A continuacién se muestra el analisis estadistico (ANOVA) para ver si hay

diferencia significativa entre las medias de los ensayos a diferentes volumenes.
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Andlisis estadistico de ensayos en reactor de 50 mL (Prueba ANOVA) de

B(a)A
Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadrética F (Valor-p)
Inter-grupos 10.381 2 5.190 74.766 0.000
Intra-grupos 0.417 6 0.069
Total 10.797 8

El valor p < 0.05, por lo cual se concluye que hay diferencia significativa
estadisticamente entre las medias de forma general.

A continuacién se presenta el andlisis estadistico (Prueba Post Hoc) para
visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia estadistica
significativa.

Andlisis estadistico de ensayos en reactor de 50 mL (Prueba Post Hoc) de
B(a)A

Intervalo de
Diferencia de Error Sig. confianza al
medias (I-J) tipico | (Valor-p) 95 %
() Tiempo (J) Tiempo Limite Limite Limite Limite Limite
(horas) (horas) inferior superior | inferior | superior | inferior
15.00 30.00 -1.54333(*) | 0.21513 0.001 | -2.2034 | -0.8833
40.00 -2.61667(*) | 0.21513 0.000 | -3.2767 | -1.9566
30.00 15.00 1.54333(*) | 0.21513 0.001 | 0.8833| 2.2034
40.00 -1.07333(*) | 0.21513 0.006 | -1.7334 | -0.4133
40.00 15.00 2.61667(*) | 0.21513 0.000 | 1.9566 | 3.2767
30.00 1.07333(*) | 0.21513 0.006 | 0.4133| 1.7334

Los paréntesis * indican el par de tiempos entre los cuales los conjuntos de

datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.

e Controles B(a)P
A continuacion se presenta el analisis estadistico (ANOVA) para ver si hay
diferencia significativa entre las medias de los controles a diferentes
volumenes.

Andlisis estadistico de controles en reactor de 50 mL (Prueba ANOVA) de B(a)P

Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadratica F (Valor-p)
Inter-grupos 4,138 2 2.069 31.509 0.001
Intra-grupos 0.394 6 0.066
Total 4,532 8

El valor p < 0.05, por lo cual se concluye que hay diferencia significativa

estadisticamente entre las medias de forma general.
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A continuacion se presenta el andlisis estadistico (Prueba Post Hoc) para
visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia estadistica

significativa.

Andlisis estadistico de controles en reactor de 50 mL (Prueba Post Hoc)
de B(a)P

Intervalo de
Diferencia de Sig. confianza al
medias (I-J) | Error tipico | (Valor-p) 95 %
Volumen Volumen Limite Limite Limite Limite Limite
(mL) (mL) inferior superior inferior | superior | inferior
15.00 30.00 -1.54333(*) 0.20923 0.001 | -2.1853| -0.9014
40.00 -1.30333(*) 0.20923 0.002 | -1.9453| -0.6614
30.00 15.00 1.54333(*) 0.20923 0.001 | 0.9014 | 2.1853
40.00 0.24000 0.20923 0.523 | -0.4020 | 0.8820
40.00 15.00 1.30333(*) 0.20923 0.002 | 0.6614 | 1.9453
30.00 -0.24000 0.20923 0.523 | -0.8820 | 0.4020

Los paréntesis * indican el par de volimenes entre los cuales los conjuntos de

datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.

e Ensayos B(a)P
A continuacion se muestra el andlisis estadistico (ANOVA) para ver si hay
diferencia significativa entre las medias de los ensayos a diferentes volumenes.
Andlisis estadistico de ensayos en reactor de 50 mL (Prueba ANOVA) de
B(a)P

Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadrética F (Valor-p)
Inter-grupos 11.428 2 5.714 51.200 0.000
Intra-grupos 0.670 6 0.112
Total 12.097 8

El valor p < 0.05, por lo cual se concluye que hay diferencia significativa
estadisticamente entre las medias de forma general.

A continuacién se presenta el andlisis estadistico (Prueba Post Hoc) para
visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia estadistica

significativa.
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Anadlisis estadistico de ensayos en reactor de 50 mL (Prueba Post Hoc) de
B(a)P

Intervalo de
Diferencia de Error Sig. confianza al
medias (I-J) tipico | (Valor-p) 95 %
Volumen Volumen Limite Limite Limite Limite Limite
(mL) (mL) inferior superior | inferior | superior | inferior
15.00 30.00 -1.58000(*) | 0.27276 0.003 | -2.4169 | -0.7431
40.00 -2.75000(*) | 0.27276 0.000 | -3.5869 | -1.9131
30.00 15.00 1.58000(*) | 0.27276 0.003 | 0.7431| 2.4169
40.00 -1.17000(*) | 0.27276 0.012 | -2.0069 | -0.3331
40.00 15.00 2.75000(*) | 0.27276 0.000 | 1.9131| 3.5869
30.00 1.17000(*) | 0.27276 0.012 | 0.3331| 2.0069

Los paréntesis * indican el par de volimenes entre los cuales los conjuntos de
datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.

o Figura 3.21 Evaluacion de mini reactor de 100 mL de lote con agitacion

magnética de B(a)A

e Controles B(a)A
A continuacion se muestra el analisis estadistico (ANOVA) para ver si hay
diferencia significativa entre las medias de los controles a diferentes
volumenes.
Andlisis estadistico de controles en reactor de 100 mL (Prueba ANOVA)
de B(a)A

Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadrética F (Valor-p)
Inter-grupos 4.906 2 2.453 12.530 0.007
Intra-grupos 1.175 6 0.196
Total 6.080 8

El valor p < 0.05, por lo cual se concluye que hay diferencia significativa
estadisticamente entre las medias de forma general.
A continuacién se presenta el andlisis estadistico (Prueba Post Hoc) para

visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia estadistica
significativa.
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Andlisis estadistico de controles en reactor de 100 mL (Prueba Post Hoc)
de B(a)A

Intervalo de
Diferencia de Error Sig. confianza al
medias (I-J) tipico | (Valor-p) 95 %
(1) Volumen  (J) Volumen Limite Limite Limite Limite Limite
(mL) (mL) inferior superior | inferior | superior | inferior
30.00 45.00 -1.27000(*) | 0.36126 0.029 | -2.3785| -0.1615
60.00 -1.75000(*) | 0.36126 0.007 | -2.8585 | -0.6415
45.00 30.00 1.27000(*) | 0.36126 0.029 | 0.1615| 2.3785
60.00 -0.48000 | 0.36126 0.432| -1.5885| 0.6285
60.00 30.00 1.75000(*) | 0.36126 0.007 | 0.6415| 2.8585
45.00 0.48000 | 0.36126 0.432| -0.6285| 1.5885

Los paréntesis * indican el par de volumenes entre los cuales los conjuntos de

datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.

e Ensayos B(a)A
A continuacion se muestra el andlisis estadistico (ANOVA) para ver si hay
diferencia significativa entre las medias de los ensayos a diferentes volumenes.
Andlisis estadistico de ensayos en reactor de 100 mL (Prueba ANOVA) de
B(a)P

Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadrética F (Valor-p)
Inter-grupos 5.435 2 2.718 26.564 0.001
Intra-grupos 0.614 6 0.102
Total 6.049 8

El valor p < 0.05, por lo cual se concluye que hay diferencia significativa
estadisticamente entre las medias de forma general.

A continuacién se presenta el analisis estadistico (Prueba Post Hoc) para
visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia estadistica

significativa.
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Anadlisis estadistico de ensayos en reactor de 100 mL (Prueba Post Hoc)
de B(a)A

Intervalo de
Diferencia de Error Sig. confianza al
medias (I-J) tipico | (Valor-p) 95 %
(1) Volumen  (J) Volumen Limite Limite Limite Limite Limite
(mL) (mL) inferior superior | inferior | superior | inferior
30.00 45.00 -1.05000(*) | 0.26115 0.016 | -1.8513 | -0.2487
60.00 -1.90000(*) | 0.26115 0.001 | -2.7013 | -1.0987
45.00 30.00 1.05000(*) | 0.26115 0.016 | 0.2487 | 1.8513
60.00 -0.85000(*) | 0.26115 0.040 | -1.6513 | -0.0487
60.00 30.00 1.90000(*) | 0.26115 0.001 | 1.0987| 2.7013
45.00 0.85000(*) | 0.26115 0.040 | 0.0487 | 1.6513

Los paréntesis * indican el par de volimenes entre los cuales los conjuntos de
datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.

e Controles B(a)P
A continuacion se presenta el analisis estadistico (ANOVA) para ver si hay
diferencia significativa entre las medias de los controles a diferentes volumenes
Analisis estadistico de controles en reactor de 100 mL (Prueba ANOVA)
de B(a)P

Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadrética F (Valor-p)
Inter-grupos 8.855 2 4.427 33.408 0.001
Intra-grupos 0.795 6 0.133
Total 9.650 8

El valor p < 0.05, por lo cual se concluye que hay diferencia significativa
estadisticamente entre las medias de forma general.

A continuacidn se presenta el analisis estadistico (Prueba Post Hoc) para
visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia estadistica

significativa.
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Andlisis estadistico de controles en reactor de 100 mL (Prueba Post Hoc)
de B(a)P

Intervalo de
Diferencia de Error Sig. confianza al
medias (I-J) tipico | (Valor-p) 95 %
(1) Volumen  (J) Volumen Limite Limite Limite Limite Limite
(mL) (mL) inferior superior | inferior | superior | inferior
30.00 45.00 -2.07000(*) | 0.29723 0.001 | -2.9820 | -1.1580
60.00 -2.13667(*) | 0.29723 0.001 | -3.0487 | -1.2247
45.00 30.00 2.07000(*) | 0.29723 0.001 | 1.1580| 2.9820
60.00 -0.06667 | 0.29723 0.973 | -0.9787 | 0.8453
60.00 30.00 2.13667(*) | 0.29723 0.001| 1.2247| 3.0487
45.00 0.06667 | 0.29723 0.973 | -0.8453 | 0.9787

Los paréntesis * indican el par de volimenes entre los cuales los conjuntos de
datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.
A continuacion se muestra el andlisis estadistico (ANOVA) para ver si hay
diferencia significativa entre las medias de los ensayos a diferentes tiempos.

e Ensayos B(a)P
A continuacion se muestra el andlisis estadistico (ANOVA) para ver si hay
diferencia significativa entre las medias de los ensayos a diferentes volumenes.
Andlisis estadistico de ensayos en reactor de 100 mL (Prueba ANOVA) de
B(a)P

Suma de Media Sig.
cuadrados gl cuadrética F (Valor-p)
Inter-grupos 5.082 2 2.541 45.036 0.000
Intra-grupos 0.339 6 0.056
Total 5.421 8

El valor p < 0.05, por lo cual se concluye que hay diferencia significativa
estadisticamente entre las medias de forma general.

A continuacion se presenta el analisis estadistico (Prueba Post Hoc) para
visualizar de mejor manera, entre qué medias existe diferencia estadistica

significativa.
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Andlisis estadistico de ensayos en reactor de 100 mL (Prueba Post Hoc)
de B(a)P

Intervalo de
Diferencia de Error Sig. confianza al
medias (I-J) tipico | (Valor-p) 95 %
(1) Volumen  (J) Volumen Limite Limite Limite Limite Limite
(mL) (mL) inferior superior | inferior | superior | inferior
30.00 45.00 -1.02333(*) | 0.19395 0.005 | -1.6184 | -0.4283
60.00 -1.83667(*) | 0.19395 0.000 | -2.4317 | -1.2416
45.00 30.00 1.02333(*) | 0.19395 0.005| 0.4283| 1.6184
60.00 -0.81333(*) | 0.19395 0.014 | -1.4084 | -0.2183
60.00 30.00 1.83667(*) | 0.19395 0.000 | 1.2416| 2.4317
45.00 0.81333(*) | 0.19395 0.014 | 0.2183| 1.4084

Los paréntesis * indican el par de tiempos entre los cuales los conjuntos de
datos exhiben diferencia significativa estadisticamente.
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