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FID Flame lonization Detector (detector de ionizacion por llama)

FL Fluorescencia

FLU Fluoranteno

HAP Hidrocarburo Aromatico Policiclico

HAPs Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos

Koc Coeficiente de particion carbon-agua

Kow Coeficiente de particion octanol-agua

MC Muestra Control
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mM miliMolar
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SIM Selective i6n Monitoring (Monitoreo del idon Selectivo)
SPME Solid Phase Microextraction (Microextraccion en Fase Sdlida)
USEPA United States Environmental Protection Agency

(Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos)
uv Ultravioleta

VOCs Volatil Organic Compounds (Compuestos Organicos Volatiles)

Xiv



Tabla 1.
Tabla 2.
Tabla 3.
Tabla 4.
Tabla 5.
Tabla 6.
Tabla 7.
Tabla 8.

Tabla 9.

Tabla 10.

Tabla 11.
Tabla 12.

Tabla 13.
Tabla 14.
Tabla 15.
Tabla 16.
Tabla 17.
Tabla 18.
Tabla 19.

Tabla 20.

Tabla 21.

Tabla 22.
Tabla 23.

Tabla 24.

INDICE DE TABLAS

Propiedades fisicoquimicas de los HAPs involucrados en la presente
investigacion.

Reporte de concentraciones de HAPs en diferentes aguas.
Aplicacién de hongos y bacterias en la biodegradacién de HAPs.
Reportes del empleo de microalgas en la remocién de HAPs.
Propiedades fisicoquimicas de los metabolitos de estudio.

Estudios realizados con S. capricornutum y S. acutus en la
biorremediaciéon de HAPs.

Comparacién de las condiciones de extraccion (tiempo, cantidades,
LD y LC) entre la extraccion fase sdélida y la extraccion liquido-liquido
Algunos parametros de caracterizacion para dispositivos de
extraccién en fase sélida (EFS).

Comparacion entre diferentes metodologias para la extraccion de
HAPs en matrices sélidas.

Reportes sobre el empleo de sistemas cromatograficos en el analisis
de HAPs.

Valores de K'w Yy kow para los metabolitos de interés.

Resumen de los resultados obtenidos de la determinacion de
espectros de fluorescencia.

Limites de deteccién y cuantificacion (ug/L) para los metabolitos
estudiados de acuerdo a su orden de elucion.

Linealidad para la curva de calibracion de los metabolitos y relacion
entre las pendientes de la curva a diferentes longitudes de onda.
Resultados obtenidos para la separacién analitica de los HAPs de
estudio.

Resultados obtenidos para la repeticidon del sistema cromatografico.
Linealidad y limites de deteccion y cuantificacion para los HAPs.
Linealidad del método, limites de deteccion y cuantificacion
encontrados para EFS-CLAR/FL.

Linealidad del método, limites de deteccion y cuantificacion
encontrados para DMFS-CLAR/FL.

Comparacion de los porcentajes de recobro y coeficiente de variacion
de extractos de HAPs en agua y medio de cultivo de S.
capricornutum.

Porcentaje de remocion y degradacion de los HAPs expuestos a la
especie S. capricornutum en funcion del tiempo.

Cantidad medida de cada metabolito en funcién del tiempo.

Cantidad de metabolitos en medio de cultivo y biomasa de
metabolitos de BbF y BkF.

Posibles fragmentos calculados teéricamente por ionizacion negativa
para el sistema electrospray.

XV

Pag.
14

18
28
38
39
41
44
48
52
59

81
83

86
87
88
89
90
91
92

94

102

104
119

128



Figura 1.

Figura 2.
Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.
Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.
Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.
Figura 17.
Figura 18.
Figura 19.
Figura 20.
Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

INDICE DE FIGURAS

Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) considerados
cancerigenos por la EPA, Mut (Mutagenicidad), + Prueba de Ames
positiva, - Prueba de Ames negativa, Can. (Cancerogenicidad) U. No
clasificado, A. Probable cancerigeno, B. Posible cancerigeno.
Mecanismo de mutagenicidad de los HAPs, CPYs (citocromo Pasp)
mEH (hidrolasa ep6xido mitocondrial) GST (glutationa S-transferasa).
Oxidacion del BaA con oxigeno singulete y generacion de
endoperoxidos.

Mecanismo de la oxidacién del BaA con ozono.

Metabolismo general de xenobibticos por plantas.

Mecanismo general de biodegradacién de un HAP por hongos vy
bacterias.

Mecanismo propuesto para el metabolismo del fluoranteno por
bacteria.

Ruta catabdlica de degradacion del naftaleno en Pseudomona putida.
Ruta de degradacion del pireno en M. vanbaalenii

Mecanismo propuesto para la degradacion del BaP por bacterias.
Activaciéon metabdlica del BaP.

Mecanismo propuesto para la degradacion del antraceno por |I.
lacteux.

Microalgas S. capricornutum (a) y S. acutus (b) empleados en la
biodegradacion de HAPs.

Influencia de la concentracion del analito en el efluente sobre la
adicidon de volumen de solucion (curva de fuga)

Procedimiento general de la EFS.

Procedimiento de extraccion por DMFS.

Metodologia de extraccion fase sdlida para la extraccion de
metabolitos y HAPs del medio de cultivo

Metodologia de dispersion de matriz en fase sélida para la extraccion
de metabolitos y HAPs de la biomasa

Procedimiento de exposicion de HAPs a las microalgas de estudio
Estimaciéon de los valores de log k'vw y tendencia lineal para a) los
metabolitos dihidrodioles y b) hidroxi del BaP con diferente relacién
de metanol en la fase movil.

Estimacién de los valores de log k'w y tendencia lineal para los
metabolitos dihidrodioles del BaA, BbF y BkF con diferente relacion
de metanol en la fase movil.

Cromatograma obtenido del estandar de la solucién de metabolitos a
una concentracion de 12 pg/L (A ext. 260 nm and A ¢n.410 nm) con el
gradiente final a) metabolitos del BaP (1) 9,10-dBaP, (7)4,5-dBaP,
(9)7,8-dBaP, b) metabolitos del BaA (4) 5,6-dBaA (5) 8,9-dBaA, (6)
10,11-dBaA, c) metabolitos del BbF y BkF (2)11,12-dBbF, (3) 1,2-
dBbF, (8)8,9-dBkF, (10)9,10-dBbF.

Espectros de fluorescencia obtenidos para el 1,2-dhd-BbF a)
excitacion b) emision.

XVi

Pag.
12

17
20

20

23
26

27
30
32
33
34
35
36
47
49
54
71
72
76
79
80

83

84



Figura 24.

Figura 25.
Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Figura 37.

Gradiente final para el método de analisis de metabolitos de estudio
a) 260-410nm b)270-438 nm, (1) 9,10-dBaP, (2)11,12-dBbF, (3) 1,2-
dBbF, (4) 5,6-dBaA (5) 8,9-dBaA, (6) 10,11-dBaA, (7)4,5-dBaP,
(8)8,9-dBkF, (9)7,8-dBaP (10)9,10-dBbF.

Efecto de la presencia de BaP y mezcla de HAPs en el crecimiento
de la especie S. capricornutum.

Cantidad remanente (ug) vs tiempo de exposicién (h) en medio liquido
y biomasa para A) BaA, B) BkF, C) BbF y D) BaP.

Cantidad recuperada de metabolitos del BaA a diferentes tiempos de
exposicion en a) medio liquido; b) en biomasa; Cantidad total de c1)
5,6-dBaA y c2) 8,9-dBaA/10,11-dBaA.

Cantidad recuperada de metabolitos del BaP a diferentes tiempos de
exposicion en a) medio liquido; b) en biomasa; Cantidad total de c1)
9,10-dBaP y c2) 7,8-dBaP y c3) 4,5-dBaP.

Cromatograma de a) Solucion estandar de metabolitos a 12 ug/L (A
ex- 260 nm y A em.410 nm); b) Solucion estandar de metabolitos a 12
Mg/L (A ex. 270 nm and A ¢m. 428 nm) y extractos de medio liquido (A
ext- 260 nm and A em.410 nm); ¢) ME 16 h; d) ME 24 h; e) ME 48 h.
Cromatograma de a) Solucion estandar de metabolitos a 12 ug/L (A
ex- 260 Nm y A ¢m.410 nm); b) Solucién estandar de metabolitos a 12
Mg/L (A ex. 270 nm and A em. 428 nm) y extractos de biomasa (A ex.. 260
nm and A em.410 nm); c) ME 16 h; d) ME 24 h; e) ME 48 h.
Cantidades recuperadas de metabolitos de BbF y BKF con respecto
al tiempo en exposicion con S. capricornutum a) Medio liquido; b)
Biomasa. Cantidad total de c1)1,2-dBbF, c2)8,9-dBkF, ¢3)9,10-dBbF.
Cromatogramas a Aex. 270 nm y Aem 428 nm de a) Solucion de
metabolitos a 20 pg/L; y extractos de medio liquido de b) ME 8 h; c)
ME 16 h; d) ME 24 h; e) ME 48 h.

Cromatogramas a Aex. 270 nm y Aem 428 nm de a) Solucion de
metabolitos a 20 pg/L; y extractos de biomasa de b) ME 8 h; c) ME 16
h; d) ME 24 h; e) ME 48 h.

Cantidades recuperadas de metabolitos de BbF y BKF con respecto
al tiempo en exposicién con S. acutus a) Medio liquido; b) Biomasa.
Cantidad total de c1)1,2-dBbF, c2)8,9-dBkF, ¢3)9,10-dBbF.
Cromatograma de extraccion del medio liquido para determinacion de
dihidrodioles de la exposicién de la mezcla de BbF y BKF a)16h b)24h
c)48h d)72h e)96h de exposicion y f) Estandar de 15 pg/L (A ext. 270
nm and A em. 428 nm) de mezcla de dihidrodioles 2). 11,12-dBbF,
3)1,2-dBbF; 8)8,9-dBkF y 10) 9,10-dBbF.

Cromatograma de extraccién de la biomasa para determinacién de
dihidrodioles de la exposicion de la mezcla de BbF y BkF a)16h b)24h
c)48h d)72h €)96h de exposicion y f) estandar de 15 ug/L (A ext. 270
nm and A em. 428 nm) de mezcla de dihidrodioles 2). 11,12-dBbF,
8)8,9-dBkF y 10) 9,10-dBbF.

Comparacion de las cantidades obtenidas para los 3 metabolitos en
medio liquido (a1, b1y c1)y biomasa (a2, b2 y c2) en las exposiciones
con S. capricornutum (rojo) S. acutus (azul).

XVii

86

96

101

106

110

112

113

114

117

118

121

122

123

124



Figura 38.

Figura 39.
Figura 40.
Figura 41.
Figura 42.
Figura 43.
Figura 44.

Figura 45.

Figura 46.

Figura 47.

Cromatograma de extractos obtenidos a 48h de exposicion para a)
biomasa Scenedesmus b) medio liquido Scenedesmus c) biomasa
Selenastrum y d) medio liquido Selenastrum.

Corriente ionica total para los metabolitos dihidrodioles del BaP.
Corriente ionica total para los metabolitos hidroxilados del BaP.
Corriente idnica total para los metabolitos dihidrodioles del BaA.
Corriente iénica total para los metabolitos dihidrodioles del BbF y BkF.
Metabolitos generados en la biodegradacion de BaP por enzimas di-
oxigenasas.

Metabolitos generados en la biodegradacion de BaA por enzimas di-
oxigenasas.

Corriente ionica total y fragmentogramas para la muestra de medio
liquido de la exposiciéon de la mezcla de los 4 HAPs con S.
capricornutum durante 24 h.

Corriente iénica total y fragmentogramas para la muestra de biomasa
de la exposicion de la mezcla de los 4 HAPs con S. capricornutum
durante 24 h.

Metabolitos formados por los HAPs estudiados con S. capricornutum
y S. acutus en posicion cis, el simbolo.

Xviii

127

129
130
130
131
133
135

136

137

139



Anexo 1.

Anexo 2.

Anexo 3.

Anexo 4.

Anexo 5.

Anexo 6.

Anexo 7.

Anexo 8.

Anexo 9.

Anexo 10.

Anexo 11

INDICE DE ANEXOS

Pruebas de regresién lineal para los estandares de dihidrodioles de
cada HAP por SPSS.

Prueba t de muestras relacionadas para las pendientes de las curvas
de calibracién de metabolitos y prueba Duncan a las dos longitudes
de absorcion y emision.

Analisis estadistico para la validacion del sistema cromatografico en
la determinacion de HAPs.

Pruebas de regresion lineal para el método EFS-CLAR/FL para los
dihidrodioles.

Comparacién entre los valores medios del control y las diferentes
mezclas adicionadas al cultivo para evaluar su crecimiento.

Prueba t de medias de muestras relacionadas para las
concentraciones de HAPs recuperadas en la exposicién con S.
capricornutum.

Cromatogramas de medio liquido y biomasa de la exposicion de la
mezcla de HAPs a Selenastrum capricornutum a diferentes tiempos.
Analisis estadistico para los datos obtenidos en las exposiciones de
BbF y BKF.

Corriente idnica total y fragmentograma obtenido de cada
metabolito.

Resumen de fragmentos encontrados para los metabolitos tipo
dihidrodiol en estandares y muestras.

Articulo publicado como resultado de la investigacion

XiX

176

179

181

184

188

189

190

192

194

198

199



RESUMEN

En este trabajo se desarrollaron metodologias analiticas para la determinacion de una
mezcla de cuatro hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) a saber benzo(a)pireno
(BaP), benzo(a)antraceno (BaA), benzo(b)fluoranteno (BbF) y benzo(k)fluoranteno (BkF)
por cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR) con deteccién por ultravioleta (UV); y
diez metabolitos dihidroxilados: 9,10-dihidrodiol del BaP, 4,5-dihidrodiol del BaP, 7,8-
dihidrodiol del BaP, 5,6-dihidrodiol del BaA, 8,9-dihidrodiol del BaA, 10,11-dihidrodiol del
BaA, 1,2-dihidrodiol del BbF, 10,11-dihidrodiol del BbF, 11,12-dihidrodiol del BbF y 8,9-
dihidrodiol del BKF por CLAR con deteccion por fluorescencia (FL), en muestras de cultivos
liquidos de microalgas, empleando la extraccion en fase solida (EFS) y dispersién de
matriz en fase solida (DMFS). Se utilizaron cultivos de Selenastrum capricornutum (Utex
1648) y Scenedesmus acutus (Utex B72) adquiridos de la coleccién de cultivos de algas
de la Universidad de Texas (Austin), que han sido reportados por su actividad en procesos
de biodegradacion de HAPs de tres y cuatro anillos y para el BaP como representante de
los HAPs de cinco anillos. Se emplearon cultivos de algas con absorbancia de 1.0 pyA
correspondiente a 5x10°8 células mL-' y en fase de crecimiento medio exponencial para

realizar los procesos de biodegradacion.

Después de realizar la exposicidon de la microalga a los HAPs y separar el medio liquido
de la biomasa por centrifugacion, fue realizada la extraccion por EFS y DMFS
respectivamente, para la obtencién de dos fracciones por cada método de extraccion, una
con los HAPs remanentes analizadas por CLAR/UV y la otra que contenia los dihidrodioles
formados analizados por CLAR/FL. El método de EFS-CLAR/FL/UV fue validado para
concentraciones de dihidrodioles entre 0.85 y 21 ug/L (utilizando 15 mL de medio de
cultivo) y entre 0.1 y 4.0 yg mL" para los HAPs, mientras para el método DMFS-
CLAR/FL/UV las concentraciones de dihidrodioles entre 0.5 y 20 ng/mg y para los HAPs
entre 0.1 y 4.0 yg/mg. Los valores del estadistico de Pearson (R?), asociados a la
linealidad del método de cuantificacion por curva de calibracion para los metabolitos, son
superiores a 0.992 para el método de extraccién en fase sélida y 0.985 para los de
dispersion de matriz en fase solida, los coeficientes de variacion que indican la dispersion
de los resultados obtenidos para los experimentos de biodegradacién, se encuentran entre
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el 2.3y el 8.4% para el primero y entre el 0.7 y el 5.4% para el segundo. Estos métodos
permitieron el seguimiento de la exposicion de la mezcla de los cuatro HAPs a la especie
S. capricorutum y de mezcla de BbF y BkF a S. acutus demostrandose que ambas
especies, son capaces de bioacumular y biodegradar generando dihidrodioles del tipo cis-
dihidrodioles, que podria ser originados por enzimas di-oxigenasas, como resultado de la
incorporacion de los dos atomos de una molécula de oxigeno al nucleo. Finalmente, se
encontré que la especie S. acutus, aunque alcanza el valor de absorbancia de 1.0
(correspondiente a 3x10°® células/mL) en menor tiempo (10 a 15 dias) que la S.
capricornutum (27 a 29 dias), es mas lenta en el proceso de biodegradacién (24h contra

48 y 72h respectivamente) y con menor cantidad de metabolito generado.



ABSTRACT

In this work, analytical methodologies were developed for the determination of a mixture of
four polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) namely benzo(a)pyrene (BaP),
benzo(a)anthracene (BaA), benzo(b)fluoranthene (BbF) and benzo(k)fluoranthene (BkF)
by and high performance liquid chromatography (HPLC) with ultraviolet (UV) and by HPLC
with fluorescence (FL) detection, ten metabolites such as 9,10-dihydrodiol BaP, 4,5-
dihydrodiol BaP, 7,8-dihydrodiol BaP, 5,6-dihydrodiol BaA, 8,9-dihydrodiol BaA , 10,11-
dihydrodiol BaA, 1,2-dihydrodiol BbF, 10,11-dihydrodiol BbF, 11,12-dihydrodiol BbF and
8,9-dihydrodiol of BkF, in samples of microalgae liquid cultures, using solid phase
extraction (SPE) and solid phase matrix dispersion (SPMD). Cultures of Selenastrum
capricornutum (Utex1648) and Scenedesmus acutus (Utex B72) acquired from the culture
collection of algae at the University of Texas (Austin), that have been reported as active
for biodegradation processes of PAHSs of three, four rings and for BaP as representative of
five ring PAHs were used. Microlgae cultures with absorbance of 1.0 pA corresponding to
5x10® cells mL-' and in mid-exponential growth phase were used to perform the

biodegradation processes.

After carrying out the exposure of the microalgae to the HAPs and separating the liquid
medium from the biomass by centrifugation, it was carried out by SPE and SPME
respectively, to obtain two fractions for each extraction method, one with the HAPs
Remnants analyzed by HPLC-UV and the other containing the formed dihidrodiols
analyzed by HPLC-FL. The SPE-HPLC-FL/UV method was validated for concentrations
of dihydrodiols between 0.85 and 21 ug/L (using 15 mL of culture liquid) and between 0.1
and 4.0 pg/mL for PAHSs, while for the method SPMD-HPLC-FL/UV for concentrations of
dihydrodiols between 0.5 and 20 ng/mg and for PAHs between 0.1 and 4.0 pg/mg. The
values of Pearson coefficient (R?), associated with the linearity of calibration curve
quantification method to metabolites are greater than 0.992 for the method of solid phase
extraction and 0.985 for solid phase matrix dispersion, the coefficients of variation
indicating the dispersion of the results obtained for biodegradation experiments, are
between 2.3 and 8.4% for the first and between 0.7 and 5.4% for the second. These

methods allowed the monitoring of the exposure of the mixture of the four HAPs to the S.

3



capricorutum microalgae and the mixture of BbF and BkF to S. acutus microalgae,
demonstrating that the two species are capable of bioaccumulating and biodegrading
generating dihydrodiols of the type cis -dihydrodiol metabolites as a result of the
incorporation of the two atoms of an oxygen molecule to the aromatic nucleus, what could
apparently be caused by dioxygenase enzymes. Finally, it was found that species S.
acutus, although it reaches the absorbance value of 1.0 (corresponding to 3x10° cells/mL)
in less time (10 to 15 days) than S. capricornutum (27 to 29 days), is slower in the process
of biodegradation (24 hours against 48 and 72 hours respectively) and with less amount of

metabolite generated.



1. INTRODUCCION

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), son histéricamente los primeros
contaminantes en ser reconocidos como posibles causantes de tumores en humanos
[Sarigiannis et al., 2015 y Li et al., 2018], por su abundancia, propiedades mutagénicas y
cancerogénicas, se han situado en las listas de contaminantes organicos altamente
peligrosos, y persistentes, por estas razones, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
y la Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos (USEPA) [Yan et al., 2004 y
Idowu et al., 2019], han reglamentado el control de estas sustancias en el medio ambiente.
En los ultimos afnos ha aumentado el interés por la eliminacion de los HAPs de cuerpos
de agua con el empleo de metodologias de biodegradacion, y la razéon es que son
considerados métodos versatiles y flexibles, ya que, entre otras caracteristicas, pueden
ejecutarse en condiciones aerobias [Kuppusamy et al., 2016] o anaerobias [Li et al., 2015
y Nzila, 2018] y emplear organismos autéctonos del sitio contaminado 6 incorporar otros
foraneos, y/o de forma in situ 6 ex situ (en inglés on site y off site). Ahora bien, es cierto
que no todos los contaminantes son susceptibles de ser biodegradados, pero los reportes
muestran el empleo de microorganismos con éxito en la degradacién de contaminantes
en suelos [Dias et al., 2012 y Sagarkar et al., 2013], HAPs y VOCs en diferentes matrices
[Biswas et al., 2015] y ultimamente en la biodegradacion de contaminantes emergentes

[Thelusmond et al., 2018] dan una idea de la necesidad de ampliar los estudios.

Diferentes tipos de microorganismos (principalmente hongos y bacterias) [Kadri et al.,
2017 y Rabodonirina et al., 2019] y plantas superiores [Xiao et al., 2015] han sido
reportados en estudios de biodegradacién de HAPs de 2 hasta 4 anillos [Yu et al., 2011 y
Sungthong R. et al., 2015]. Se ha establecido que la degradacion aerdbica de HAPs en
bacterias, es generalmente iniciada por la accion de las di-oxigenasas que catalizan la
incorporacion de dos atomos de oxigeno y dos electrones desde el NADH para formar cis-
dihidrodioles que son posteriormente degradados mediante la ruptura del anillo y la
eventual formacién de intermediarios del ciclo del acido citrico. Por otro lado, Heitkamp et
al. (1988), reportaron, que se ha encontrado también en bacterias que los HAPs pueden
ser metabolizados por el citocromo P450 y emplear mono-oxigenasas para formar trans-

dihidrodioles, y reportan que la actividad de las mono-oxigenasas es generalmente mucho
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menor que la de las di-oxigenasas cuando se encuentran en el mismo organismo. Se
conoce poco acerca de como los HAPs atraviesan las membranas bacterianas para
alcanzar las enzimas catabodlicas presentes en el citoplasma, se han incluido en la
discusién la difusion pasiva y la captacion dependiente de energia, la cual se activaria
durante el crecimiento en medios contaminados con HAPs y donde éstos son la unica

fuente de carbono [Neher y Lueking, 2009].

En cuanto a especies de hongos también se han empleado como degradadores de HAPs,
[Silva et al.,2009 y Jia et al., 2011] y se han implementado varias pruebas de actividad
donde las protagonistas han sido las enzimas fungicas, las cuales se consideran una
buena opcion para la degradacion de los HAPs [Kadri et al., 2017], la produccién de
enzimas lignoliticas como la lignina peroxidasa, la manganeso peroxidasa y la lacasa que
tienen una especificidad extremadamente reducida [Davis et al., 1993] debido a la
dependencia de la estructura irregular de la lignina [Haritash y Kaushik, 2009] son las
causantes de la capacidad degradadora de los hongos. Reportes recientes indican que
las peroxidasas extracelulares son responsables de la oxidacion inicial de los HAPs [Betts,
2012; Li et al., 2014 y Zhang et al., 2015] ya que oxidan directamente, mientras que las
peroxidasas de manganeso las co-oxidan indirectamente a través de la peroxidacién de
lignina, generando diferentes metabolitos de tipo cetdnico, hidroxido y en menor cantidad
trans-dihidrodioles. [Vyas et al., 1994 y Kadri et al., 2017]

El papel de las microalgas en el campo de la biodegradacion de HAPs es menos conocido
y la literatura es aun limitada. Cerniglia et al. (1980), reportaron dieciocho especies de
microalgas de diferentes grupos taxondémicos, que fueron capaces de metabolizar
naftaleno (de 0.1 a2.4%). La especie Selenastrum capricornutum y Scenedsemus acutus,
entre otras, también pudieron metabolizar el benzo[a]pireno en diferente medida de
acuerdo con Schoeny et al. (1988). Posteriormente en la revision de Juhasz y Naidu
(2000), se reportaron diecinueve especies empleadas en la degradacién de naftaleno,
fenantreno, pireno y benzo[a]pireno. Lei et al. (2003), informaron que seis especies, entre
ellas la Selenastrum capricornutum, degradaron entre el 34 y el 100% de concentraciones
de 0.1 mg/L de pireno en siete dias. Lika y Papadakis (2009) reportan en su estudio de
simulacion sobre la biodegradacion de fenoles por microalgas, que una célula de
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microalga tiene la capacidad de producir biomasa a través de la asimilacién autétrofa
(captacion de luz y carbono inorganico disuelto), la asimilacion heterétrofa (captacion de
carbono organico disuelto) y, en menor medida, a través de la biodegradacion de fenoles.
Recientemente Papazi et al. (2019), al realizar estudios de biodegradacion de clorofenoles
con la especie Scenedesmus obliquus concluye que la microalga parece seguir dos
estrategias distintas; La primera, cuando esta rodeada por compuestos fendlicos toxicos
de bajo peso molecular (fenol, monoclorofenoles, entre otros), usan sus reservas de
energia para aumentar la produccidén de biomasa y no ocurre biodegradaciéon. Mientras,
que cuando esta rodeada de clorofenoles superiores (triclorofenoles, tetraclorofenoles,
etc.) invierten sus reservas de energia en la biodegradaciéon de los compuestos, y nada
en el aumento de la biomasa. La forma en que las microalgas realizan la eliminacion de
los HAPs del medio ambiente, es desconocida, el mecanismo asociado a la interaccién
entre el contaminante y el microrganismo, podria ser mediante procesos de adsorcion
(biosorcion), & absorcion (bioacumulacién) y con respecto a la degradacion
(biodegradacion ¢ biotransformacion), no hay una concordancia en el mecanismo
propuesto, algunos autores indican que puede presentarse por la participacién de mono-
oxigenasas dando como principales productos HAPs mono-sustituidos y en menor
cantidad trans-dihidrodioles [Chan et al., 2006 y Luan et al. 2007] mientras otros se inclinan
por la intervencion de di-oxigenasas, generando principalmente cis-dihidrodioles
[Warshawsky et al., 1995 y Haritash y Kaushik, 2009], y que fue corroborado por Olmos
et al. (2012), quienes reportaron la presencia de dihidrodioles del BaP (4,5- y 9,10-) y
Garcia de Llasera y Garcia-Cicourel (2017) que reportan de igual forma la presencia de
dihidrodioles en la degradacién del BaA (5,6-, 8,9- y 10,11-), concordante con la accion

principalmente de enzimas di-oxigenasas.

Para la extraccion de los metabolitos tipo dihidrodiol y de HAPs remanentes en el medio
de cultivo, se selecciond la Extraccion en Fase Sélida (EFS) por sus ventajas en ahorro
de disolvente y su proceso simultaneo de extraccién y concentracion de analitos. Los
antecedentes, muestran su aplicacion en la extraccion de HAPs en diferentes matrices
acuosas [Delhomme et al.,2007; Siemers et al., 2015 y Lorenzo-Parodi et al., 2018] y el

adsorbente mas reportado es silice sustituida con cadenas de octadecilos (C18) [Pitarch



et al., 2007 y Hashemi et al. 2018]. Por otra parte, para la extraccion de los metabolitos
de la biomasa (microalgas), la técnica de extraccion de Dispersion de Matriz en Fase
Solida (DMFS), permitio la posibilidad de manejar directamente las muestras sélidas, sin
etapas previas de tratamientos fisicos 6 quimicos, se ha reportado su empleo en la
extraccion de HAPs en diferentes matrices sélidas [Concha-Grafa et al., 2015 y Hoff y
Pizzolato, 2018], pero es importante acotar que aparecen muy pocos reportes en literatura
acerca de la aplicacién a matrices de biomasa de microalgas [Olmos-Espejel et al, 2012 y

Garcia de Llasera et al., 2016].

Para el analisis de metabolitos y HAPs remanentes, los métodos cromatograficos por
excelencia han sido los de mayor empleo, la Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
con deteccion de fluorescencia (CLAR/FL) [Zhang et al.,2010; Denis et al., 2012 y Pang
et al., 2018] y el empled de fase reversa utilizando C18 como fase estacionaria y fases
moviles polares tradicionales en la cromatografia de fase reversa como acetonitrilo,

metanol y agua [Kayillo et al., 2007 y Ncube et al., 2018].



2. HIPOTESIS

Aprovechando la capacidad para la degradacion de HAPs individuales y de bajo peso
molecular que se ha evidenciado para la especie S. capricornutum en diferentes reportes,
se propone evaluar la capacidad en la degradacion de una mezcla de cuatro HAPs, uno
de cuatro y tres de cinco anillos (BaA, BbF, BKF y BaP) que permita establecer la posible
formacion de metabolitos tipo dihidrodiol como productos debido a la accién metabdlica
de enzimas dioxigenasas presentes en las microalgas. El seguimiento de los HAPs
remanentes en el medio liquido (contaminado con la mezcla de HAPSs) y presentes en la
biomasa (como resultado de la biosorcion) se realizara empleando cromatografia liquida
de alta eficiencia con deteccidon ultravioleta (CLAR/UV) y complementariamente, el
seguimiento de los metabolitos formados como resultado de la degradacion de HAPs, en
la biomasa y medio de cultivo por CLAR/FL, evaluando a diferentes tiempos de exposicion.
Por otra parte, teniendo en cuenta las diversas respuestas metabdlicas de las especies
de microalgas con los HAPs, se plantea realizar la comparacién entre la S. capricornutum
y la S. acutus al degradar una mezcla de BbF y BkF, realizando el seguimiento en la
formacion de metabolitos tipo dihidrodiol en funcién del tiempo. Para lograr la separacion
de los HAPs y los metabolitos se emplean metodologias de extraccion de fase solida (EFS)
para el medio de cultivo y dispersion de matriz en fase solida (DMFS) para la biomasa,
con el fin de obtener el porcentaje de bioremocion (relacionado con el HAP removido del
medio de cultivo) y de biodegradacion (relacionado con la diferencia entre HAP adicionado
al inicio y el encontrado en medio liquido y biomasa en funcion del tiempo). Con esta
informacion finalmente se espera aportar en el entendimiento del proceso metabdlico de

la degradacion de HAPs de cinco anillos por microalgas.



3. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

El presente trabajo tiene como objetivo principal:

1. Desarrollar y validar métodos analiticos para la determinacion de hidrocarburos
aromaticos policiclicos (HAPs) prioritarios de 4 y 5 anillos y sus metabolitos del
tipo dihidrodiol en cultivos de microalgas, empleando técnicas de extraccion
basadas en el uso de adsorbentes y cromatografia liquida de alta resolucion con
deteccion de fluorescencia (CLAR/FL) y espectrofotométrica UV de arreglo de
diodos (CLAR/UV). Posteriormente, realizar bioensayos de exposicion a los
HAPs en mezclas en cultivos de microalgas a diferentes tiempos para elucidar

parte del proceso de degradacion.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Los objetivos especificos planteados son:

1. Implementar y validar un método de extraccion en fase sélida y cuantificacion por
cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion por fluorescencia (EFS-
CLAR/FL) para la determinacion de metabolitos y con deteccion por ultravioleta
(EFS-CLAR/UV) para HAPs en medio de cultivo contaminado.

2. Verificar la aplicacién de un método de extraccion por dispersion de matriz en fase
soélida y cuantificacidon por cromatografia liquida de alta resolucién con deteccion
por fluorescencia (DMFS-CLAR/FL) para la determinaciéon de metabolitos y con
deteccion por ultravioleta (DMFS-CLAR/UV) para HAPs en biomasa obtenida de
microalgas contaminadas con HAPs.

3. Realizar exposiciones a diferentes tiempos, de medios de cultivo de microalgas S.
capricornutum y S. acutus a una concentracion de HAPs para realizar el

seguimiento de su disminucion y la formaciéon de metabolitos tipo dihidrodiol.
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4. ANTECEDENTES
4.1 Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPS)

4.1.1 Importancia Ambiental.

La informacién asociada a los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) es extensa y
diversificada, por lo que principalmente se hara mencion a los aspectos mas relevantes y
que se encuentren relacionados con la presente investigacion. Los HAPs constituyen una
familia de mas de 100 compuestos organicos diferentes formados por dos 6 mas anillos
bencénicos y en algunos casos unidos a anillos de cinco carbonos, con 0 sin sustituyentes
sobre sus atomos, sin incluir la presencia de heteroatomos en su estructura. Su efecto
perjudicial a nivel ambiental y sobre la salud ha provocado que sean considerados
altamente peligrosos y por ello la USEPA [Yan et al.,, 2004 y Idowu et al., 2019] ha
seleccionado 16 (figura 1) como contaminantes cuyo estudio debe considerarse prioritario
(en http://www.epa.gov/osw/hazard/wastemin/minimize/factshts/pahs.pdf). Entre ellos,
destacan por sus caracteristicas altamente cancerigenas el Benzo(a)pireno,
Dibenzo(a,h)antraceno, Indeno(1,2,3-cd), Pireno, Benzo(k)fluoranteno, Criseno vy
Benzo(ghi)perileno, los cuales han sido objeto de estudios alrededor del mundo sobre su

efecto nocivo [Yang et al., 2014, Bandowe y Nkkansah, 2016 y Meng et al., 2019].
4.1.2 Formacion de los HAPs.

Se ha establecido, que los HAPs se producen de tres formas, a saber, los procesos de
origen diagenético (como la petrogénesis de la materia organica y la formacién de carbon),
el origen pirolitico (combustién incompleta de compuestos organicos) y la biogénesis
[Wang et al., 2017 y Adanez et al., 2018]. Generalmente los HAPs debido a su caracter
hidrofébico se encuentran en fases no acuosas, como por ejemplo el petréleo y sus
derivados, en la madera 6 en actividades antropogénicas como cocinar y fumar, incluso
los procesos naturales tales como la carbonizacion. La presencia en medios acuosos en
concentraciones relevantes, es debido a su interaccion con materia organica [Zhang et al.,
2019]. A nivel estructural, se ha encontrado que los HAPs pirogénicos (producidos por

combustién) poseen estructuras con un mayor numero de sistemas de anillos, que los
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petrogénicos (presentes en el petréleo) y generalmente no presentan grupos alquilos en

su estructura.
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Figura 1. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) considerados cancerigenos por la
EPA, Mut (Mutagenicidad), + Prueba de Ames positiva, - Prueba de Ames negativa, Can.
(Cancerogenicidad) U. No clasificado, A. Probable cancerigeno, B. Posible cancerigeno

(adaptado de Sims y Overcash, 1988).

Las fuentes de contaminacién de HAPs pueden clasificarse como enddgenas, las cuales
aparecen como resultado de la rapida aromatizacion de compuestos durante procesos
biolégicos de humificacion, y reflejan la contribucion de fuentes de hidrocarburos como
residuos de carbdn, y las fuentes exdgenas, que incluyen entradas naturales, por ejemplo,
la migracién del petréleo hacia horizontes mas profundos, 6 los aportes antropogénicos

tales como derrames de combustibles fésiles 6 la deposicion de particulas del aire que
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contienen HAPs producidos por el escape de los coches. Ademas de la influencia de las
fuentes de emision, la temperatura ambiente fue otro factor importante para la
concentracion y el destino de los HAPs atmosféricos. Generalmente, cuando la
temperatura aumenta, las concentraciones en el aire de compuestos organicos
semivolatiles (VOCs de sus siglas en inglés) aumentan como resultado de una mayor

volatilizacion de las superficies, como el suelo, el agua y la vegetacion [Ma et al., 2018].

El transporte y distribucion de los HAPs en el medio ambiente depende en gran medida
de sus propiedades fisico-quimicas, tales como su solubilidad en agua, presién de vapor
y coeficientes de particion octanol-agua (log Kow) y carbon-agua (log Kcw). Los HAPs
son estables respecto a la hidrélisis y no poseen grupos reactivos, lo que los convierte en
contaminantes altamente persistentes [Kang et al., 2016]. Debido a sus bajas constantes
de la ley de Henry [Parnis et al., 2015], la volatilizacién desde la fase acuosa es un proceso
poco comun, los elevados valores de log Kcw indican una fuerte adsorcion a la materia
organica en los suelos, asi que la migracion tampoco es un proceso habitual y finalmente
los elevados valores de Kow indican alta bioacumulacion. En general, son biodegradables
bajo condiciones aerdbicas, pero la velocidad de biodegradacion disminuye drasticamente
a medida que se incrementa el numero de anillos aromaticos en la molécula. Algunas de
las propiedades fisicoquimicas importantes de los HAPs que hacen parte de la presente

investigacion se presentan en la tabla 1.
4.1.3 HAPs y surelaciéon con el cancer.

La informacion disponible del mecanismo de contaminacion de los HAPs es diversa y para
algunos aspectos escasa. Los estudios han logrado determinar que los efectos toxicos
de algunos HAPs sobre la piel estan asociados con dermatitis aguda y cronica. La
exposicion prolongada causa pigmentacion, irritacion de las vias aéreas superiores
[Sarigiannis et al., 2015]. Otros sintomas son lagrimeo, fotofobia, e hiperemia conjuntival
[Bortey-Sam et al., 2017], si la exposicion es prolongada producen cancer cutaneo
broncogénico, en vejiga; leucemia y linfoma [Ellenhorn, 1997; Bortey-Sam, et al., 2017 y
Carrat, et al., 2019].
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de los HAPs involucrados en la presente

investigacion.
Compuesto Férmula Numero P.F. P.E. Solubilidad Log moplgztcj)lar
P Molecular anillos (°C) (°C) agua (ug/L)" Kow
(g/mol)
BaA
OO‘O CigH12 4 159 435 14 5.76 228
BbF
Oé‘.e CaoH12 5 168 --- 1.2 5.78 252
BkF
00’8 Ca20H12 5 217 480 0.55 6.11 252
BaP

‘O CooH12 5 179 495 3.8 5.97 252

*20°C

Son las propiedades de los HAPs, las responsables de la bioacumulacién en tejidos grasos
y causantes de la aparicion de lesiones y tumores en ciertos peces, adicionado a esto, su
capacidad de persistir en los sedimentos del lecho acuatico 6 ser transportados por
particulas suspendidas en el agua los hace muy peligrosos [Almeida et al., 2012 y Franco
y Lavado 2019]. Se han reportado consecuencias de la interaccion de HAPs con aves,
plantas y en cultivos de alimentos [Dhananjayan, 2013 y Wang et al., 2017], la capacidad

de bioacumulacion [Gao et al., 2013] y su efecto en el crecimiento.

La toxicidad de los HAPs depende en gran medida de su estructura quimica, ya que ha
sido asociada con el grado de no-planaridad debido al aumento del caracter olefinico de
algunos enlaces aromaticos en la molécula. La presencia de la “regidon bahia” le confiere
a la molécula unas propiedades electrofilicas elevadas que permiten interaccionar con los
enlaces covalentes [Kim et al., 2013 y Li et al., 2018].
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Como los compuestos originales, los derivados polares de PAH pueden formarse
directamente a través de una combustion incompleta y también se pueden formar a través
de una variedad de procesos bidticos y abidticos, que incluyen reacciones con los
radicales NOx, Os y OH" en la atmosfera [Cochran, et al.,, 2016]. La capacidad de
metabolizacién de los HAPs esta ampliamente distribuida en el reino animal, pero suele
ser mayor entre los organismos superiores. Una vez incorporados al organismo
experimentan una oxidacion enzimatica, llevada a cabo por el sistema de oxidasas de
funcién mixta (MFO de sus siglas en ingles), ubicado mayoritariamente en el higado, que

los convierte en epoxidos y en dihidrodioles.

Estas especies quimicas constituyen la forma genotéxicamente activa de los HAPs, las
cuales pueden formar aductos covalentes con proteinas y acidos nucleicos celulares. Los
aductos del ADN pueden provocar mutaciones que pueden resultar en carcinogénesis y
teratogénesis. La activacién bioquimica es un mecanismo de toxicidad altamente
especifico y crénico, limitado a un grupo especifico de HAPs, ademas, no todos los
organismos estan equipados con el sistema enzimatico para llevar a cabo la activacion
bioquimica. El metabolismo de los HAPs en los humanos es mediado por el citocromo
P450 (CYP)1A1 en el paso de la oxidacion inicial y por la glutatién transferasa (GST)M1
en el paso de conjugacion. Ambas enzimas son polimorficas y se encuentran disponibles
para modular los niveles de aductos del ADN [Siddens et al., 2015]. Los pasos de
oxidacion sucesiva producen predominantemente diol-epOxidos que pueden ser
convertidos en carbocationes y unirse covalentemente al ADN. También se producen en
estas conversiones enzimaticas especies de oxigeno reactivo (ROS de sus siglas en
ingles), que causan dano oxidativo de la membrana celular [Yamazoe y Yoshinari, 2017]
y ADN.

En presencia de BaP [Suter et al., 2019] se registré un aumento de las roturas de una sola
hebra de ADN en macrofagos alveolares, células pulmonares, linfocitos periféricos y
hepatocitos de ratas. Estos aductos de HAP-ADN y ROSs son los sospechosos de origen
de toxicidad, carcinogénesis y mutagénesis causada por HAPs. Los HAPs también
muestran fototoxicidad cuando se exponen a luz ultravioleta (UV) y la energia de los HAPs
activados puede transferirse al oxigeno y generar ROSs, lo que lleva a la alteracion de la
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membrana celular a través de la peroxidacion lipidica [Sen y Field, 2013]. Algunos
productos de oxigenacion de los HAPs formados en presencia de luz UV son aun mas
toxicos que los compuestos progenitores correspondientes [Vazquez-Goméz et al., 2016;
Gao P. etal.,, 2018]. En la figura 2, se muestra un ejemplo de la oxidacién del BaP donde
se observa la formacion de 7,8-epoxidos el cual es transformado en trans-dihidrodiol por
una epoxi-hidrolasa, este 7,8-trans-dihidrodiol puede ser epoxidado en otras posiciones,
resultando en algunos casos en diol-epoxidos los cuales tienen un alto potencial
cancerogénico y mutagénico. Estos a su vez pueden ser combinados con una glutationa
por una glutation-transferasa, con lo cual ocurre su desintoxicacion. Los epdxidos que no
son combinados con la glutationa son convertidos a los correspondientes fenoles y dioles
0 combinarse con acido glucurénico ¢ sulfurico y posteriormente ser excretados

[Mastrangelo et al., 1996 y Vazquez-Gomeéz et al., 2016].
4.1.4 Contaminacién en aguas.

La contaminacion por HAPs en aguas superficiales se debe principalmente al depdsito
atmosférico, escorrentia por suelos contaminados 6 de forma directa por efluentes
domésticos e industriales [Dos Santos et al., 2018]. Por otra parte, los vertimientos de
crudo a los océanos son la principal fuente de contaminacién de éstos por HAPs [Lofthus
et al., 2018]. Si bien es cierto que la solubilidad en agua de los HAPs no es muy grande,
su caracter hidrofébico no es impedimento para estar presente en todo tipo de agua,

algunos ejemplos aparecen en la tabla 2.

Otro aspecto importante es la especie que entra en contacto con estos contaminantes, ya
que las que presentan una menor capacidad metabdlica hacia los HAPs, como algunas
algas mayores, moluscos, mariscos y organismos mas primitivos, acumulan grandes
cantidades de HAPs a diferencia de especies superiores como pescados y especies
mayores, que gracias a su capacidad metabdlica les permite excretarlo por la bilis [Wiltse

y Dellarco, 1996 y Kammann et al., 2017].
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(hidrolasa epéxido mitocondrial) GST (glutationa S-transferasa) (adaptado de Eaton et al.,
1998).

Los limites maximos permisibles de HAPs en medios acuosos dependeran del tipo de
ambiente en el que se pretenda regular. La USEPA, contempla sélo al BaP para muestras
de agua potable con un limite maximo de 0.2 ug/L (Agency for Toxic Substances and
Disease Registry, ATSDR, 1995). En México, para el tipo de uso del agua se cuenta con
la Ley Federal de Derecho/Disposiciones aplicables en materia de Aguas Nacionales, que
establece en la tabla de lineamientos de calidad del agua que el contenido de HAPs
dependera del uso del agua (Comisién Nacional del Agua, CONAGUA, 2014). De manera
general los valores de HAPs en aguas superficiales se encuentran entre 0.1 y 830 ng/L,
siendo esta mayor que la concentracion de aguas de bebida 6 subterraneas.
Esencialmente, debido a la presencia de sdlidos suspendidos que es donde los HAPs

tienden a absorberse, los tratamientos de sedimentacion y decantacion son
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fundamentales para disminuir la concentracion de estos compuestos, en aguas cuya

disposicion sea el consumo humano.

Tabla 2. Reporte de concentraciones de HAPs en diferentes aguas.

Concentracioén

Tipo de Agua Pais N° HAPs! Referencia
(ng/L)
_ Pogorzelec y Piekarska ,
Polonia 50-4200 16
Agua bebida 2018
China 715-15831 16 Liu etal., 2016
o Brasil 4-119 16 Santos et al., 2018
Agua superficial :
Brasil 260-2100 23 Dos Santos et al., 2018
Agua de embalse China 282-427 16 Tan et al., 2019
Agua subterranea Brasil 700 16 Santos et al., 2017
_ China 1264-6614 6 Huang et al., 2009
Agua lluvia
Colombia 44762 16 Sarria-Villa et al., 2016
Agua de mar Argentina 12.3- 58 16 Wu et al., 2011

! niimero de HAPs encontrados en el estudio y reportados por la USEPA
2 cantidad total de HAPs

415 Meétodos tradicionales de remediacion de HAPs.

En primera instancia, los métodos reportados para remediacion de HAPs, tienen relacion
con la matriz a tratar, para contaminacién gaseosa, se han desarrollado técnicas fisicas
de descargas por arco [Du et al., 2006 y Yu et al., 2010], que han permitido remover HAPs
presentes en gases de combustion, reportandose remociones entre el 70 y 98% y de
acuerdo con los autores la tasa de destruccion puede alcanzarse al maximo con el gas
portador de oxigeno y la resistencia externa de 50 kQ independientemente del tipo de
HAP. El empleo de la tecnologia de reactores de plasma, [Chang, 2011y Wu et al., 2018],
para eliminar HAPs producidos de procesos de coccidén en hornos eléctricos, ha logrado
eficiencias altas con una clara dependencia de la potencia de salida del plasma, esta
ultima aplicacion también ha sido empleada en el tratamiento de aguas residuales
contaminadas con HAPs. En la remediacion de suelos, los métodos y las estrategias

dependeran de la extensién de la contaminacién, asi como de la concentracién y tipos de
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contaminantes, por ejemplo, se incluyen la incineracién, radiacion microondas y desorcion
térmica, los cuales tienen un costo relativamente alto porque implican la excavacion del
suelo y el transporte hasta el sitio de la remediacion de fuentes que proporcionen el calor
necesario para el proceso de eliminacién, aunque de acuerdo con varios autores estas
metodologias pueden emplearse desde tres enfoques diferentes para la remediacion: 1)
calentamiento de material contaminado en un horno, 2) calentamiento in situ de superficies
contaminadas y 3) calentamiento in situ del suelo debajo de la superficie [Falciglia et al.,
2016 y Krouzek et al., 2018].

Otro tipo de métodos empleados para la eliminacion de los HAPs son los métodos
quimicos Yy fisicos, en cuyos casos primero se extraen, se transfieren a fase gaseosa 6
liquida y por ultimo son tratados puntualmente. Por ejemplo, los volatiles se pueden
extraer con vacio, aire 6 agua en condiciones subcriticas, [Rivas et al., 2009 y Islam et
al.,2013], los compuestos no solubles 6 no volatiles de alto peso molecular se extraen con
la ayuda de agentes tensoactivos [Bouzid et al., 2017], acidos, 6 por oxidacién quimica
[Peluffo et al., 2018]. Han sido reportados tratamientos fisicos, como lavado de suelo
empleando surfactantes no-idnicos [Hahladakis et al., 2013], materiales adsorbentes
[Nkansah et al., 2012] 6 alternativamente, el uso de corriente eléctrica para favorecer la
migracion de contaminantes por electro-6smosis [Lima et al., 2012]. El empleo de técnicas
de ultrasonido combinados con procesos de oxidacion, como el fenton, han logrado
degradaciones hasta del 75% en mezclas de los 16 HAPs reportados por USEPA [Lin et
al., 2016]. También el empleo de modificadores como NaCl, CCls 6 variaciones de pH
[Sponza y Oztekin, 2011], ozondlisis [Yao et al.,, 1998 y Sakulthaew et al., 2015],
fotoquimica y fotocatalisis [Vela, 2012], entre otros, han sido reportados. Por ejemplo, en
el caso de los procesos de oxidacion, los HAPs reaccionan con oxigeno y ozono y se
oxidan en presencia de luz generando comunmente endoperéxidos que pueden llegar a
convertirse en quinonas, dependiendo de la presencia o no, de impedimentos estéricos.
El posible mecanismo de la reaccion se continua estudiando ya que el oxigeno en su
estado fundamental es una molécula en estado triplete, mientras el hidrocarburo aromatico
policiclico (HAP) esta en estado singulete, lo que supondria una interaccion prohibida. En

la figura 3, se presenta el mecanismo de oxidacién del antraceno (l) con el oxigeno
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singulete para generar 9,10-endoperoéxidos (II) de donde puede resultar la formacion de
antraquinona (A), diantracenodiona (B) y 1-hidroxiantraquinona (C), los cuales son

agentes toxicos por ingestion y nocivos al contacto.

wf m
$ ‘#‘

Figura 3. Oxidacion del BaA con oxigeno singulete y generacion de endoperoéxidos.

La reaccion del HAP con ozono es conocida y genera diferentes productos, por ejemplo,
el BaA puede generar un diacido a través de un ozénido intermediario (figura 4). También
han sido reportadas la formacion de quinonas al igual que en la oxidacion parcial con

oxigeno.
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Figura 4. Mecanismo de la oxidacion del BaA con ozono.

Se observa que la principal desventaja de estos procesos es la generacién de posibles
productos que pueden resultar mas toxicos que el mismo HAP padre, es por eso, que en

los ultimos afos el mayor interés de las investigaciones se ha centrado en el empleo de
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métodos de biodegradacion, inicialmente empleados en el tratamiento de suelos
[Kuppusamy et al., 2016 y Liao et al., 2019] y aplicado a HAPs de 3 y 4 anillos. Estos
meétodos seran objeto de una descripcidn detallada porque representan la base de nuestro

estudio para su posible aplicacion en aguas.
4.2 Procesos de bioremediacién aplicados a HAPs

Hay un considerable interés en el uso de sistemas bioldgicos para remediar ambientes
contaminados con HAPs. El término biorremediacion, se utiliza para denominar procesos
que empleando la actividad 6 capacidad biolégica natural que los organismos vivos
(plantas, hongos, bacterias, etc.) poseen para degradar contaminantes, permiten
transformar (biotransformacién), eliminar o disminuir la toxicidad de contaminantes
organicos 6 inorganicos, siendo principalmente utilizados microorganismos, porque estan
ampliamente distribuidos en el ambiente [Das y Dash, 2014]. La biodegradacién implica
basicamente la conversion de moléculas organicas complejas a otras mas simples (y en
su mayoria no téxicas). El término biotransformacion se utiliza para la biodegradacion
incompleta de compuestos organicos que implican una 6 pocas reacciones. Los otros
nombres utilizados (por algunos autores) para la biorremediacion son el bio-tratamiento,
la bio-recuperacidon y la bio-restauracion. Esta estrategia depende de las actividades
catabdlicas de los organismos y, por tanto, de su capacidad para usar los contaminantes

como fuente de carbono y energia [Zouboulis et al., 2018].
4.2.1 Mecanismo de remocidn de contaminantes por microorganismos.

Se ha establecido que los microorganismos remueven los contaminantes a través de 3
mecanismos diferentes que son la adsorcidn (biosorcion), absorcién (bioacumulacién) y la
degradacion (biodegradacion 6 biotransformacion), las dos primeras ayudan en la

remocion del contaminante, y la tercera ofrece una forma de eliminarlos.
4.2.1.1 Adsorciony absorcion.

La adsorcion es el proceso de asociacion fisicoquimica del contaminante a la superficie
celular 6 paredes celulares, generalmente rapido y tanto células vivas como muertas estan

disponibles para llevar a cabo adsorcion ya que es independiente del metabolismo [Luo et
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al., 2014]. Existen varios tipos de grupos funcionales en las superficies y paredes
celulares que actuan como sitios de adsorcion para diferentes contaminantes,
especificamente la presencia de grupos como carboxilo, hidroxilo, sulfonato y grupos
aminos permiten esta interaccion con los contaminantes por medio de intercambio
proténico 6 idnico [Crist et al., 1981 y Belles et al., 2016]. Los mecanismos mas estudiados
han sido en metales donde por ejemplo Adhiya et al., (2002) y Birungi y Chirwa, (2015), al
estudiar el mecanismo de remocion para cadmio y talio en Chlamydomonas reinhardtii y
Chlorella vulgaris, respectivamente establecen que la remocién se llevé a cabo por la
presencia de grupos carboxilo y fenol como enlazantes de los metales sobre la pared
celular. Por otra parte, los polisacaridos secretados por microorganismos estan también
involucrados en la adsorcién de diferentes contaminantes. Noghabi et al., (2007)
reportaron la presencia de contaminantes presentes en la bacteria Pseudomona

fluorescens al realizar la adsorcién de cadmio y mercurio.

En los procesos de absorcion, por ejemplo, los contaminantes como metales pesados y
compuestos de organoestano pasan a través de la membrana celular a través de canales
y/o portadores y se acumulan dentro de la célula y donde factores como pH y salinidad
afectan la velocidad de absorcion [White et al., 1999 y Shi et al., 2018]. El transporte
activo esta a menudo involucrado en este mecanismo de absorcién y por lo tanto solo los
sistemas vivos son capaces de absorber contaminantes, es asi como por ejemplo se
reporta una rapida acumulacién de fenantreno en una bacteria Pseudomonas fluorescens
LP6a al ser tratada con inhibidores de transporte de membrana con el objetivo de que
éstos contaminantes lipofilos (como los HAPs) pudieran difundirse pasivamente a través

de la pared celular y la membrana celular [Bugg et al., 2000].
4.2.1.2 Transformacién y degradacion.

Una vez dentro de la célula, el contaminante organico es transformado en otras especies
quimicas producto de rompimientos enzimaticos 6 sustituciones con grupos funcionales,
por lo que los procesos de degradacion solo ocurren en organismos vivos. Para el
presente trabajo, el conocimiento de las rutas metabdlicas por las cuales las microalgas

degradan los HAPs es escaso [Warshawsky et al., 1995; Thies et al., 1996 y Luo et al.,
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2014]. Sin embargo, el metabolismo de los contaminantes en plantas tal vez pueda dar
algunas pistas para entender en algun momento el de las algas (figura 5). Komoa et al.,
(1995), establecieron que pueden entenderse diferentes fases asociadas, de tal manera
que en la fase |, grupos funcionales como hidroxilo, amino y tiol son introducidos en los
contaminantes organicos, generando con ello metabolitos mas hidrofilicos que
posteriormente reaccionan con conjugados como los glucosidos, glutationa 6 aminoacidos

durante la fase Il, y finalmente son asimilados 6 separados en la fase Il

Captacion Transporte de
xenobioticos

v

Fase |: Reacciones de
transformacion (Oxidacion,
reduccion, hidrolisis) )

L

Fase II: Reacciones de conjugacion
(incorporacion de un glucosido,
glutationa, aminoacido)

L

Fase Ill Separacion (vacuolas, pared
celular)

Figura 5. Metabolismo general de xenobidticos por plantas (adaptado de Komopa et al.,
1995).

4.2.2 Factores que afectan a la biodegradacion de HAPs.

Hay varios factores que pueden alterar el resultado de los procesos de biorremediacion al
afectar directamente al microorganismo y la forma en la que degrada el contaminante.
Entre los mas destacados, se encuentran las condiciones medioambientales, como la
presencia de otros toxicos, pH, temperatura, y humedad (en el caso de suelos), presencia
de microorganismos adecuados y la estructura molecular del contaminante y su

concentracion. A continuacién, se menciona al respecto de estos factores.
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42.2.1 Condiciones ambientales.

La biorremediacion de hidrocarburos puede estar asociada a la presencia de altos niveles
de otros contaminantes, por ejemplo, la presencia de metales pesados puede volver aun
mas lento los procesos metabdlicos e incluso impedir el crecimiento microbiano 6 ser
téxico para el microorganismo [Ke et al., 2010 y Gojkovic et al., 2015]. Por otro lado, se
conoce que en condiciones aerobicas la degradacion es un proceso mas rapido que en

condiciones anaerdébicas [Jones et al., 2008 y Sayara et al., 2010].

La temperatura afecta el crecimiento microbiano, es asi como a bajas temperaturas la tasa
de degradacion es mas lenta. La mayoria de los estudios de biodegradacién han sido
realizados a temperaturas mesofilicas (20-30°C) [Olmos-Espejel et al. 2012 y Kadri et al.,
2017]. Aunque también hay resultados que han mostrado biorremediaciones exitosas a
temperaturas extremas empleando organismos resistentes a estas temperaturas [Whyte
et al., 1999 y Pugazhendi et al., 2017]. Para el caso de la Selenastrum capricornutum?! y
Scenedesmus acutus? el proveedor ha establecido 20°C como la temperatura apropiada

para su cultivo.

En cuanto al pH y la salinidad, los valores 6ptimos para estos procesos dependeran de
las condiciones de crecimiento del microorganismo. Una gran cantidad de reportes
indican el pH neutro (7.4-7.8) como el mas efectivo [Li et al., 2016 y Rios et al., 2017],
aunque también a otros pHs se reportaron resultados favorables [Verstraete et al., 1976].
En cuanto a la salinidad dependera del tipo de microorganismo empleado, se han aislado
organismos degradadores en ambientes altamente salinos y que no funcionan en agua

dulce.

4.2.2.2 Factores dependientes del contaminante.

Se ha determinado que la biodegradacion de HAPs disminuye al aumentar el peso

molecular y el numero de anillos, debido a un considerable aumento en la hidrofobicidad

! Universidad de Texas, https://utex.org/products/utex-1648
2Universidad de Texas, https://utex.org/products/utex-b-0072
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y estabilidad [Cofield et al., 2007]. La concentracién del contaminante afecta la
biodegradacion por dos aspectos, toxicidad e induccidén, ésta ultima referida a la
concentracion minima requerida para que el microorganismo realice el proceso de

biodegradacion [Rodrigues et al., 2013].

Paliwal et al., (2017), establecen en el caso de las microalgas especificamente que los
cambios en las condiciones mencionadas inducen que estos microorganismos sintonicen
constantemente los mecanismos celulares para hacerle frente a los contaminantes, y que
son estos cambios abioticos los responsables de la biosintesis de los metabolitos. Los
autores establecen que las condiciones de crecimiento de cualquier organismo aislado de
su habitat son especificas de la especie 6 la cepa, pero en circunstancias extremas
producen ciertos metabolitos para superar y aclimatar las condiciones de estrés, que
podrian ser bidticas 6 abitticas. Las microalgas muestran una gran adaptabilidad hacia
los factores de estrés abidticos y producen valiosos metabolitos. Esta caracteristica unica
de las microalgas puede ser explotada para la produccién de los metabolitos deseados a

través del estrés abidtico.
4.2.3 Uso de microorganismos en degradacion de HAPs: Hongos y Bacterias.

Los microorganismos juegan un papel importante en la eliminacion de HAPs en los
ecosistemas terrestres y acuaticos, siendo la degradacion microbiana el principal proceso
de descontaminacién natural [Zafra et al., 2017], por lo tanto, es necesario un buen
conocimiento y control de este proceso natural para aplicarlo a tecnologias de

biorremediacion [Xu et al., 2019].

Hay gran variedad de procesos de biorremediacion, lo cual ofrece gran versatilidad y
flexibilidad, ya que pueden realizarse de manera espontanea 6 dirigida. Los procesos de
biorremediacion de HAPs se han enfocado principalmente a suelos, empleando diferentes
tipos de microorganismos (hongos y bacterias) [Kim et al., 2008 y Quintella et al., 2019] y
plantas [Talano et al., 2012 y Lu et al., 2019]. Los hidrocarburos son empleados como
fuente de carbono para el crecimiento de los microorganismos, lo cual implica una
degradacion gradual de la molécula para formar al final uno o mas fragmentos capaces

de entrar en el metabolismo.
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De hecho, el uso de microorganismos para la remediacion de suelos y lodos
contaminados, fue una de las primeras aplicaciones de biorremediacién como técnica
promisoria, aplicada junto con practicas convencionales como el relleno en tierra, la
incineracion 6 la extraccion con peréxidos y/o aplicando procesos de calentamiento [Rivas
et al.,, 2009 y Gaur et al., 2018]. La aplicacion de la biorremediacién exige demostrar
eficiencia, confiabilidad, predictibilidad de su desempefo en campo y efectividad. En el
empleo de bacterias y hongos algunas generalidades para la biodegradacién de HAPs

fueron reportadas por Cerniglia, 1993 y son resumidos a continuacion:

e La velocidad de degradacion de los HAPs es inversamente proporcional al numero de
anillos de la molécula de HAP [Cerniglia y Heitkamp, 1989].

e La degradacién microbiana de algunos HAPs de bajo peso molecular como naftaleno,
fenantreno, fluoranteno (figura 6), antraceno y acenafteno han sido estudiados y las
rutas bioquimicas han sido elucidadas [Gibson y Subramanian, 1984 y Stingley et al.,
2004] pero se tiene menos informacién sobre los microorganismos capaces de utilizar
los HAPs de alto peso molecular como fuente de carbono y energia [Barnsley, 1975;
Mueller et al., 1990].

Los mecanismos de biodegradacion de ceélulas procariotas y eucariotas, requieren la
presencia de oxigeno molecular para iniciar el ataque enzimatico en los anillos de HAPs
[Gibson et al., 1975]. También son importantes en el catabolismo de HAPs, otros sistemas
de enzimas, tales como las mono-oxigenasas y peroxidasas de lignina [Bumpus et
al.,1989 y Da Silva et al., 2004].

Existe un gran numero de hongos y bacterias que poseen la capacidad de degradar
hidrocarburos (tabla 3), reiterando que su empleo ha sido reportado mayormente en
hidrocarburos de bajo peso molecular y solo el estudio en el BaP como molécula modelo
de estructuras de mas de 5 anillos. Los estudios han mostrado la capacidad de degradar
estos hidrocarburos de bajo peso molecular en condiciones anaerobias en presencia de
aceptores de electrones apropiados (NO3, SO4?-, CO2, Fe3* entre otros) [Rainer y Housna,
2011 y Boopathy, 2017], pero se ha establecido que la degradacion en presencia de

oxigeno es mas rapida y extensa. En resumen, los mecanismos bioquimicos involucrados
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en la biodegradacion de los HAPs empleando hongos y bacterias son conocidos y han
sido estudiados, estableciendo que, para los hongos, la biodegradacién ocurre por mono-
oxigenasas resultando en la formacion de hidroxi-HAPS y en menor cantidad trans-
dihidrodioles, mientras para las bacterias es a través de di-oxigenasas obteniendo cis-
dihidrodioles.
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Oxido areno No enzimatico = 0-G|UCOSId(.)
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Hongo = Y Fendlica 0O-Sulfato
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Figura 6. Mecanismo general de biodegradacion de un HAP por hongos y bacterias
(adaptado de Haritash y Kaushik, 2009).

Los procesos metabdlicos estan influenciados fuertemente por una amplia variedad de
factores abidticos y bidticos, por ejemplo, temperatura, pH, aireacion, difusion, salinidad,
adaptaciéon microbiana, disponibilidad, concentracion y propiedades fisicoquimicas de los
HAPs, entre otras [Manilal y Alexander, 1991; Wang et al., 1990 y Atlas, 1981].
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Tabla 3. Aplicacion de hongos y bacterias en la biodegradacion de HAPs.

HAP Hongos Matriz Ref. Bacteria Matriz Ref.
Naf. Aspergillus sp., Suelo Silva et al., Burkholderia Suelo Andreolli et
Trichocladium canadense, 2009 fungorum al., 2013
Fusarium oxysporum, Medio Farnet et
Rhizophagus irregularis. liquido al., 2009
Ant. Marasmius quercophilus, Medio Zhang et ~ Gammaproteobacteri Medio Ntougias et
Pycnoporus sanguineus, liquido al., 2015. a, Actinobacteria, liquido al., 2015
Absidia cylindrospora, Alphaproteobacteria,
Cladosporium Betaproteobacteria, Medio Cuietal.,,
sphaerospermum, Martelella sp., liquido 2014
Ulocladium chartarum, Medio Pozdnyako Bacillus
Cryphonectria parasitica, liquido va et al., licheniformis, Medio Swaathy et
Ceriporiopsis subvermispora, 2018. Enterobacter sp., liquido al., 2014
Oxysporus sp., Birolli et al., Pseudomonas sp.
Cladosporium herbarum, 2018 Stenotrophomonas
Drechslera spicifera, sp
Verticillium lecanii, Fusarium
moniliforme var, Pleurotus
ostreatus, Cladosporium sp.
Pir. Pycnoporus sanguineus, Medio Zhang et Mycobacterium Agua Deng et al.,
Cylindrocarpon didymum, liquido al., 2015 gilvum, 2016
Penicillium variabile, Pseudomonas
Rhodotorula glutinis, taiwanensis, Suelos Huang et
Rhodotorula minuta, Mucor Medio Romero et Acinetobacter al., 2016
racemosus, M. racemosus liquido al., 2012 baumannii, Bacillus
var. Sphaerosporus, subtilis, Burkholderia Medio  Chen et al.,
Gliocladium virens, cepacia, liquido 2016
Penicillium simplicissimum, Mycobacterium sp
P. janthinellum, Phialophora
alba, P. hoffmannii,
Trichoderma harzianum
BaP Phanerochaete velutin, Suelos  Winquist et Altererythrobacter Agua de Lietal.,
Aspergillus sclerotiorum, al., 2014 epoxidivorans, mar 2016
Mucor racemosus, Mycobacterium
Ascomycota, Zygomycota gilvum, Medio Chen et al.,
phylum, Trichoderma viride, Medio  Passariniet  Stenotrophomonas liquido 2014
Fusarium solani, Fusarium liquido al. 2011 maltophilia,
oxysporum Ochrobactrum sp Aguade Wuetal,
Pseudomonas mar 2009
aeruginos,a
Rhodococcus
erythropolis
BaA Candidakrusei,Cunninghame  Suelos Bogan et
llaelegans, al., 1996
Phanerochaetechrysosporiu
m, Phanerochaete laevis, Lietal.,
Pleurotusostreatus,Rhodotor 2018

ulaminuta, Pycnoporus
sanguineus
Syncephalastrumracemosum
,Trametes versicolor
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Es conveniente hacer una mencion especial en los HAPs metilados, que son los
componentes mayoritarios de la fraccion aromatica de los derivados del petréleo, y que
debido a la presencia de grupos metilo en este tipo de moléculas, aumenta su resistencia
a la biodegradacion, siendo mas recalcitrantes al aumentar el numero de sustituyentes.
La distribucion de los grupos metilo en la molécula al parecer condiciona su
biodegradabilidad, observandose en algunos casos un ataque selectivo a diferentes
isbmeros, por ejemplo, las Pseudomonas pueden degradar naftaleno y 2-metilnaftaleno,

pero no 1-metilnaftaleno.
4.2.3.1 Biodegradacion por bacterias.

Las bacterias inician la oxidacion del anillo aromatico mediante la incorporacion de dos
atomos de oxigeno y dos electrones, proceso catalizado por una dioxigenasa,
generalmente compuesta de tres partes, una reductasa, una ferredoxina y una proteina
que contiene hierro y azufre y que catalizan la formacion de intermediarios. A partir de
esta reaccion, las bacterias predominantemente forman cis-dihidrodioles de acuerdo con
reportes en la biodegradacion de BaP [Lindquist y Warshawsky; 1985 y Wang et al., 2017]
y como resultado el anillo pierde aromaticidad. A continuacion, una deshidrogenasa NAD*
reconstituye el anillo aromatico formando un catecol y a partir de la formacién de éstos y
mediante di-oxigenasas estereoselectivas, puede producirse la ruptura del anillo, la cual
puede presentarse entre los dos grupos hidroxilos denominandose orto-ruptura, 6
adyacente a estos grupos denominado meta-ruptura. El ejemplo de la degradacion de un
HAP por bacterias es del fenantreno en la figura 7, donde se han reportado como
productos del metabolismo compuestos como 9-hidroxifluoreno, 9-fluoreno y 1-
acenaftenona. Los estudios han llevado a proponer posibles rutas metabdlicas para

explicar la formacion de estos compuestos como se resume a continuacion.
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Figura 7. Mecanismo propuesto para el metabolismo del fluoranteno por bacteria con la
formacion de dihidrodioles a) 7,8- b)1,2- ¢)9,10- del fluoranteno; d) 9-fluoronona-1-acido-
(2-hidroxi)-propanoico; e) 2-acenaftilenona-1-acido-(3z)-2-hidroxi-pent-3-enoico; f) 9-
fluoronona-1-acido-propanoico; g) acido 2-oxo-1,2-dihidroacenaftilen-1-acetico; h) 9-

fluorenol y 9-fluorenona; i)2-acenaftilenona (adaptado de Gordon y Dobson, 2001).
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Accion de las di-oxigenasas en el anillo aromatico. Las di-oxigenasas constan de tres
dominios distintos solubles y que no estan vinculados a la membrana como se menciono
anteriormente, la forma en la que NADH transfieren electrones a ésta es: La reductasa es
una flavoproteina que contiene FAD como centro redox y que oxida el NADH transfiriendo
los electrones a la ferredoxina, una proteina de bajo peso molecular que contiene un
nucleo de hierro-azufre (2Fe-2S), la cual contiene dos ligantes cisteina y dos histidinas,
contrario a las ferredoxinas de tipo vegetal que contienen cuatro ligantes cisteina
[Cammack, 1992]. La ferredoxina reducida transfiere los electrones a la hidroxilasa, que
contiene sitios de union para el oxigeno molecular y el substrato y asi se lleva acabo

posteriormente la incorporacion de los dos atomos de oxigenos.

A nivel bacteriano del tipo gram-negativas, los genes asociados a la degradacion de los
HAPs fueron estudiados en pseudomonas y su funcion es codificar para que las enzimas
que catalizan la posterior oxidacion del naftaleno conviertan el salicilato resultante a
intermediarios del ciclo de Krebs (figura 8). En el caso de las bacterias gram-positivas
degradadoras de HAPs, por ejemplo, en la degradacion de pireno con mycobacterium sp.,
se establece la participacion hasta de 14 genes, concluyéndose que los genes
involucrados son muy diferentes a los de las bacterias gram-negativas, pero con la misma
actividad metabdlica (figura 9). Esta capacidad se atribuye a la presencia de multiples
copias de oxigenasas distintas e incluso mono-oxigenasas dependientes del citocromo
P450. Larkin et al., 2010, describieron la presencia de di-oxigenasas con diferentes
preferencias de sustrato en cepas de Mycobacterium, lo que explica la versatilidad de
estas bacterias en la degradacion de HAPs y su presencia frecuente en suelos
contaminados. Observaciones similares se han encontrado con especies de la
Rhodococcocus en la que se ha encontrado una mono-oxigenasa y una di-oxigenasa de
naftaleno, ademas una enzima tolueno di-oxigenasa. Finalmente, en la figura 10, se
presenta una propuesta para el mecanismo de degradacion del BaP por bacterias, este
mecanismo es importante mostrarlo ya que al parecer también es la ruta de metabolizacion

seguida por las microalgas de acuerdo con reportes en literatura.
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Figura 8. Ruta catabdlica de degradacion del naftaleno en Pseudomona putida (1)
Naftaleno; (2) cis-1,2-dihidro-1,2-dihidronaftaleno; (3) 1,2-dihidroxinaftaleno; (4) acido 2-
hidroxicromeno-2-carboxilico; (5) cis-o-hidroxibenzilpiruvato; (6) salicilaldehido; (7)
piruvato; (8) salicilato; (9) catecol; (10) 2-hidroximuconico semialdehido; (11) 2-oxopenta-
4-dieonato; (12) 4-hidroxi-2-oxovalerato; (13) acetaldehido; (14) Acetil Co-A; (adaptado de
Suenaga et al., 2009).
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Figura 9. Ruta de degradacién del pireno en M. vanbaalenii (1) pireno; (2) cis-1,2-
dihidrodiol-pireno; (3) cis-4,5-dihidroxi-4,5-dihidro-pireno; (4) 4,5-dihidroxi-pireno; (5)
acido-fenantreno-4,5-dicarboxilico; (6) acido fenantreno-4-carboxilico; (7) acido cis-3,4-
dihidroxifenantreno-4-carboxilico; (8) 3,4-dihidroxifenantreno; (9) acido 2-hidroxi-2H-
benzo[h]cromeno-2-carboxilico; (10) 1-hidroxi-2-naftaldehido; (11) acido 1-hidroxi-2-

naftoico; (12) trans-2-carboxybenzal piruvato;
(adaptado de Kweon et al., 2010).
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Figura 10. Mecanismo propuesto para la degradacion del BaP por bacterias. 1) cis-4,5-
dihidrodiol-BaP; 2) cis-7,8-dihidrodiol-BaP; 3) cis-9,10-dihidrodiol-BaP; 4) acido 4,5-
criseno dicarboxilico; 5) acido cis-4-(8-hidroxipiren-7-il)—2-oxobut-3-enoico; 6) acido cis-
4-(7-hidroxipiren-8-il)—2-oxobut-3-enoico; 7) acido 7,8-dihidropireno-7-carboxilico; 8)

acido 7,8-dihidropireno-8-carboxilico (Adaptado de Gibson et al., 1975)
4.2.3.2 Biodegradaciéon por hongos.

Los hongos pueden degradar e incluso mineralizar los HAPs ligeros por medio de un
conjunto de enzimas extracelulares (lignoliticas) con muy baja especificidad hacia el
sustrato, haciéndolos también adecuados para la degradacién de otros compuestos
diferentes [Cajthaml et al., 2002]. Los sistemas lignoliticos consisten de tres grupos
principales de enzimas: peroxidasa de lignina, fenoloxidasas (lacasas, tirosinasas) y

peroxidasas, donde, los experimentos con enzimas purificadas demostraron que éstas son
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capaces de degradar los HAPs [Hofrichter et al., 1998 y Mori et al., 2015]. Se ha
observado que las enzimas lignoliticas realizan una oxidacidn por medio de radicales
generando un catién radical del contaminante seguido por la aparicion de quinonas [Vyas
et al., 1994]. El hongo emplea mono-oxigenasas del citocromo P450 para atacar los HAPs
y generar oxidos de areno y después trans-dihidrodioles [Bezalel et al., 1997 y 1996]. Por
ejemplo, en la figura 11 se aprecia como el BaP puede ser transformado por
Cunninghamella elegans en trans-7,8-dihidrodiol y trans-9,10-dihidrodiol [Cerniglia y
Gibson, 1980 y Canet et al., 2001]. La degradacion del BaA principalmente ha reportado
trans-dihidrodioles (3,4-; 8,9-; 10,11-) y tetrahidroxo sustituidos [Cerniglia et al., 1985 y
1980], mientras para el BaP ademas de los mencionados anteriormente trans-
dihidrodioles (4,5 y 11,12), quinonas (1,6; 3,6: 6,12) y tetrahidroxilados [Haemmerli et al.,
1986], no se encuentran reportes para BbF y BKF.
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Figura 11. Activacion metabdlica del BaP (1), para generar por intermediacion del 6xido

de areno (2), para generar trans-7,8-dihidrodiol (3) (adaptado de Cerniglia y Gibson, 1980)

Por otra parte, la lignina peroxidasa segregada por el Irpex lacteus puede convertir el
antraceno a 9,10-antracenodiona y antrona como lo reporta Cajthaml et al., (2002), el cual
se muestra en la figura 12, donde el acido ftalico (1) y el acido 2-hidroximetil benzoico (2)
son las estructuras que tipicamente sufren deshidratacion durante el analisis por CG-EM.
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Figura 12. Mecanismo propuesto para la degradacion del antraceno por I. lacteux
formando acido ftalico (1) y el acido 2-hidroximetil benzoico (2), ftalida (3), 9,10-
antranecenodiona (4) hidroxi-antracenodiona (5) y acido 2-(2’-hidroxibenzoil) benzoico (6).

(adaptado de Cajthaml et al., 2002).
4.2.4 Empleo de microalgas para la biodegradacion de HAPs

Hay muchos ejemplos de degradacion por microalgas de sustancias organicas toxicas
tales como colorantes azoicos [Liu y Liu, 1992], DDT [Megharaj et al., 2000], aceite de
motor y petréleo crudo [Walker et al., 1975] y fenoles entre otros [Lika y Papadakis, 2009].
Se han descrito especies de Chlorella por su capacidad para degradar el TBT [Tam et al.,
2002], 2,4-diclorofenol [Scragg et al., 1997].
especies de Scenedesmus fueron capaces de degradar el flazasulfuron [Couderchet y
Vernet, 2003], TBT [Tam et al., 2002] y fenol [Pinto et al., 2002].
Ochromonas danica pudo degradar tanto fenol y varios derivados en una mezcla con o-
1998].

muestran claramente que las microalgas deben tener un alto potencial para eliminar y

2003] y pentaclorofenol [Tikoo et al., Las
Un alga eucaribtica

cresol, p-cresol, 2,5-, 2,6-, 3,4- y 3,5-xilenoles [Semple et al., Estos estudios
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degradar los contaminantes organicos toxicos y persistentes, incluyendo los productos

quimicos alifaticos y aromaticos con diferentes grupos funcionales.

Las microalgas como organismos remediadores, se encuentran identificadas en menor
numero de especies que hongos y bacterias; su empleo se ha orientado en aplicaciones
en la biorremediacion de HAPs de 2 y 3 anillos aromaticos al igual que con los
microorganismos anteriormente mencionados [Semple et al., 1999]. Se han estudiado
Chlorella wvulgaris [Kong et al.,, 2010], Scenedesmus platydiscus, Scenedesmus
quadricauda [DeBashan et al., 2010], y Selenastrum capricornutum [Lei et al., 2007],
siendo ésta ultima la especie con mayor efectividad en los reportes estudiados, en la tabla
4 se presentan otros resultados obtenidos empleando microalgas en la remediacion de
HAPs de 2 y 3 anillos.

En cuanto a HAPs de mayor tamafo (mas de 4 anillos) no se ha reportado su estudio de
biodegradacion por microalgas, salvo para el Benzo(a)pireno (BaP), donde se reporté que
su oxidacion por la alga verde S. capricornutum resulta en la formacion de los dihidrodioles
cis-4,5-; 7.8-; 9,10- y 11,12-benzo[a]pireno, por lo cual se ha establecido que la
biotransformacién del BaP se produce por la ruta de las enzimas di-oxigenasas
[Warshawsky et al.,1995]. En la tabla 5 se presentan algunas propiedades de los

metabolitos estudiados en el presente trabajo.
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Tabla 4. Reportes del empleo de microalgas en la remocion de HAPs.

HAP Concentracion Microalga % Referencia
matriz Remocion

0.1 mg/L* Chlamydomonas sp.,

Chlorella miniata, 82.6

Chlorella vulgaris, 66 Lei et al., 2003
Scenedesmus
Medio liquido platydiscus, 96.4
Scenedesmus
gquadricauda, 82.2
Selenastrum

capricornutum,
Synechosystis s

Selenastrum Chan et al.,
capricornutum 2006

1.0 mg/L

Medio liquido

Fenantreno 1.0 mg/L Selenastrum 96 Chan et al.,
capricornutum 2006

* La remociéon medida al séptimo dia de exposicion.
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Tabla 5. Propiedades fisicoquimicas de los metabolitos estudiados en este trabajo.

Compuesto Férmula P.F. P.E. Solubilidad Log Peso
molecula (°C) °C en agua Kow* molecular
/L)t /mol

I

8,9- dBaA Ci1sH1402 178 496 1.87 3.25 262.32

on

Ho'

|:.

1,2- dBbF C20H1402 200 470 0.214 2.53 286.32

HO. |

9,10-dBbF C20H1402 202 478 0.67 4.39 286.32

HO' ‘ ‘
oH

|}

9,10-dBaP C20H1402 210 499 0.43 4.01 286.32

OH
HO. “‘

7,8- dBaP C20H1402 218 512 0.42 4.01 286.32

HO Q‘

oH

&%

120°C

*Los valores estimados para los metabolitos fueron realizados con US EPA software [2012] Estimation Programs
Interface Suite™ for Microsoft® Windows v 4.10 United States Environmental Protection Agency, Washington, DC,
USA.
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Olmos-Espejel et al., 2012 reporté que la degradacion de BaP por S. capricornutum en
presencia de luz amarilla, genera principalmente dihidrodioles, al igual que la S. acutus,
otra microalga verde estudiada [Garcia de Llasera et al., 2016]. En este trabajo se empled
la S. capricornutum (Raphidocelis subcapitata) y la S. acutus, de la familia de las
Selenastraceae y Scenedesmaceae, respectivamente (figura 13), para llevar a cabo los

procesos de exposicion y de las cuales a continuacién se profundiza.

Figura 13. Microalgas S. capricornutum (a) y S. acutus (b) empleados en la biodegradacion
de HAPs.

Para la S. capricornutum, se conoce que el género y especie fueron formalmente
modificados a Pseudokirchneriella subcapitata; es una alga verde unicelular (clorifita) con
forma de media luna, y un volumen aproximado de 40 a 60 um3 que puede encontrarse
en sistemas acuaticos epicontinentales eutroficos u oligotroficos, ha sido empleada sola 6
haciendo parte de un grupo por ejemplo para estimar el potencial de fitotoxicidad de aguas
dulces superficiales 6 subterraneas [Fawley et al., 2006] debido a su alta resistencia a
contaminantes en aguas. Por otra parte, actualmente, hay 74 especies taxondmicamente
aceptadas de Scenedesmus [Guiry, 2015], se han identificado varios subgéneros y varian
segun la fuente. Hegewald (1995), estableci6 que Acutodesmus, Desmodesmus, y
Scenedesmus son las tres categorias principales de este género, Acutodesmus se
caracteriza por tener polos celulares agudos, mientras que Desmodesmus vy
Scenedesmus tienen polos obtusos/truncado (diferenciados por la presencia o ausencia
de espinas, respectivamente). Scenedesmus es un alga cenobial muy comun, que

frecuentemente se presenta casi como un cultivo puro. Las células en la colonia se
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organizan en multiplos de dos, las especies mas comunes presentan cuatro u ocho células

[Lee, 2008]. Las células son elipsoides, ovoides 6 en forma de media luna, la pared celular

es lisa y no presenta espinas. Ambas especies han sido empleadas en los procesos de

degradacion de HAPs algunos de ellos se reportan en la tabla 6.

Tabla 6. Estudios realizados con S. capricornutum y S. acutus en la biodegradacion de

HAPs.
Especie HAPs Concentracion de Productos % Remocion Referencia
exposicion y degradacion y tiempo
técnica exposicion
extraccion
S. BaP 0.16 pg/mL Dihidrodioles, 50% (6-7% Warshawsky
capricornutum ELL (Acetato Hidroxi-BaP mineraliz.) et al., 2007
etilo) 14 dias
S. Flu, Fen, 0.10-1.0 yg/mL Acido. 40-90% Lei etal.,
capricornutum Pir, aromaticos 7 dias 2007
BaP ELL (Acetato Hidroxi-HAPs
etilo) Benzopiranona
S. Pir 0.1 pg/mL No reporta 88.4% Lei et al.,
capricornutum 0.5 dias 2003
S. Flu 0.25 pg/mL Hidroxi HAPs 75% Ke et al.
capricornutum Fen 1.0 yg/mL Quinonas 60% 2010
Fluoreno 1.0 pg/mL Dihidroxi-HAPs ~ 78%
BaP 0.10 pg/mL 80%
Pir 0.15 pg/mL 92%
7 dias
Centrifugacion
S. BaP 40 a 1200 pg/L Dihidrodioles- 99% Warshawsky
capricornutum HAPs et al., 1995
ELL (Acetato Quinonas 97.4%
S. acutus etilo) Hidroxi-HAPs 4 dias
S. Pir 0.1 pg/mL Dihidrodioles, 100% Chan et al.,
capricornutum Fen 1.0 yg/mL Hidroxi-HAPs 96% 2006
Flu 0.25 pg/mL Dihidrodioles 100%
BaP 0.26 pg/mL 7 dias Olmos-
99% Espejel et
EFS y DMFS 0.67 dias al., 2012
S. acutus BaP 0.26 pg/mL Dihidrodioles 95% Garcia de
3 dias Llasera et
EFS y DMFS al., 2016

4.3 EFSy DMFS aplicadas a la extraccion de HAPs
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Los reportes de técnicas tradicionales empleadas para la extraccion de HAPs de
diferentes matrices son numerosos, sin embargo, el empleo de técnicas minimizadas ha
tomado gran importancia debido a las ventajas que ofrecen el ahorro de solvente, menor
cantidad de matriz, menores tiempos de extraccion, y recobros altos. En el presente
trabajo se emplearon dos técnicas de extraccion que cumplen con las ventajas
anteriormente descritas, para la separacion de metabolitos y HAPs remanentes en el
medio de cultivo y la biomasa, la extraccion en fase solida (EFS) para medio liquido y la

dispersién de matriz en fase sélida para la biomasa que a continuacién se describiran.
4.3.1 Extraccion en fase solida (EFS).

El uso de la EFS para el aislamiento de los HAPs por su ahorro en disolvente y el proceso
simultaneo de extraccion y concentracion de los analitos, ha incrementado su popularidad
y aplicaciones en el manejo de muestras acuosas y la limpieza de extractos. Cuando se
aplica a soluciones liquidas, esta técnica tiene varias similitudes con la cromatografia
liquida (CL) ya que podria considerarse que tienen un procedimiento similar con el empleo
de materiales comunes para la fase solida seleccionada para retener compuestos
especificos de interés. La columna puede contener desde 50 mg hasta 10 g de material
adsorbente (sorbente), aunque pueden usarse procedimientos con menos 6 con
materiales adsorbentes diferentes 6 de intercambio i6nico. La fase mévil (solventes de
elucién) puede fluir libremente 6 con el empleo de un pequeiio diferencial de presion, el
cual es suficiente ya que el sorbente tiene un tamaro de particula mayor que el empleado
en cromatografia liquida, ademas el hecho de que las columnas son mas cortas (1 a5 cm
de longitud 6 menos). La diferencia de presién se puede conseguir aplicando una pequefa
presidon de gas en la parte superior de la columna é usando un vacio débil en la base de

la columna.

La técnica de EFS se puede emplear para la extraccion y la concentracién simultanea
dando como resultado altos recobros y limites de deteccion a nivel de ng/L [Cardoso et al.,
2008], aunque también se puede aplicar como una etapa de limpieza posterior a la
extraccion del analito realizada por otros procedimientos como la extraccion liquido-liquido

[Huang et al., 2010]. Se ha empleado la EFS en el andlisis de HAPs a nivel de trazas en
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aguas naturales (Naftaleno, Antraceno, Fluoranteno y Fluoreno) [He et al., 1998],
lograndose recobros mayores al 80%. Otros reportes indican para el mismo tipo de matriz
recobros entre del 60 al 80% para HAPs de 5 y 6 anillos como benzo(a)pireno,
benzo(b)fluoranteno y benzo(g,h,i) perileno empleando como fase soélida LC-18 y ENVI-
18 [Kanchanamiayoon y Tatrahun, 2009]. Otros empleos de la EFS como técnica aplicada
al analisis de HAPs incluyen matrices bioldégicas como sangre [Grova et al., 2005], con
muy buenos resultados. A continuacién, en la tabla 7 se presenta una comparacion entre
la extraccion de HAPs por extraccion liquido-liquido y extraccion en fase sélida, donde se

resaltan los volumenes empleados de solvente, el tiempo extraccion y los recobros.

Es pertinente tener en cuenta que, en el caso concreto de los HAPs, presentan el
inconveniente de sufrir pérdida de analito a causa de la adsorcion en las paredes de los
recipientes, por lo que es importante el considerar la adicion a las muestras de compuestos
que ayuden en su solubilizacion, junto con el empleo de nuevos materiales como
sorbentes (magnéticos, polimeros impresos molecularmente, nanomateriales, entre otros)
[Andrade-Eiroa et al., 2016]. Sin embargo, la EFS permite lograr recobros cuantitativos y
reproducibles de los HAPs cuando se aislan de matrices complejas, como lo son las

muestras bioldgicas.
4.3.1.1 Equilibrio en EFS.

Un gran numero de materiales son empleados como sorbentes en fase sélida con el
objetivo de retener los analitos 6 limpieza y dependiendo de la naturaleza de esta fase
solida, se puede asumir que existen diferentes mecanismos de retencion del soluto. Ahora
bien, aunque el nombre de la técnica indicé el empleo de una fase solida, ésta puede
considerarse como una fase estacionaria (un liquido inmovilizado sobre un soporte sélido),
asemejandose asi, al equilibrio de la cromatografia liquida (CL), en el cual se presenta un
intercambio de una especie molecular X, entre dos fases, la mévil (Xmo) y la estacionaria
(Xes). De esta forma se puede establecer que los mecanismos de retencién para describir
el proceso EFS son similares a la CL, la particién, la adsorcion liquida/sdlida y el

intercambio iénico.
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Tabla 7. Comparacién de las condiciones de extraccion (tiempo, cantidades, LD y LC)

entre la extraccion fase sélida y la extraccion liquido-liquido.

Técnica Matriz Analito Especificacion Referencia
Extraccion Rio 16 HAPs 300 mL solv 2h % Rec 90% Brum et al., 2008
Liquido- USEPA (14% CV),
Liquido LD 0.1-0.15 ng/mL, LC 0.20-0.50
ng/mL
HPLC-FL
Lluvia 14 HAPs 100 mL solv. 3h % Rec 91-113%  Motelay-Massei, et
(excep. Naf  (4-8% CV), al., 2003.
y Acenaftil) LD 0.1-0.6 ng/mL
HPLC-FL
Lago 16 HAPs - 250 mL solv. 4h, Conc muest 3- Kwach y Lalah, 2009
USEPA 47 ug/L
CG-FID
Extraccion Aguas de 9 HAPs 360 mg de C,, eluidos 5mL C6y  Garcia-Falcon et al.,
Fase bebida entre5y6  redisuelto en 0,5 de ACN. % Rec ~ 2004.
solida anillos. 95-100% (5-8% CV),
LD 0.05-0.6 ng/mL, LC 0.15-1.00
ng/mL
HPLC-FL
Lluvia 16 HAPs 500 mg de Oasis-HLB eluidos 5 Delhomme, et al.,
USEPA mL C6 — ACN (50:50). % Rec 90- 2007
98% (2-5% CV),
LD 0.2-3.0 ng/mL, LC 0.7-10.0
ng/mL
HPLC-FL
Residuales 16 HAPs 500 mg de C,, eluidos 4 mL C6,  Busetti et al., 2006
y lodos USEPA 2-OH, ACETONA (90:5:5). % Rec

73-92% (7-13% CV),

LD 0.5-1.2 ng/mL, LC 4.0-12.0
ng/mL

HPLC-FL

El equilibrio generado en el intercambio puede ser representado por una constante de

equilibrio K(X) que describe la relacidén entre la concentracion molar en las dos fases

K(X) = Zes

CXmo'

y de forma similar a la separacion cromatografica se determina el factor de

capacidad 6 factor de retenciéon como k(X) = th;t" donde t; es el tiempo transcurrido
0

desde el momento en que se aplica el compuesto X a la fase estacionaria para su eluciéon

y el t, es el tiempo de elucion de un analito no retenido [Moldoveanu and David, 2015].
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Teniendo en cuenta lo anterior, se define el volumen de retencién Vr(X) para EFS como
el volumen de la fase movil que fluye entre el tiempo de aplicacion de una muestra
pequefia y el tiempo de retencidn correspondiente tr(X) de la especie molecular X, donde
el VR y tr estan relacionadas por Vr= trU, donde U es el flujo volumétrico a traves del
dispositivo SPE. VR es un parametro que permite determinar el volumen de disolvente
necesario para recuperar el cartucho y puede ser determinado empleando el k'w mediante
la ecuacion Vi = V(1 + k',,) donde k', es el factor de retencién cuando la fase mévil es
agua y V, es un volumen dependiente de la porosidad del soporte y del volumen

geomeétrico de la columna.

Cuando un analito que puede ser retenido en el cartucho de EFS no se retiene, puede ser
debido a factores tales como la adicién de demasiado analito (que excede la capacidad
de carga) 6 por el flujo rapido de una solucién a través del cartucho, que no permite
alcanzar el equilibrio. Cuando una solucion de un compuesto que puede ser retenido cuya
concentracion es Co, es adicionada continuamente, inicialmente se retendra
completamente en el cartucho (siempre que la concentracion Co y el caudal no sean
demasiado altos y el factor de retencion k sea alto), pero como la solucién que actua como
fase movil (y que contiene el soluto) fluye a través de la columna EFS, el soluto seguira
migrando (similar a un proceso de cromatografia liquida), aqui entra otro parametro
importante en el mecanismo EFS, es el volumen de fuga, Vs (del inglés breakthrough

volumen) .

Para entender el mecanismo se analizara la figura 14, donde se muestra la variacion de
la concentracion del efluente (C/Co) en funcién del volumen de solucién afadido, alli se
observa que siempre se va a presentar un ensanchamiento de la distribucion de la
concentracion del analito en el lecho de retencion y es por esta razén, que un compuesto
adicionado a través del cartucho de EFS empieza a estar presente en el efluente antes de
alcanzar el volumen de retencién (VRr), pero en concentraciones mas bajas que la inicial,
de tal forma que en la figura 14, la curva de fuga representa como seria la variacion real
de la concentracion del analito en el efluente dependiendo del volumen de solucién
adicionado [Rachinskii V., 1969].
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Dado que la fuga esta relacionada con la pérdida de soluto del cartucho de EFS, lo mas
deseado es que se requieran grandes volumenes para ésta, la concentracion de soluto en
el efluente empieza a aumentar en el punto Ve (volumen de fuga), el cual se debe a la
eluciéon del analito a medida que se pasa mas solucidn sobre el sorbente y no debido a la
sobrecarga del mismo. La concentracion correspondiente para la medicion de Vs es
tomado usualmente como el 1% de la concentracion inicial (%C/Co) [Hennion, 1999], sin
embargo, éste valor es arbitrario y de acuerdo con Larrivee y Poole, 1999, puede ser
calculado por un modelo tedrico que permite otros valores, pero lo que es claro es que
independientemente de éste valor, se puede definir el volumen de fuga como el volumen
de una muestra, que asumiendo tiene una concentracion constante suficientemente baja
para no saturar el sorbente, que puede pasar a través del cartucho EFS hasta que la

concentracion del analito en la salida alcanza un cierto valor de % C/Cao.

En la figura 14, también se muestra el volumen necesario para eluir el 99% del soluto,
representado como Vw, y que se establece en la medida que la solucion continlia pasando
a través del sorbente y donde la concentracion del soluto C en el eluato tiende a alcanzar

el maximo de la concentracion (Co).

Las diferencias con la técnica cromatografica son evidentes, la EFS puede ser empleada
con el objetivo de retener o no (cuando el interés es retener las impurezas) los analitos de
interés, por lo que la separacién no se basa en la elucién gradual de los analitos como en
una columna cromatografica. El disolvente de elucion en EFS debe ser lo suficientemente
fuerte como para eliminar completamente los analitos adsorbidos con un pequeno
volumen de fase movil, ya que la retencién en EFS requiere valores de k(X) superiores a
100, mientras que en CLAR los valores comunes para k(X) estan entre 0 y 100. La
columna EFS (o cartucho) tiene alrededor de 20 platos tedricos, mientras que las
columnas de CLAR pueden tener 10,000 platos 6 mas. Los valores de selectividad en
CLAR pueden tener valores de a>1.05, y todavia se puede obtener una cierta separacion,

mientras en EFS se requiere valores de a entre 4 y 5 6 mas.
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Figura 14. Influencia de la concentracion del analito en el efluente sobre la adicion de

volumen de solucion (curva de fuga) [Adaptado de Hennion, 1999].
4.3.1.2 Parametros que son caracteristicos en el rendimiento de la EFS.

El rendimiento de la EFS es determinado por la adecuacién correcta de parametros que
dependeran estrictamente del soluto, y del propdsito en el que se emplee la metodologia.
Son varios los parametros a tener en cuenta para realizar la eleccion apropiada y algunos

de ellos se resumen a en la tabla 8.
4.3.1.3 Procedimiento de la extraccion en fase soélida.

En la figura 15 se presenta el procedimiento general de la extraccion en fase soélida. Se
puede dividir el proceso de extraccion por fase sdlida en diferentes etapas como se

muestran en la figura 15 y se explican a continuacion:

Tabla 8. Algunos parametros de caracterizacién para dispositivos de extraccion en fase
sélida (EFS) (Adaptado de Simpson, 2000).

Propiedad Influenciada por Resultado afectado
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Area superficial
50-600 m?/g

Tamafio de particula

Dimensiones de particula
(30-150 pm de diametro)

Capacidad/g de sorbente
(50 mg/g de base de silice,
250 mg/g de polimeros
sintéticos)

Reproducibilidad

Diametro de poro
(50-500 A)

Naturaleza del material de base.
Reticulacién en el caso de polimeros
sintéticos

Forma irregular 6 esférica del material

inicial

Seleccion del material base

Tipo de sorbente, poros y propiedades

fisicas de las particulas.

Homogeneidad del material
Estabilidad

sorbente

fisica y quimica del

Naturaleza del material de base, tipo
de derivatizaciéon de la superficie,
reticulacion en polimeros sintéticos,

eliminacion de agua

Capacidad y Recobro

Permeabilidad

Puede influir en el numero de
platos tedricos

Permeabilidad

Puede influir en el numero de
platos tedricos

Caudal a través del lecho de
sorbente

Cantidad maxima de analito /

g de sorbente

Precision de los resultados

Exactitud de las mediciones

Permeabilidad, capacidad de

unioén, recobros
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Figura 15. Procedimiento general de la EFS (adaptado de begginer’s guide to SPE en

http://www.waters.com/waters)

o El acondicionamiento es el proceso por el cual el adsorbente es activado para ser
compatible con la muestra, generalmente se adiciona un disolvente de polaridad contraria
al adsorbente para activarlo y posteriormente un volumen de un disolvente de polaridad
similar a la matriz. Es posible que el disolvente de la muestra actue como un agente
acondicionador, pero no siempre es asi, en muchas situaciones, un disolvente especifico
0 incluso dos 0 tres disolventes son necesarios para acondicionar la columna. Esto se
hace con un volumen de disolvente de al menos 6 a 8 veces el del lecho sorbente.

o La eleccion del disolvente para favorecer la retencion del analito. Se basa en las
mismas reglas que para la CLAR, el principio de "similar a similar" aplicado a la solubilidad
es una buena guia para determinar donde es probable que un soluto especifico
permanezca. Un disolvente polar tal como la mezcla agua+metanol é agua+acetonitrilo
que contiene como solutos compuestos organicos con grandes cadenas hidréfobos y con
una fase estacionaria no polar (C18, C8, etc.) tendra buen resultado de retencién. Lo
contrario, es aplicable para compuestos con grupos polares disueltos en un disolvente
organico, los cuales pueden ser retenidos sobre silice 6 alumina y eluidos con mezcla

metanol + agua
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o La adicion de la muestra es una etapa importante del proceso de extraccion en fase
sélida, ya que la buena eleccidn del volumen de muestra liquida y la cantidad de soporte
a utilizar, permite la disminucién de pérdidas del analito por fuga ¢ saturacion del
adsorbente. Algunos parametros fisicos como el flujo de muestra 6 quimicos como el pH,
entre otras, pueden afectar la adicion de la muestra. La retencion en la EFS se produce
debido a la interaccion entre el adsorbente y el analito, quedando inmovilizado en la
superficie del adsorbente cuando la disolucion de la muestra pasa a través del lecho del
adsorbente.

o La limpieza permite obtener la mejor selectividad en la extraccion de un analito, su
objetivo es la eliminacion de posibles interferencias de la matriz, asi que la seleccién de
los disolventes y volumenes de éstos deben lograr la eliminacion de la mayor cantidad de
interferentes y la menor posibilidad de fuga de analitos.

o Con la elucion se realiza la separacion de los analitos del resto de componentes de
la matriz, el volumen de disolvente para obtener el maximo recobro. El paso de un
disolvente apropiado a través del cartucho, se elige especificamente para eluir los analitos.
El recobro de un analito depende de las propiedades del disolvente y de la interaccion
especifica del analito con el sorbente. Una alta afinidad del analito para la superficie
sorbente implica una alta retencién, que es inicialmente deseable, pero puede influir
negativamente en la elucién y puede conducir a un valor bajo de la recuperacion final. El
volumen de disolvente empleado para la elucion normalmente debe seleccionarse entre 4
y 8 volumenes de sorbente, en el caso de resinas poliméricas pueden tener areas
superficiales mayores que los adsorbentes a base de silice y requieren un poco mas de
disolvente (por gramo) para la elucién. Un procedimiento util para eluir solutos con

propiedades acidas 6 basicas es el cambio de pH de la solucion de elucion.

4.3.2 Dispersion de matriz en fase solida (DMFS).

La DMFS es un proceso analitico patentado para la preparacion, extraccion y
fraccionamiento de muestras biolégicas sdlidas y/o viscosas. La DMFS se considera una
técnica de preparacion de muestras que permite un aislamiento muy rapido y eficiente del
analito de la matriz sélida. El hecho de que no se aplique calor en esta metodologia,
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excluye el riesgo de degradacion quimica de los compuestos extraidos y aumenta el

atractivo de su aplicacion.

La DMFS, combina aspectos de la EFS, podria definirse como una técnica alternativa a la
extraccion en fase solida descrita en el apartado anterior, desarrollada por Steven Barker
y colaboradores en 1989. En un principio, este procedimiento se habia aplicado sobre
todo en la preparacion, extraccion y fraccionamiento de muestras bioldgicas sélidas,
semisolidas ¢ altamente viscosas [Barker, 2007]. La DMFS se basa en mezclar la muestra
con un soporte solido abrasivo en un mortero. En este proceso se lleva a cabo la
disrupcion de la muestra a la vez que se crea una nueva fase de caracter unico. Los
soportes solidos empleados generalmente son obtenidos de la modificacion quimica de la
superficie de la silice, como es el caso del C18 y C8, aunque otros autores emplean en la
DMFS otros materiales abrasivos. Entre estos ultimos se encuentran la silice y el sulfato
sddico anhidro que actuan a su vez como agentes desecantes lo que permite obtener un
material finamente dividido y bastante seco. La DMFS ofrece, ademas, la posibilidad de
realizar un fraccionamiento completo de los componentes de la matriz, asi como la
capacidad de eluir selectivamente un unico compuesto 6 varias clases de compuestos, de
una misma muestra. La tabla 9 presenta comparaciones entre los diferentes parametros
empleados por técnicas tradicionales para la extraccion de muestras sélidas y los

resultados obtenidos para en la aplicacién de la dispersion de matriz en fase sdlida.

El hecho de llevar a cabo la extraccion y limpieza en una unica etapa, conduce a una
reduccion del tiempo de analisis y del consumo de disolventes. Es necesario establecer
que los pocos reportes en literatura de su empleo en la extraccion de HAPs presentan
muy buenos resultados en plantas y suelos [Sanchez-Brunete et al., 2007] encontrandose
por ejemplo mayores concentraciones de fenantreno, benzo(a)antraceno vy
benzo(b)fluoreno en suelos, mientras la presencia de naftaleno y fenantreno fue mayor en
plantas aéreas. Por otra parte, el analisis de lodos para la determinacién de 17 HAPs
reportan rendimientos altos [Pena et al., 2008] aplicando la DMFS como técnica de
extraccion. Sin embargo, no se encuentran en literatura reportes en la matriz propuesta
en el presente trabajo (cultivos de microalgas), solamente se ha usado esta técnica de
extraccion para el analisis de cuatro de los HAPs pesados retenidos por la microalga, la
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cual se desarrollé previamente en el grupo de investigacion [Olmos-Espejel et al., 2012 y

Garcia de Llasera et al., 2016].

Tabla 9. Comparaciéon entre diferentes metodologias para la extraccion de HAPs en

matrices solidas.

Técnica Matriz Analito Detalles metodologia Referencia
Soxhlet Tejido de 14 HAPs 350 mL n-Hex.-CH,CI, (24h Vassura et al.,
pescado extrac.) 20g muestra Cromatog 2005
columna con Na,SO, y
Alumina Elucién 12 mL de
mezcla n-hex-dicloro . % Rec
70-130, CLAR/FL
Ultrasonido Tejido de Criseno 9 mL n-Hex.-CH,CI, (7 extrac. = Rodriguez-
mejillones De 10 min), 35KHz, % Rec 98- Sanmartin et al.,
105% (5-7%CV) 12 g muestra 2005
Espectrofluorescencia
Fluidos Simulada 8 HAPs Limpieza con columna silica Ali y Cole, 1998
supercriticos eliminar grasas
2 g (30 min extrac) a 100°C y
350 Bar, %Rec 80-90 (3-7%
CV)
Microondas Pescado 16 HAPs 1 g muestra dopada con 10 Ghasemzadeh-
ahumado pg/mL, extraida con 22 mL de  Mohammadi et
KOH y etanol-agua (50%) pot.  al., 2012
500 MHz tiempo 2 min.
Posterior extraccion liquido-
liquido dispersiva. %Rec 82 -
105 CV (2-9%)
GC-MS
Dispersién de Pescado BaP 0.5 g de muestra en 2 g de Crouch y Barker,
matriz en fase silica-C18 2g de florisil, diluido  1997.
solida con 8 mL de CH3CN, %Rec
74-111% GC-MS
Musculo de 16 HAPs 0.2 g de muestracon 2 g Pensado et al.,
Pescado C18/0.5¢g 2005
Na.SO4 anh. 2 g Flo/1 g C18,
10 mL ACN %Rec 80-105%,
CLAR/FL
Microalga S. BaP 0.005 g de muestracon 0.1 g Olmos-Espejel et
capricornutum C18/ 1.0 mL ACN 85% %Rec  al., 2012
>90%, CLAR/FL
Microalga S. BaP 0.005 g de muestracon 0.1 g Garcia de
acutus C18/ 1.0 mL ACN 85% %Rec Llasera et al.,
>90%, CLAR/FL 2016
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La DMFS es fisicamente y funcionalmente diferente a la EFS clasica, por las siguientes
razones: (1) La DMFS es un proceso que realiza la disrupcion de la muestra y la dispersién
en particulas de tamafio muy pequefo, proporcionando una superficie mejorada para la
extraccién posterior, mientras que en la EFS la disrupcidn debe llevarse a cabo como una
etapa separada en la preparacién de muestra; (2) Las muestras de EFS deben estar en
forma liquida, relativamente libres de soélidos y de viscosidad moderada antes de su
adicién a la columna, mientras que en la DMFS maneja muestras liquidas solidas 6
viscosas; y (3) Las interacciones fisicas y quimicas de los componentes del sistema son
diferentes y posiblemente mas fuertes en algunos aspectos en la DMFS, que en la EFS

clasica.

Al aplicar el procedimiento DMFS a una muestra, las interacciones observadas entre los
componentes individuales y el 6 los analitos implican (1) los componentes de la muestra
con el soporte sélido, (2) los componentes de la muestra con la fase enlazada, (3) Analito
con el soporte sdlido, (4) el analito con la fase unida, (5) el analito con los componentes
dispersos de la muestra, (6) todos los anteriores interactuando con el 6 los disolventes de
elucion y estas interacciones dinamicas de todo lo anterior ocurren simultaneamente. Sin
embargo, los principios quimicos generales implicados en la realizacién de EFS también
son importantes en la aplicacion de DMFS, por lo tanto, se espera que la composicion
quimica y las caracteristicas del soporte sélido y de la fase unida afecten a la retencion y

la elucion de los analitos.
4.3.2.1 Procedimiento de la dispersion de matriz en fase sdélida.
El procedimiento implica:

a) La adicion de la muestra (liquida, sdlida, liquido viscoso) junto con el adsorbente en
un mortero de agata 6 vidrio (en relacion 1:1 a 1:4 adsorbente: muestra) y someterlo a un
proceso de maceracion en el cual la matriz sufre un proceso de disrupcién y los analitos
son dispersados y adsorbidos por el adsorbente (figura 16).

b) Una vez que se completa la dispersion de la matriz en la fase sdlida, el nuevo
material se transfiere a una columna. Existen dos posibilidades en la etapa de elucién,

una en la que los analitos son retenidos en la columna y las interferencias se eliminan en
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una etapa inicial de lavado para a continuacion eluir los analitos con un disolvente,
adecuado, 6 aquella en la que las sustancias que interfieren quedan retenidas en la
columna y los analitos se eluyen directamente. Se pueden realizar procesos de limpieza

antes de la elucidn como en el caso de la EFS.

Limpieza Elucién
Macerar
\1’ ‘ W | 171
oese Transferir | vy | ESF'
AN / ; :
‘_____—'_/" ‘“h .
0, . "
== PR—
E u I
Compuestosde interés o
L
® Impurezas

Figura 16. Procedimiento de extraccion por DMFS (adaptado de Liu et al., 2014)

4.3.2.2 Pardmetros importantes en el proceso de DMFS.
Existen varios factores que influyen en la extraccion mediante DMFS.

o El tamafio de particulas: El uso de tamafos de particula muy pequenos (3-10 um)
conduce a tiempos de elucion de disolvente prolongados para una columna DMFS,
requiriendo presiones excesivas para obtener un flujo adecuado. Sin embargo, los
materiales de tamafio de particula de 40 um (60 A como didmetro medio de poro) se han
usado con mayor frecuencia al igual que mezcla de silices del mismo tamafo y tales
materiales también tienden a ser menos costosos La cantidad de adsorbente en relacion
a la cantidad de muestra es otro parametro que hay que tener en cuenta, la cantidad mas

utilizada son 0.5 g de muestra y la relacién con el soporte es 1:1 6 4:1 respectivamente.
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o El tipo de disolvente y el volumen del eluyente son otros de los parametros que
influyen en la eficiencia del proceso de extraccion mediante esta técnica. El empleo de
acidos, bases, sales, surfactantes y agentes quelantes también ha sido empleado.

o El material del mortero en el cual se realiza el proceso de dispersion debe ser un

material inerte, la mayoria de las veces de agata y en algunas ocasiones de vidrio.

4.3.2.3 Diferencias entre DMFS y EFS.
La DMFS es fisica y funcionalmente diferente a las EFS bajo los siguientes aspectos:

o La DMFS realiza la disrupciéon completa de la muestra con la dispersion en
particulas de tamafo muy pequefo, proporcionando una superficie mejorada para la
extraccion posterior de la muestra. En la EFS, la disrupcion de la muestra debe realizarse
como una etapa separada en la preparacion de muestras y con ello muchos de los
componentes de la muestra se descartan en el proceso de hacer la muestra adecuada
para la adicién a una columna EFS.

o En EFS la muestra se suele absorber en la parte superior del material de relleno de
la columna, no en toda la columna como en DMFS.

o Las interacciones fisicas y quimicas de los componentes del sistema son mayores
en DMFS vy diferentes, en muchos aspectos, de las observadas en la EFS clasica u otras
formas de cromatografia liquida. Lo anterior incluye por ejemplo las interacciones entre
a) los componentes de la muestra con el soporte sélido, b) los componentes de la muestra
con la fase enlazada, c) el analito con el soporte sélido, d) el analito con la fase enlazada,
e) el analito con los componentes dispersos de la muestra, f) todos los anteriores
interactuando con el 6 los disolventes de elucién y su secuencia de adicion y g) las

interacciones dinamicas de todas las anteriores que ocurren simultaneamente.

Sin embargo, los principios quimicos generales implicados en la realizacién de EFS y otras
formas de cromatografia también son operables en la aplicacion de DMFS. Por lo tanto,

se espera que la composicidon quimica y las caracteristicas del soporte solido y de la fase
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enlazada afecten a la retencidn ya la elucion de los analitos. Estas mismas propiedades

también se aplican a los componentes dispersos de la muestra y la fase Unica que se crea.

4.4 Meétodos de analisis de HAPs

Los métodos cromatograficos por excelencia han sido los de mayor empleo en la
determinacion de HAPs. La seleccion de la técnica, disolventes, fases moviles y
estacionarias dependen esencialmente de las propiedades fisicoquimicas de los analitos,
pero también es importante el tipo de matriz y la concentracién de los componentes en la
misma. Al establecer los antecedentes de las metodologias de analisis de HAPs se debe
mencionar la Cromatografia de Gases (CG) y la Cromatografia liquida alta resolucién
(CLAR), de las cuales en el presente proyecto se empledé la CLAR. Aunque las
cromatografias son las mas empleadas, también en la literatura se reportan otras técnicas
como la electroforesis capilar [Graupner et al., 2014], espectrofotometria [Dissanayake,

2012], o métodos semicuantitativos como los fluorimétricos [Greene et al., 2017].
4.4.1 Cromatografia de Gases (CG)

La CG es una técnica utilizada para la separacion de los HAPs, debido principalmente a
su buena resolucion. La deteccidn se lleva a cabo habitualmente mediante ionizacidn por
llama (FID-Flame lonization Detector) 6 mediante espectrometria de masas (EM), siendo
este ultimo el mas utilizado, debido a la gran sensibilidad asociada a la técnica [Mebarka
et al., 2017]. La retencion y separacion de los HAPs esta afectada por el tipo y la cantidad
de disolvente, las condiciones de inyeccién (velocidad, tamafo de “liner”, tamafo de
muestra y temperatura) y el programa de temperatura [Trevelin et al., 1992]. En la
actualidad la cromatografia bidimensional ha permitido lograr separaciones isométricas
[Visser et al., 1998] muy utiles en la determinacién de los metabolitos generados por su
degradacion.
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4.4.2 Cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR)

La Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR) es la técnica de separacion mas
utilizada en la determinacién de HAPs y su éxito se debe a la posibilidad de actuar de
forma muy precisa sobre la selectividad entre los compuestos a través de la eleccion de
la columna y de la composicidn del eluyente. La deteccidén de FL presenta dos ventajas
sobre la deteccion UV, la gran selectividad y mayor sensibilidad. Ambos aspectos son
cruciales puesto que las muestras medioambientales y en especial las biolodgicas, que son
el objeto de la presente investigacion, pueden contener bajos niveles de HAPs y gran
cantidad de compuestos que pueden interferir en el analisis [Denis et al., 2012 y Olmos-
Espejel et al., 2012]. EIl detector de fluorescencia se caracteriza tanto por su elevada
selectividad (pocas son las moléculas que exhiben fluorescencia, aunque el numero
aumenta por formacion de derivados fluorescentes pre 6 post-columna) como por su gran
sensibilidad, por lo que resultan muy utiles en el analisis de compuestos a niveles traza.
Por su parte, la deteccion por UV cuando se emplea arreglo de diodos (DAD), ofrecen
limites de deteccidn altos y la informacion es muy util a la hora de confirmar identidades.
La cromatografia en fase inversa, utilizando C18 como fase estacionaria, es el método
mas habitual para llevar a cabo la separacion y determinacion de los HAPs. El principal
requisito es que los compuestos se solubilicen en los disolventes utilizados como fase
movil, se ha estudiado la retencién y la selectividad de un grupo de HAPs en cinco tipos
de columnas en fase inversa (C18, C18 aqua, propil-fenil, Synergi polar-RP y Cosmosil
5PBB) [Kayillo et al., 2007].

4.4.3 Acoplamiento CLAR/CGAR-EM

La técnica de CLAR-EM ha permitido el estudio de los probables mecanismos bioquimicos
asociados a la biodegradacion de los HAPs, lo cual es importante debido a la dificultad
que presenta la identificacion de metabolitos debido a efecto matriz 6 al pretratamiento de
la muestra, aunque también podria creerse que la presencia de metabolitos puede inhibir
significativamente la degradacion de otros HAPs padre [Kuusimaki et al., 2004]. Los
reportes para esta técnica en el analisis de HAPs indican que los sistemas de ionizacion

mas empleados para el acoplamiento CLAR-EM son la ionizacién electro-espray (ESI-
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Electrospray lonization) y la desorcién por laser (MALDI-Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization), los cuales conducen a la obtencidon de un ién molecular que
permite la identificacion de estos compuestos [Zhang et al., 2010]. Sobre los metabolitos
no se encuentran reportes en la literatura debido a que son ionizaciones suaves que no
permiten la identificacién de isdbmeros estructurales como es el caso de los metabolitos
objeto del presente estudio, aunque la técnica CG-EM puede ser altamente sensible para
el seguimiento de la formacion de metabolitos especialmente en el modo de monitoreo del

ion seleccionado (SIM-Selected i6bn Monitoring) [Yang et al., 2014 y Saija et al. 2016].

La fragmentacion de los HAPs con las fuentes de ionizacion comunes suele ser baja, en
consecuencia, el pico correspondiente al idn molecular presenta generalmente gran
intensidad [Possanzini, 2004]. El aspecto a tener en cuenta es la derivatizacidon del analito
en caso de los metabolitos formados (mono-hidroxilados, dihidrodioles, quinonas, entre
otros), donde uno de los avances recientes permite recobrar los metabolitos de HAPs por
microextraccion fase solida (SPME-Solid Phase Micro Extraction) y realizar la
derivatizacion en fibra, permitiendo un aumento en la sensibilidad [Luan et al., 2007]. En
la tabla 10 se presentan algunas aplicaciones de las diferentes técnicas analiticas para la
determinacion de HAPs y sus metabolitos. Es mas empleada que la CLAR-EM e incluso
varios métodos de la USEPA emplean como técnica de identificacion y cuantificacion CG-
EM como ejemplo el método 525.5 para la determinacion de compuestos organicos
semivolatiles en aguas de bebida empleando EFS como técnica de extraccion, para 11
HAPs. El método 8270D para el analisis de compuestos organicos semivolatiles donde

se incluyen 15 HAPs, entre otros.
45 Validacion de métodos analiticos

El proceso de validacién de un método analitico consiste en verificar y documentar su
validez, esto es, su adecuacion a unos determinados requisitos, previamente establecidos
por el usuario para poder resolver un problema analitico particular, mediante el cual se
establece por medio de estudios de laboratorio que las caracteristicas representativas del

método analitico cumplen con las especificaciones para su aplicacion.
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Los experimentos de validacion de métodos pretenden demostrar que un método analitico
producira un rendimiento aceptable del método. Existen varias directrices que describen
los requisitos para la validacion del método [Barnett et al., 2017 y Sahu et al., 2018].
También estan disponibles numerosos articulos de literatura que demuestran cémo
realizar la validacién del método de cromatografia liquida (LC) segun estas directrices
[Serpe et al., 2010 y McMillan, 2016]. Aunque los experimentos de validacion tradicionales
proporcionan informacioén util sobre las caracteristicas del método, representan un evento
unico que puede no predecir el rendimiento futuro del método. Por otra parte, la
verificacion es la confirmaciéon mediante el aporte de evidencia objetiva que se han
cumplido los requisitos especificados con el fin de demostrar su capacidad para ejecutar

correctamente un método normalizado.

Tabla 10. Reportes sobre el empleo de sistemas cromatograficos en el analisis de HAPs.

Método Analitos Fase estacionaria Fase movil Matriz Referencia
CCDA* 16 HAPs ChromSpher Pi 80 x Gradiente Aceite y Windal et
CLAR/FL EPA 3.0mm C18 (limpieza) diclorometano- plantas al., 2008
Agilent Pursuit 3 PAH isopropanol secas
100 x 4.6mm C18
(separacion)
CLAR/FL 12 HAPs Hanban Science & Gradiente Aguas Zhang et al.
EPA Technology C18 Acetonitrilo-Agua consumo 2010
column x 260 mm
CLAR/FL 12 Discovery RP-Amide  Isocratico Orina Toriba et
monohidroxi- C16, 250 mm Acetonitrilo:buffer al., 2003
HAPs (Discovery RP-Amide fosfatos
C16, 100 mm Metanol/Agua
CLAR/FL 15 HAPs Vydac 201TP54 x 250 Gradiente Agua de Rio Brum et al,,
EPA mm; C18 Acetonitrio:agua 2008
CLAR/UV Fen, Ant, Dr Maisch C18 Isocratico Agua Fatemi et
Fluo column x 260 mm metanol:agua destilada al., 2012
CG-EM 18 HAPs 5% phenyl-95% Helio No aplica Pyle et al.,
dimethyl polysiloxane 1997
30m
CG-EM/EM Ant, Fen, HP-5MS column x Helio Medio de Cajthaml et
CLAR-DAD Flu, Piry 30m Isocratica Cultivo al., 2002
derivados Licosphere C18 x 250 Metanol:Agua
mm

*CCDA Cromatografia de complejos donador-aceptor

59



4.5.1 Clasificacion de los métodos analiticos

o Métodos Normalizados: Método analitico desarrollado por un organismo de
normalizacion u otro organismo reconocido cuyos métodos son generalmente aceptados
por el sector técnico correspondiente. El desarrollo del método incluye la etapa de su
validacion.

o Métodos No-Normalizados: Método analitico desarrollado por un tercero 6 que ha
sido adaptado por el laboratorio a partir de un método normalizado. EI desarrollo del
meétodo, asi como su adaptacion, incluyen la etapa de su validacion.

o Meétodos desarrollados por el laboratorio: Método analitico que no se encuentra en
normas u otras colecciones de meétodos, ni en publicaciones de terceros, habiendo sido
desarrollado por el propio laboratorio. El desarrollo del método incluye la etapa de su

validacion.

De acuerdo a la anterior clasificacion se llevan a cabo procesos de validacién en los
meétodos no normalizados, en aquellos disefiados por el laboratorio y en todo método
normalizado que ha sido modificado por el laboratorio 6 utilizado fuera del alcance previsto
por éste. No se realiza validaciéon en métodos normalizados, en métodos oficiales 6 en

métodos desarrollados por organizaciones internacionales reconocidas.
4.5.2 Caracteristicas del proceso de validacion.

A continuacion, se definen las caracteristicas requeridas y examinadas al llevar a cabo la
validacién. Cuando sea apropiado, se realizara una discusion junto con los tipicos criterios

de aceptacion para las diferentes caracteristicas de validacion.
4.5.2.1 Especificidad.

La especificidad es la capacidad de evaluar inequivocamente el analito en presencia de
componentes, que se puede esperar que estén presentes. Tipicamente, éstas pueden
incluir impurezas, productos de degradacion, matriz, etc. La falta de especificidad de un
meétodo analitico individual puede ser compensada por un método analitico adicional. En
esta etapa el analisis del blanco es esencial ya que debe estar libre de sefiales que puedan
interferir con los analitos de interés [ICH Q2A, 1995].
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45.2.2 Exactitud.

La exactitud de un método analitico expresa la proximidad de acuerdo entre el valor
obtenido (por experimentos practicos) y el valor que se acepta como un valor verdadero
convencional 6 como un valor de referencia aceptado. La exactitud puede ser expresada
como porcentaje (%) de recuperacion. Normalmente, se solicita que se prueben tres
repeticiones por nivel a un minimo de tres niveles de concentracion a lo largo del intervalo
experimental especificado. Los criterios de aceptacion se fijan para el intervalo de ensayo

del compuesto principal y para el intervalo de las impurezas.
4.5.2.3 Precision.

La precision de un método analitico expresa la proximidad entre una serie de mediciones
obtenidas a partir de muestreos multiples de la misma muestra homogénea en las
condiciones prescritas en el método de ensayo. La precisién se determina generalmente
a diferentes niveles: repetibilidad (repetibilidad del sistema, repetibilidad del analisis),
precision intermedia y reproducibilidad [Center for Drug Evaluation and Research-CDER,
1994 y Food & Drug Administration-FDA, 2000,]. EI término precision describe la
distribucion de los resultados individuales alrededor de su promedio. La desviacion
estandar, la desviacion tipica relativa (coeficiente de variacion) y el intervalo de confianza
deben ser reportados para cada tipo de precision investigado ademas de los resultados

individuales obtenidos y la media.

La repetibilidad del sistema se mide por inyecciones multiples de la misma solucion de

referencia y se expresa como la desviacion estandar relativa en las areas de los picos

medidos.

La repetibilidad del analisis (dentro de la precision diaria ¢ intra-ensayo) se determina

analizando un lote de muestra representativo a la concentracidon nominal de la muestra

seis veces determinaciones que cubran el intervalo especificado del método de ensayo.

La precision intermedia expresa las variaciones de laboratorio (efectos de sucesos

aleatorios sobre la precision del método analitico), a diferentes dias, diferentes analistas,
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diferentes equipos, etc. Si se dispone de datos para apoyar la reproducibilidad, no es

necesario realizar una evaluacion de precision intermedia.
4.5.2.4 Reproducibilidad.

La reproducibilidad expresa la precision entre los laboratorios. La reproducibilidad permite
la reduccion de la incertidumbre en el sistema de medidas, por lo que busca la maxima
exactitud. Como se vale de la reproduccion de un mismo resultado en varias condiciones,

depende de que los estudios realizados se realicen en un periodo determinado de tiempo
45.25 Linealidad.

La linealidad de un método analitico es su capacidad (dentro de un rango dado) para
obtener resultados de prueba, que son directamente proporcionales a la concentracion
(cantidad) de analito en la muestra. Se requiere tener al menos cinco niveles de

concentracion (puntos de datos) para determinar la linealidad.
45.2.6 Rango dindmico lineal

El rango de un método analitico es el intervalo entre la concentracion (cantidades) superior
e inferior de analito en la muestra (incluidas estas concentraciones) para las que se ha
demostrado que el método analitico tiene un nivel adecuado de exactitud, precision y

linealidad.
4.5.2.7 Limites de detecciéon y cuantificacion.

El limite de cuantificacion (LC) es la cantidad mas baja de analito en una muestra, que
puede determinarse cuantitativamente con un nivel adecuado de precision y exactitud. El
limite de deteccion (LD) de un método analitico individual es la cantidad mas baja de
analito en una muestra que puede ser detectada pero no necesariamente cuantificada
como un valor exacto [CDER, 1994 y FDA, 2000].

Para el calculo se consideran dos métodos, el primero con el promedio de la sefial de
ruido y se determina como 3 veces la relacién sefal/ruido para la sefial del limite de

deteccion y 10 veces para el limite de cuantificaciéon; El segundo método es empleando
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la curva de calibracion y el método de minimos cuadrados para el calculo, las ecuaciones

utilizadas se muestran a continuacion de donde se establece Sy/x como la desviacion

estandar del intercepto de las curvas de calibracion y m es el valor de la pendiente media.

3Sy, 10 Sy,
LD =—2  (Ec.1) ; LQ = —* (Ec.2)

45.2.8 Robustez

Se considera que un método es robusto cuando se demuestra que el efecto de
fluctuaciones tipicas en los parametros del método sobre el resultado del procedimiento
es insignificante. La robustez se demuestra mediante una prueba en la que el efecto de
cambios deliberados en los parametros del método se estudia en un numero de

respuestas de método.

4.5.3 Empleo de larevalidacion 6 verificacion de un método analitico.

La revalidacién se refiere al acto de realizar el proceso de validacidon en un dispositivo
nuevamente, ya sea porque las especificaciones de las etapas del método, el equipo, 6
los parametros de los procesos validados 6 los materiales empleados han cambiado.
Mientras la verificacion de un método es el proceso realizado cuando en un laboratorio se
esta utilizando un método que ya ha sido validado, y que no es necesario volver a validar
en su totalidad después de un tiempo 6 al aplicarlo en campo, dicho método debe
verificarse bajo el establecimiento del cumplimiento de los parametros minimos de la
validacion. Normalmente la verificacion supone determinar el cumplimiento de menos
parametros y hacer menos mediciones de cada parametro que si se tratara de una

validacion.
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5.1.

5. METODOLOGIA

Materiales y equipos

Disolventes

a)

b)

c)

d)

f)

Disolventes grado cromatografico, marca J.T Baker (Philipsburg, NJ, USA)
metanol, isopropanol, acetonitrilo.

Agua ultrapura tipo | obtenida de un desionizador Millipore modelo Simplicity UV
(Bedford, Ma, USA)

Reactivos marca J. T. Baker: Nitrato de sodio (NaNOz3), Cloruro de calcio
dihidratado (CaClz2.2H20), sulfato de magnesio heptahidratado (MgSOa4.7H20),
fosfato de potasio dibasico (K2HPOa4), fosfato de potasio monobasico (KH2PO4)
para la preparacion del medio Bristol.

Reactivos marca MCD LAB (Tlalnepantla, MEX, México) Peptona proteosa y
agar bacteriolégico.

Estandares marca Chem Service Standards (West Chester, PA, USA) de los
cuatro HAPs estudiados (BaA, BbF, BKF y BaP), y los empleados en el estudio
de crecimiento del alga: fenantreno (Fen), antraceno (Ant), pireno (Pir) y
dibenzo(a,h)antraceno (DBA).

Estandares de metabolitos obtenidos de WNational Cancer Institute-NCI
(Chemical Carcinogen Reference Standards Repository) (Kansas, MO, USA),
de Benzo(a)pireno: 4,5-dihidrodiol (4,5-dBaP), 7,8-dihidrodiol (7,8-dBaP), 9,10-
dihidrodiol (9,10-dBaP); de Benzo(a)antraceno: 5,6-dihidrodiol (5,6-dBaA), 8,9-
dihidrodiol (8,9-dBaA), 10,11-dihidrodiol (10,11-dBaA); de Benzo(b)fluoranteno:
1,2-dihidrodiol  (1,2-dBbF), 9,10-dihidrodiol (9,10-dBbF), 11,12-dihidrodiol
(11,12-dBbF) y del Benzo(k)fluoranteno el 8,9-dihidrodiol (8,9-dBkF).

Sistema cromatografico

a)

Cromatégrafo liquido de alta resolucion Varian modelo 210 acoplado a un
detector de fluorescencia (DF) Varian modelo 363 y a un detector de DAD/UV
Varian modelo polychrom 9065 (Palo Alto, CA, EUA) con un software de
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d)

procesamiento de datos “Star Workstation” Varian multi instrumento version
6.20. para el analisis de metabolitos de HAPs y HAPs, respectivamente.
Columna analitica de acero inoxidable, Hichrom spherisorb S50DS2, marca
Waters (Milford, MA,EUA) de 250 mm x 4.6 mm I.D., para la separacion de los
metabolitos y una columna analitica de acero inoxidable Hypersil Green PAH
(150 mm x 4.6 mm) marca Thermo Scientific (Dubuque, 1A, EUA) para la
separacion de HAPs.

Columnas de guarda de acero inoxidable, marca UPCHURCH SCIENTIFIC
(Oak, WA, EUA) de 13 mm x 4.5 mm I.D.) empacadas con silice fase inversa
Nucleosil C18 Phenomenex (Torrance, CA, EUA) de 10 ym de tamafio de
particula.

Jeringas de 50 pl, marca Hamilton (Reno, NV, EUA).

Micropipetas de volumen variable de 2-20 pl, 50-200 pl y 100-1000 ul, marca

transferpette Brand (Alemania)

Cultivos de microalgas, técnicas de extracciéon de HAPs y metabolitos

a)

b)

c)

Cepas puras de S. capricornutum y S. acutus obtenida de The Culture Collection
of Algae (UTEX) de la Universidad de Texas (Austin, TX, USA).

Balanza analitica marca OHAUS (Pine Brook, NJ, EUA) modelo Adventurer Pro
AV114C.

Balanza semi-microanalitica OHAUS (Pine Brook, NJ, EUA) modelo Discovery
DV215CD.

Agitador orbital marca Thermo Scientific Model 2346 (Dubuque, IA, EUA).
Incubadora con agitacién Lab companion, marca Jeiotech (Seoul, Korea)
modelo SI-600R.

Autoclave semi-automatica marca tuttnauer (Hauppauge, NY, EUA) modelo
2540EL.

Centrifuga marca Sigma (Osterode am, Alemania) modelo 2-5.
Espectrofotometro UV/Vis marca Thermo Scientific (Dubuque, IA, EUA) modelo
Genesys 108S.
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i) Mortero de agata con pistilo, espatula, asa bacteriolégica, matraces de 250 mL,
mecheros bunsen, tubos de centrifuga, matraces aforados de 1, 5, y 10 mL,

pipetas pasteur, frascos de vidrio transparentes y ambar de 1, 3, 10 y 15 mL.

5.2. Cultivos de microalgas

Se preparé medio Bristol liquido, en un frasco de 1L de capacidad, se adicionaron 10 mL
de una mezcla de sales: NaNOs (2.94 mM), CaCl2.2H20 (0.17 mM), MgS0O4.7H20 (0.30
mM), K2HPO4 (1.29 mM), NaCl (0.43 mM), y KH2PO4 (1.29 mM); 1 g de proteosa peptona
y completd el volumen con agua destilada. Para el medio sdlido se adicion6 el medio
Bristol y agar bacteriolégico en relaciéon porcentual 1.5% p/v. Las cepas de microalgas S.
capricornutum y S. acutus se sembraron en tubos que contenian aproximadamente 10 mL

de medio bristol sélido y eran resembrados periédicamente para mantener la cepa.

Los medios de cultivos con microalgas empleados en los ensayos, se mantuvieron en
crecimiento empleando 150 mL de medio bristol liquido colocados en matraces
erlenmeyer, de 250 ml. El procedimiento de siembra consistié en tomar con el asa
bacterioldgica una cantidad de microalgas del medio de cultivo sdlido y transferirlo al
medio liquido. Posteriormente se colocaron a temperatura ambiente y bajo iluminacién
con lamparas fluorescentes de luz fria, con periodos de luz/oscuridad de 16/8h y agitacion

orbital durante 2 h/dia y agitacién manual durante 15 min, cuatro veces al dia.

En diferentes periodos de tiempo de las cepas para comprobar el crecimiento de las
mismas se tomaron 5 mL del medio de cultivo y se le midié la absorbancia en un
espectrofotometro UV/Vis a 685 nm, usando como blanco medio Bristol. Cuando el cultivo
alcanzaba la absorbancia de 1.0 con una densidad entre 5x10° a 6x10° células mL-" fue
posible emplearlo en los ensayos de exposicidn por encontrarse en el punto mas alto de
la tasa de crecimiento, de tal forma que con un volumen de 15 mL de cultivo se obtuvieron

aproximadamente 5 mg de biomasa.
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5.3. Desarrollo del sistema cromatografico para el andlisis de metabolitos de
HAPs

Para el desarrollo de la metodologia instrumental, se tuvo en cuenta los siguientes

aspectos:
5.3.1. Factores de retencion.

El primer paso fue la determinacion de los factores de retencion para todos los estandares
de metabolitos de HAPs. Para el procedimiento experimental se empled una columna C18
Hichrom spherisorb S50DS2 de 250 mm x 4.6 mm DI x 5 ym, y un cromatografo liquido
modelo Varian 210 acoplado a un detector de fluorescencia modelo Varian 363 (Palo Alto,
CA, EUA) y conectado a una estacién de trabajo Workstation Multi-instrument version
6.20. A continuacién, se prepard una dilucion de cada estandar de dihidrodioles de 10
Mg/l (9,10-; 4,5-; 7,8-dihidrodioles del BaP, 5,6-; 8,9-; 10.11-dihidrodioles del BaA, 1,2-;
11,12-; 9,10-dihidrodioles del BbF y 8,9-dihidrodiol del BKF) y variando los porcentajes de
metanol en una fase movil isocratica, se determiné el log k'. El tiempo muerto fue estimado
por el tiempo de retencion de un soluto no retenido, empleando una solucion de 10 ug/L

de nitrato de sodio estimando este tiempo en 1.99 min.
5.3.2. Condiciones de elucion.

Teniendo en cuenta los valores de log k' encontrados se procedié a realizar la
implementacion de la metodologia para la separacion cromatografica de los metabolitos

empleando la elucion por gradiente con mezcla metanol:agua.
5.3.3. Longitudes de onda de trabajo.

Se encontraron las longitudes de onda de excitacion y emision apropiadas para los
metabolitos de BaA, BbF y BKF. Para el procedimiento se empled una solucion de cada
metabolito y se determind los espectros de excitacion y emision (fluorescencia) bajo los

siguientes parametros:  Longitud de inicio 200 nm (excitacién) y 350 nm (emision)

Velocidad de barrido 40 nm/min
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5.4. Validacion del sistema cromatografico para los metabolitos de los HAPs

5.4.1. Limites de deteccion y cuantificacion

Para el calculo se consideraron dos métodos, el primero con el promedio de la senal de
ruido de 7 inyecciones de solvente, y el segundo realizando inyecciones de la mezcla de
metabolitos disminuyendo la concentracion hasta alcanzar experimentalmente los valores

calculados.
5.4.2. Repetibilidad y rango dinamico lineal.

El rango dinamico lineal para los metabolitos se establecio entre valores cercanos al limite
de cuantificacion y 10 ug/L para el método 1 (cuantificacion de metabolitos del BaP y BaA)
y de 16 ug/L para el método 2 (cuantificacion de metabolitos del BbF y BkF). La
repetibilidad se evalud realizando 3 inyecciones de 3 concentraciones diferentes en

diferentes dias para cada método.
5.4.3. Curva de calibracion.

Se prepararon tres curvas de calibracion en un intervalo de concentraciones de 0.26, 0.64,
0.96, 1.60, 2.40, 3.20, 4.80, 6.40 y 9.60 ug/L (método 1- cuantificacion de metabolitos de
BaP y BaA)y a las anteriores se sumé 12.80y 16.00 ug/L para el método 2 (cuantificacion
de metabolitos del BbF y BkF), se determind la repetibilidad en cada nivel de concentracion

y el calculdé de los limites de deteccidn y cuantificacion tedricos.

Por otra parte, previamente en el laboratorio se llevd a cabo la validacion del sistema
cromatografico para los cuatro HAPs de estudio (BaA, BaP, BkF y BbF) empleando un
cromatégrafo liquido conformado por una bomba ProStar 210 (Varian) y un detector UV-
DAD polychrom 9065 (Varian) a longitud de 254 nm para la deteccion de los HAPs. En el
presente trabajo se partié de esas condiciones para optimizar la seleccion de columna
cromatografica y posteriormente realizar la verificacidon del sistema cromatografico
mediante la determinacion de limites de deteccion y cuantificacion, creacion de la curva

de calibracion para la nueva columna empleada.
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o Seleccion de la columna cromatografica.

Se evaluaron 5 columnas cromatograficas de 15 cm (2 columnas Eclipse XDBC18, 1
columna Hypersil ODS, 1 columna Envirosep HAP, 1 columna Hypersil green HAP) para
la separacion de los 4 HAPs, benzo(a)pireno -BaP, benzo(a)antraceno- BaA,
benzo(b)fluoranteno- BbF y benzo(k)fluoranteno- BkF. Se prepardé un estandar de
concentracion de 2 pg/mL de cada HAP a evaluar y se realizd la determinacion de los
tiempos de retencidn, eficiencia y resolucion (entre el BKF y BbF), la fase movil empleada

fue metanol 85% y agua 15% en modo isocratico y con un flujo de 1 mL/min.

5.5. Verificacion del sistema cromatogréafico para la determinacion de los HAPs
5.5.1. Repetibilidad y reproducibilidad.

Se evalud la repetibilidad del sistema cromatografico, empleando el estandar de 1.33
Mg/mL (concentracion correspondiente a 0.266 ug/mL en 15 mL de medio), el cual se
inyectd 5 veces en el cromatégrafo determinando la variabilidad en los tiempos de

retencidn y area para cada uno de los 4 HAPs.
5.5.2. Curva de calibracion.

Se prepararon tres curvas de calibracién en un intervalo de concentraciones de 0.11, 0.22,
0.43, 0.64, 1.07, 1.28, 2.0 y 4.0 ug/mL, se determind la repetibilidad en cada nivel de

concentracion y se calcularon los limites de deteccidn y cuantificacion tedricos.

5.6. Meétodos EFS-CLAR/FL/UV y DMFS-CLAR/FL/UV
5.6.1. Metabolitos de los HAPs por EFS-CLAR/FL y DMFS-CLAR/FL.
5.6.1.1. Revalidacién del método EFS-CLAR/FL.

Se tuvo en cuenta una metodologia previamente validada en el laboratorio para la
extraccion en fase soélida de 4 metabolitos del BaP, en el medio de cultivo (por medio de
EFS) y biomasa (utilizando DMFS) empleando silice Chromabond C1s [Olmos-Espejel et
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al.,, 2012]. En el presente estudio se realiz6 la optimizaciéon y validacion de esta
metodologia al incluir 10 metabolitos y emplear otra silice C1s diferente al método
previamente mencionado. Para ello, se prepard un estandar que contenia 3 metabolitos
de diferentes polaridades (de acuerdo con el orden de elucion de la corrida
cromatografica), y provenientes de diferente HAP, los cuales fueron, el 9,10-dihidrodiol del
BaP, el 8,9-dihidrodiol BaA y el 9,10-dihidrodiol del BbF. Se procedié a evaluar la
repetibilidad y reproducibilidad realizando la extraccidn por triplicado durante 3 diferentes
dias. Se empled la silice Supelclean C-18, para la extraccion en fase sélida, con la cual
se recuperaron metabolitos y HAPs del medio de cultivo y se inicio evaluando para los tres
metabolitos mencionados los porcentajes de recobro del método. Posteriormente, se
evaluaron los aspectos relacionados con el cambio de la fuerza de la fase eluyente,
especificamente porcentajes de acetonitrilo en la mezcla a 60 y 70% y volumen de

eluyente de 3y 4 ml.

Los parametros de calidad para la validacion del método EFS-CLAR/FL se realizaron
empleando la metodologia de curva de calibracion con diferentes concentraciones de
metabolitos (0.85, 1.28, 2.13, 4.27, 6.40, 12.80 y 15 ug/L) que fueron adicionadas al medio
de cultivo de microalgas y a las cuales posteriormente se procedieron a extraer (n=3).
Para la determinacion del LD y LC se adicionaron concentraciones equivalentes a 0.85,
0.5, 0.3, 0.1 y 0.05 ug/L, se realizo la extraccion y analizé empleando un cromatégrafo de

liquidos.

El analisis de los extractos se realiz6 a la longitud de absorcion de fluorescencia de 260 y
emision de 410, caracteristica para los metabolitos del BaP y BaA, los metabolitos del BbF
y BkF fueron analizados a las longitudes de onda de 270 y 438 para absorcién y emision,
respectivamente. En todos los casos se utilizd un medio proveniente de un cultivo de
microalgas con absorbancia de 1.0 (medida por espectroscopia UV). El procedimiento de

extraccion para metabolitos y HAPs se presenta en la figura 17.
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T . a} 10 mL de agua
MEDIO DE CULTIVO b} 10 mL CH3CN-Agua (10-90)

15 ml. de medio de cultivo c} 3 mL CH3CN:Agua (20:80)
+ 20% isopropanol d} 1 mL CH3CN:Agua (30:70)

Fraccion A (Dhd-HAPs)
3.5 ml CH3CN: Agua (55:45)
300 mg Silica C18
Supelcan Fraccmn B (HAPs)
6.0 ml. CH3CNN 100%

Evaporacion a sequedad

Adicion de

Limpiez Extraccion
Mluestra P

Reconstitucion en 1 mL

Figura 17. Metodologia de extraccion en fase sélida de metabolitos y HAPs del medio de

cultivo.
5.6.1.2. Revalidacién del método DMFS-CLAR/FL.

Basado en el método validado previamente se realizé la revalidacion del método para los
10 metabolitos objeto de este estudio. Se inici6 empleando los 3 metabolitos 9,10-
dihidrodiol del BaP, 8,9-dihidrodiol del BaA y 9,10-dihidrodiol del BbF para la
determinaciéon de la repetibilidad y reproducibilidad del mismo, se adiciono6 el estandar
preparado a 100 mg de silice Chromabond C18, se realiz6 la extraccion por dispersion de
matriz en fase sodlida y se varié el volumen de fase eluyente (1.5, 2 y 2.5 mL). Se
prepararon tres series de muestras de biomasa fortificadas con estandares de
concentraciones entre 0.5y 6.0 ng/mg y se realizo la extraccion siguiendo el procedimiento
de la figura 18. Para determinar los limites de deteccion y cuantificacion del método
DMFS-CLAR/FL se adicionaron concentraciones equivalentes a 0.75, 0.5, 0.3, 0.1 ng/mg
de biomasa, el limite de deteccién se calculé como 3 veces la relacion sefial/ruido y el de
cuantificacion como 10 veces esta relacion. En todos los casos se emplearon 100 mg de

silice ChromabondC18 y 5 mg de biomasa seca.
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BIOMASA SECA ) 10 mL agua
b} 10 ml CHICN:Agua (10:30%)
c) 3 mL CH3CN:Agua [20:50%)

3 mg de biomasa seca
: % : : Fraccion A (Dhd-HAP's)
10 mg de silice
Chromabond C18
; . 1.5 mL CH3CN:Agua
Homogenizacion Disrupcion de la (40:60%)
de muestra muestra Empaquetamiento Limpieza
del cartucho
CLAR-FL

Fraccion B (HAP's)

g 1.0 mL CH3CN:Agua
[B5:15%)
¢ CLAR-DAD-UV

Elucidn

Figura 18. Metodologia de dispersion de matriz en fase solida para la extraccién de

metabolitos y HAPs de la biomasa.

5.6.2. Método para HAPs por EFS-CLAR/UV y DMFS-CLAR/UV.
5.6.2.1. Revalidacion del método EFS-CLAR/UV.

Para la extraccién de los HAPs se empled el método creado por Olmos-Espejel et al.,
(2012), y se realizo la revalidacion al realizar el cambio de silice como se menciond en
5.5.1.1. A continuacion, se prepararon 5 muestras con una concentracion final de 266
Mg/L de HAPs en 15 mL de medio de cultivo sin microalgas para someterlas al proceso de
extraccion en fase solida, la figura 16 muestra el procedimiento de EFS realizado. Se
analizo el extracto obtenido para la elucion de los dihidrodioles (fraccién A) con el fin de
identificar la posible elucién de alguna fraccion de los HAPs. Se evalud los recobros en

funcién del volumen de fase extrayente adicionada para 4, 5y 6 mL.
5.6.2.2. Verificacion del método DMFS-CLAR/UV.

Empleando 100 mg de silice Chromabond C-18 para la extraccion, se tomaron 5 mg de
biomasa seca y se adicion6 una alicuota de solucion de HAPs hasta una cantidad final de
4ug, se realiza el procedimiento reportado en la figura 17 y se obtienen las dos fracciones,

la de elucidén de los metabolitos y la de los HAPs, los cuales se analizan por el método
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cromatografico para determinar la presencia de HAPs en la fraccion de metabolitos y la

que contiene los HAPs para la determinacion de porcentajes de recobro.

5.7.

Ensayos de exposicion

5.7.1. Crecimiento de la microalga en medio liquido contaminado

Antes de los ensayos de exposicion se realizo el estudio del crecimiento de la especie

Selenastrum capricornutum en un medio contaminado, para evaluar si su desarrollo

continuaba aun después de ser sometida a un estrés con la cantidad de HAPs adicionada

0 si por el contrario se presenta inhibicion 6 muerte. Se realizé este procedimiento

empleando 100 mL de medio de cultivo Bristol con 1% en peso de proteosa, a la cual se

agrego:

a.

Alicuotas de solucion de BaP hasta tener en el medio de cultivo concentraciones de
100 ug/L, 266 ug/L y 4 mL de un cultivo en crecimiento (absorbancia de 0.700) con una
cantidad inicial de especies 2x10° células por mililitro.

Alicuotas de wuna mezcla de 8 HAPs (fenantreno, antraceno, pireno,
benzo(a)antraceno, benzo(a)pireno, benzo(b)fluoranteno, benzo(k)fluoranteno y
dibenzo(a,h)antraceno) necesario para obtener una concentracion en el medio de 100
y 266 pg/L respectivamente y 4 mL de un cultivo en crecimiento (absorbancia de 0.700)
con una cantidad inicial de especies 2x10° células por mililitro.

Alicuota de 4 mL de un cultivo en crecimiento (absorbancia de 0.700) con una cantidad

inicial de especies 2x10° células por mililitro que se tomé como cultivo de control.

Se empled luz blanca para el crecimiento de la especie S. capricornutum siguiendo las

condiciones de crecimiento estandarizadas en el laboratorio, descritas a continuacion:

Temperatura de incubacion: Ambiente
Agitacién: 100 rpm

Medio de cultivo: Bristol + 1 g de proteosa peptona
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lluminacién: Luz fria (16h/8h)
Tiempo de crecimiento: entre 20 a 25 dias

El seguimiento del crecimiento de la especie por la adicion de los contaminantes se realizé
tomando muestra del cultivo a diferentes tiempos de crecimiento y analizando por medio
de los valores de absorbancia empleando espectrofotometria UV-Vis a una longitud de
onda de 684.5 nm, el momento inicial cuando se mezcla la alicuota de cultivo de
microalgas con el medio contaminado fue establecido como el tiempo cero del
experimento y se realizo la medicion de absorbancia y el conteo empleando la camara de
Neubauer. Se realizé la comparacién con un cultivo control sin someterse a estrés por la

presencia de contaminantes y el cual crecié en condiciones normales de laboratorio.

5.7.2. Ensayos de exposicion con mezcla de HAPs (BaA, BbF, BkF, BaP) a
concentracion de 266 pg/L con la microalga Selenastrum capricornutum
(3x108 células/mL) en funcién del tiempo (0.75, 1, 3, 8, 16, 24y 48 h) a
25°C.

Para el ensayo de exposicién se empled una mezcla los 4 HAPs (BaA, BbF, BkF y BaP)
se adicion6 en el medio de cultivo que contenia 15 mL de un cultivo de la microalga
Selenastrum capricornutum (5x108 células mL") hasta alcanzar una concentracién final
de 266 pg/L (figura 18). Se empled un sistema de agitacion con control de temperatura a
25°C y agitacion constante de 60 rpm, se utilizé una lampara de luz amarilla de 40 watt y
se realizaron exposiciones durante diferentes periodos de tiempo (0.75, 1, 3, 8, 16, 24 y
48 h), estableciendo el tiempo inicial la adicion de la concentracién de HAPs al medio de
cultivo. Una vez cumplido el tiempo de exposicidn se realizo la centrifugacion del medio
con microalgas a 2000 rpm durante 25 min con el fin de separar el medio liquido de la
biomasa, después se procedio con la extraccion EFS para el medio de cultivo (ME medio
liquido) y DMFS para la biomasa (ME Biomasa), como se muestran en las figuras 17 y 18.
Se evalué empleando CLAR/FL/UV la formacién de metabolitos y la disminucion de HAPs
presentes en el medio liquido y en la biomasa, respectivamente, todos los ensayos de
exposicidn y extracciones se realizaron por triplicado. En todos los ensayos de exposicion

se emple6 una muestra control (MC) que consistia en la adicion sobre 15 mL de cultivo
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sin algas de la concentracion de exposicidn, 266 ngmL-' de HAPs y un blanco consistente
en 15 mL de medio liquido con microalgas sin HAPs con el fin de identificar posibles

interferencias.

5.7.3. Ensayos de exposicibn con mezcla de HAPs (BbF, BkF) a
concentracion de 266 pg/L con la microalga Scenedesmus acutus (5x10°
células mLY) en funcién del tiempo (16, 24, 48 y 76h) a 25°C.

Se evaluo la formacion de metabolitos y la disminucion de la mezcla de HAPs presentes
en el medio liquido y en la biomasa, realizandose los ensayos de exposicidn por triplicado.
Se empled una mezcla de BbF y BKF, se adicion6 en el medio de cultivo que contenia la
microalga Scenedesmus acutus (5x10° células mL") hasta alcanzar una concentracion
final de 266 ug/L. Se empled un sistema de agitacion con control de temperatura a 25°C
y agitacion constante a 60 rpm, se utilizé una lampara de luz amarilla de 40 watt y se
realizaron exposiciones durante diferentes periodos de tiempo (16, 24 48, 72 y 96 h)
realizandose los ensayos de exposicion por triplicado (figura 19). Se establecié el tiempo
inicial (tiempo cero) la adicidon de la concentracién de HAPs al medio de cultivo. Una vez
cumplido el tiempo de exposicidn se realizé la centrifugacion del medio con microalgas a
2000 rpm durante 25 min con el fin de separar el medio liquido de la biomasa, después se
procedié con la extraccién EFS para el medio de cultivo (ME medio liquido) y DMFS para
la biomasa (ME Biomasa) al igual que en el ensayo anterior. En todos los ensayos de
exposicion se empled una muestra control (MC) que consistia en la adicién sobre 15 mL
de cultivo sin algas de la concentracion de exposicion, 266 ngmL-' de HAPs y un blanco
consistente en 15 mL de medio liquido con microalgas sin HAPs con el fin de identificar

posibles interferencias.

La eleccidn de los tiempos de exposicion estuvo basada en antecedentes observados que
indican una menor velocidad en procesos de remocién y biodegradacién de la
Scenedesmus acutus con respecto a la Selenastrum capricornutum [Garcia de Llasera,
2016].
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BaA, BkF, BaP, BbF Ensayos de exposicion

Agitacion constante

60 rpm N
266 ng mL" Temperatura constante CENTRIFUGACION
25°C 20 min

Tiempo de exposicion ‘
- 4 HAP’s 0.75, 1, 3, 8, 16,24, 48 h

15 mL medio de cultivo BbF y BKF 16, 24, 48,72y 9 h

3x105 células mL1

EXTRACCION FASE SOLIDA
Extraccion de metabolitos y HAPs del

C LAR - FL ‘ medio cultivo

DISPERSION DE MATRIZ EN FASE SOLIDA

Extraccion de metabolitos y HAPs de la
CLAR-UV = &

Figura 19. Procedimiento de exposicion de HAPs a las microalgas de estudio.

5.8. Andlisis por CLAR-EM

Se utilizé CLAR-EM para confirmar la presencia de metabolitos formados durante la
biodegradacion. Se analizaron los estandares de metabolitos y se compararon los
fragmentogramas obtenidos con los de las muestras de medio liquido y biomasa de
exposiciones a 24 y 48 h. Se empled un cromatografo de liquidos serie 1200 con detector
de arreglo de diodos (DAD-Diode Array Detector), ALS Therm, inyector automatico, bomba
binaria, y acoplado a un espectrometro de masas serie 6410 de triple cuadrupolo con
fuente de ionizacion por electrospray (ESI) en el modo negativo (Agilent Technologies,
Santa Clara-CA). Se empled el sistema ChemStation y se establecid un rango de
exploracion de masa entre 50 (salida en masa) y 1,650 m/z (masa final) y para ajustar la
presion del nebulizador a 30 psi. Para la fuente de ESI, el voltaje del capilar se fijé en 5
kV; El voltaje del cono, 167 V; y la temperatura del nitrdgeno adicional, 350°C. Los
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metabolitos fueron separados utilizando un 5 mm Hichrom spherisorb S50DS2 columna
analitica (250 mm, 4.6 mm de diametro interno) de Waters (Milford, MA, EE.UU.). Para el
analisis de masas se inyecto la muestra de estandares de metabolitos que contiene 3 del
BaP (9,10-dBaP, 4,5-dBaP y 7,8-dBaP) 3 del BbF (11,12-dBbF, 1,2-dBbF y 9,10-dBbF),
dos del BaA (5,6-dBaA, 8,9-dBaA y 10.11-dBaA) y uno del BkF (8,9-dBkF).
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6. RESULTADOS
6.1. Desarrollo del sistema cromatografico para el andlisis de metabolitos de
HAPs

6.1.1. Determinacién de factores de retencion (k’).

La determinacion se realizé por grupos de dihidrodioles dependiendo del HAP padre del
que provenian, en el caso de los metabolitos del BaP, el calculo del valor de la constante
k' para los metabolitos tipo dihidrodiol (figura 20a) y los metabolitos tipo mono-hidroxi
(figura 20b) permitieron establecer que habia la posibilidad de separar los dihidrodioles
pero presentaria dificultad para los mono-hidroxi-HAPs, debido a un comportamiento
similar al cambio de la polaridad de la fase movil, y la cercania de los valores de k'w
experimentales. El orden de elucién de la columna cromatografica para los metabolitos
del BaP fue 9,10-dBaP, 4,5-dBaP y 7,8-dBaP respectivamente, mientras para los mono-

hidroxi-HAPs se logro la separacion del 9-OH y solapamiento para el 7-OH y 3-OH.

La determinacion de k' para diferentes relaciones de metanol en la fase movil y el calculo
de log k’ en funcion del porcentaje de metanol, permitieron determinar por extrapolacion
(porcentaje de cero en el contenido de metanol en la fase movil), el factor k'w. Se pudo
apreciar que para los metabolitos dihidrodioles del BaP estudiados, la separacion se logro
con porcentajes de agua en la mezcla de la fase moévil no mayores al 30% (65-70%
metanol), mientras para los hidroxi-BaP, la separacion entre el 3- y 7-hidroxi-BaP no fue
posible, aun si se empleaban porcentajes mayores de agua (una fase con mayor
polaridad), finalmente para el 9-hidroxi-BaP se logré la separacion a las condiciones de

los dihidrodioles antes establecidas.
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Figura 20. Estimacion de los valores de log K'w y tendencia lineal para a) los metabolitos

dihidrodioles y b) hidroxi del BaP con diferente relacién de metanol en la fase movil.

Para los metabolitos del BaA (figura 21a), se observé una separacion del 5,6-BaA de los
otros tres metabolitos, sin embargo, no se logré con la fase mévil empleada para los
dihidrodioles del BaP (mezcla metanol:agua 30:70%) la separacion entre el 8,9-y el 10,11-
dihidrodioles del BaA, tampoco fue evidente que se pudiera lograr la separacion
empleando mayor porcentaje de agua en la fase movil, ademas, el empleo de éstas fases
estableceria un tiempo de andlisis mayor y con ello los inconvenientes como
ensanchamiento del pico cromatografico y pérdida de la sensibilidad del método. También
fueron probadas fases moviles de composicion ternaria (metanol: acetonitrilo: agua) con
el fin de disminuir el indice de polaridad de la fase movil pero tampoco se logré la

separacion. El 3,4-dBaA finalmente no fue incluido dentro del estudio de los metabolitos,

79



ya que no hay reportes de su formacion como resultado de la metabolizacion por
microalgas, y al realizar experimentos preliminares tampoco se observo su aparicion, con

lo cual se estudiaron tres metabolitos para el BaA.
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Figura 21. Estimacion de los valores de log k'w y tendencia lineal para los metabolitos

dihidrodioles del BaA, BbF y BKF con diferente relacion de metanol en la fase movil.

Finalmente, los metabolitos del BbF (figura 21b), mostraron la posibilidad de separacion
del 9,10- pero con mayor dificultad para la resolucion entre el 1,2-y el 11,12- dihidrodiol,
aun a porcentajes altos de agua 6 con mezclas ternarias como en los casos anteriores.
Por otra parte, se determind que el 8,9- del BkF podria coeluir con el 9,10- del BbF por los

valores cercanos de sus k'w. Los valores obtenidos tedricamente para el k'w se presentan
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en la tabla 11, estos resultados muestran la cercania en polaridad de metabolitos de
diferente HAP padre y lo cual resulté en una desventaja al emplear un método isocratico
para su separacion. Por todo lo anterior se consideré una metodologia en modo gradiente

con el fin de lograr una mejor separacion de los metabolitos estudiados.

Tabla 11. Valores de k'w y kow para los metabolitos de interés.

Metabolito Log Kow Log K’w Metabolito Log Kow Log k’w
Tedrico* Estimado Tedrico* Estimado

Dhd-BaP Dhd-BbF

9,10 4.01 2.36 1,2 2.53 2.34

4,5 3.83 2.96 9,10 4.01 2.70

7,8 4.01 3.21 11,12 4.01 2.62

OH-BaP Dhd-BkF

3-OH 5.63 4.28 8,9 3.52 2.55

7-OH 5.63 4.27

9-OH 5.63 4.04

Dhd-BaA

3.4 3.42 3.12

5,6 3.25 2.97

8,9 3.25 3.02

10,11 3.42 3.30

* Los valores tedricos fueron estimados con el software US EPA, 2012, estimation programs interface suite™
for Microsoft, Windows v. 4.10., United States Enviromental Protection Agency, Washington, DC, EUA

La comparacion entre los valores tedricos y experimentales se debe a las aproximaciones
matematicas empleadas en el calculo del coeficiente de particion. El software estimation
programs interface suite™ utiliza el modelo KOWWIN™ para la estimacion del coeficiente
de particién octanol/agua, el cual emplea el método de contribuciéon de atomo/fragmento.
En este tipo de métodos, la estructura se divide en fragmentos (atomo o grupos
funcionales mas grandes) y los valores de cada grupo se suman (a veces con factores de
correccion estructural) para obtener el log P estimado. Lo importante del calculo de los
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coeficientes tedricos era conocer de forma preliminar la hidrofobicidad de los metabolitos

y estimar su posible separacion.
6.1.2. Condiciones de elucion.

La separacion de los metabolitos se realiz6 empleando la fase mévil en modo gradiente,
ya que los resultados obtenidos de las constantes k'w indicaron que la separacion con un
meétodo isocratico no seria completa. La composicion final del gradiente esta conformada
por metanol:agua en las siguientes proporciones: inicialmente 30%:70% (metanol:agua)
durante 15 min, seguido de un aumento hasta alcanzar una proporcion de metanol:agua
50%:50% en 5 min y un tiempo constante de 10 min, posteriormente hasta metanol:agua
70%:30% en 20 min y un tiempo constante de 5 min y finalmente al 100% metanol en 10

min y un tiempo final de 10 min.

En la figura 22, se observan los cromatogramas obtenidos para el analisis por grupos de
metabolitos de acuerdo con el HAP padre, con el fin de realizar una mejor identificacion y
establecimiento de los tiempos de retencion para la posterior cuantificacion. Se observo
una separacion completa de los metabolitos del BaP, un solapamiento de dos de los
metabolitos del BaA y la separacion de los metabolitos del BbF y BkF. Se decidi6é no
separar los metabolitos del BaA que coinciden en el tiempo de retencion, debido a que el
tiempo de la corrida cromatografica ya era de 60 min y las pruebas preliminares sobre el
estudio de estos dos metabolitos, establecian que era necesario aumentar el tiempo de
corrida en 30 min adicionales con una fase isocratica, para lograr una separacion con una

resolucién que nunca fue superior a 1.0.
6.1.3. Establecimiento de las longitudes de onda de trabajo.

La determinacion de las k'w para cada analito se realizé empleando las longitudes de onda
de excitaciéon (263 nm) y emision (410 nm) reportadas para los metabolitos del BaP por
Olmos-Espejel et al. 2012. Debido a que no se observé una respuesta apropiada para
todos los metabolitos, se realizé la obtencion de espectros de excitacion y emision de
fluorescencia para los metabolitos restantes, como ejemplo, en la figura 23, se muestran

los resultados obtenidos para el 1,2-dihidrodiol del BbF. Se observa en el espectro de
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excitacion una banda a los 2.282 min correspondiente a 291 nm y dos maximos para el
espectro de emision, la primera correspondiente a una longitud de onda de 400 nm (1.105
min) y la segunda de 438 nm (2.206 min). De la misma forma se procedio con los demas
metabolitos para obtener las longitudes de onda de trabajo, los resultados obtenidos para

los demas metabolitos se resumen en la tabla 12.
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Figura 22. Cromatograma obtenido del estandar de la solucion de metabolitos a una
concentracion de 12 pg/L (A ext. 260 nm and A em.410 nm) con el gradiente final a)
metabolitos del BaP (1) 9,10-dBaP, (7)4,5-dBaP, (9)7,8-dBaP, b) metabolitos del BaA (4)
5,6-dBaA (5) 8,9-dBaA, (6) 10,11-dBaA, c) metabolitos del BbF y BkF (2)11,12-dBbF, (3)
1,2-dBbF, (8)8,9-dBkF, (10)9,10-dBbF.

Tabla 12. Resumen de los resultados obtenidos de la determinaciéon de espectros de

fluorescencia.
Metabolitos del Long. onda excitacion Long. onda de emision
BaA 300 nm 380 nm
BbF y BkF 290 nm 438 nm
BaP 263 nm 410 nm
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Figura 23. Espectros de fluorescencia obtenidos para el 1,2-dhd-BbF a) excitacion b)

emision.

Los resultados no permitieron encontrar similitudes en las longitudes de onda maximas de
excitacion y emision para los diferentes metabolitos, por lo que se procedié a establecer
el comportamiento de cada grupo de metabolitos a las longitudes de onda maxima de los
otros teniendo en cuenta el HAP padre, con el fin de encontrar la maxima respuesta, los

resultados mostraron que:

o Los metabolitos del BbF y BkF no presentan una buena respuesta a las longitudes
de excitacion y emision para los metabolitos del BaA (290 y 380 nm) y del BaP (263 y 410
nm).

o Los metabolitos del BaA presentan respuesta a la longitud de onda de emision para
los metabolitos del BaP (410 nm) (figura 23a) y menor respuesta a la longitud de onda de
emision para los metabolitos de los BFs (438nm) al igual que los metabolitos del BaP
(figura 23b)

Por lo anterior, y debido a que no fue posible cuantificar los metabolitos de BbF y BKF a
longitudes de onda diferentes a las de su maxima respuesta, se establecié que cada
muestra seria analizada y cuantificada a dos longitudes de onda de trabajo, 260 y 410 nm
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para los metabolitos del BaP y BaA, y para los metabolitos de BbF y BkF se emple6 270

y 438 nm para excitacion y emision respectivamente.

Como el tiempo de analisis de cada muestra se duplicaba, se trataron de implementar
metodologias en las cuales se cambiara la longitud de onda durante el tiempo de analisis,
pero como se observa en la figura 24, la aparicion de metabolitos es de forma intercalada
y no permitié un tiempo de estabilizaciéon 6ptimo para que el detector de fluorescencia
diera una respuesta adecuada, generando errores en el analisis y desajustes en la linea
base. Finalmente, el método cromatografico permitio la separacion de 10 metabolitos, 3
dihidrodioles del BaP, 3 dihidrodiol del BaA, 3 dihidrodioles del BbF y 1 dihidrodiol del BKkF,
aunque no se logra resolver el 8,9- y 10,11- dihidrodiol del BaA por lo que se decide
cuantificarlos como mezcla. El tiempo de corrida cromatografica establecido fue de 50

min con un tiempo de equilibrio posterior de 10 min.

6.2. Validacion del sistema cromatografico para los metabolitos de los HAPs

6.2.1. Limites de deteccion y cuantificacion.

Los valores obtenidos para los limites de deteccion y cuantificacion del sistema
cromatografico se presentan en la tabla 13. En el analisis a 260-410 nm se observaron
valores mas bajos para los metabolitos del BaP y BaA, mientras para los metabolitos del
BbF y BkF no fueron detectados por debajo de 15 ug/L. El analisis a 270-438 nm muestra
los valores encontrados principalmente para los metabolitos de los fluératenos que no
habian podido ser analizados a la otra longitud de onda, ratificando la necesidad de

realizar la cuantificacion de los metabolitos a las dos longitudes de onda.

Para las curvas de calibracion de cada metabolito, se realizé la determinacion de la
regresion por el programa de SPSS, se encontré que por el test de Durbin-Watson el
estadistico es menor a 2.5 (valores entre 1.500 y 1.950) lo cual indicé que no hay una
dependencia entre los residuales, esto es, que no hay una dependencia en cuanto al orden
de obtencion de los datos, lo cual es lo esperado en una regresion lineal. Ademas, para
la prueba de Anova el valor de la probabilidad de que no hubiese relacion lineal entre las
variables fue menor a 0.05, indicando que es posible establecer una regresion lineal entre

el conjunto de datos (Anexo 1).
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Figura 24. Cromatograma para un estandar de metabolitos de 12 pg/L analizado a a) 260-410nm
b)270-438 nm, (1) 9,10-dBaP, (2)11,12-dBbF, (3) 1,2-dBbF, (4) 5,6-dBaA (5) 8,9-dBaA, (6) 10,11-
dBaA, (7)4,5-dBaP, (8)8,9-dBkF, (9)7,8-dBaP (10)9,10-dBbF

Tabla 13. Limites de deteccién y cuantificacion (ug/L) para los metabolitos estudiados de acuerdo

con su orden de elucion.

Metabolito 260-410 nm 270-438nm

L Dteor’ LC? LDexp? LDteor’ LC? LDexp'
1. 9,10-dihidrodiol BaP 0.38 1.75 0.26 0.40 1.22 0.18
2. 11,12-dihidrodiol BbF ND ND 12.8 0.43 1.31 0.26
3. 1,2-dihidrodiol BbF 0.71 2.15 0.64 0.39 1.18 0.18
4. 5,6-dihidrodiol BaA 0.30 1.82 0.36 0.45 1.37 0.26
5. 8,9-dihidrodiol BaA 0.85 2.57 0.36 1.86 5.64 0.96
6. 10,11-dihidrodiol BaA
7. 4,5-dihidrodiol BaP 0.44 1.34 0.18 1.06 3.20 0.26
8. 8,9-dihidrodiol BkF ND ND 9,60 1.05 3.18 0.64
9. 7,8-dihidrodiol BaP 0.59 1.79 0.26 0.78 2.37 0.64
10. 9,10-dihidrodiol BbF 1.43 4.32 0.96 0.75 2.28 0.26

! calculado por el método de minimos cuadrados con base en la pendiente e intercepto
2 determinado como la concentracién que da una respuesta de 3.3 veces la sefial del ruido de fondo
ND No determinado por el equipo a las concentraciones empleadas (0.4-9.6ug/L)
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6.2.2. Repetibilidad y linealidad.

En la tabla 14 se presentan los resultados obtenidos de la linealidad para las curvas de
calibracion de los metabolitos, junto con el coeficiente de variacion y la relacion de las
pendientes obtenidas para cada metabolito a ambas longitudes de onda como un
parametro de evaluacién del incremento 6 disminucién de la sensibilidad. Los coeficientes
de variacion son bajos, encontrandose entre el 1.0 y 2.9% para 260-410nm y entre el 2.8
y 4.6% (metabolitos del BbF y BkF) para 270-438nm. Las R? de las curvas de calibracién
indican un comportamiento lineal para los metabolitos del BaP y BaA a 260-410 nm y los
metabolitos del BbF y BkF a 270-438 nm.

Tabla 14. Linealidad para la curva de calibracion de los metabolitos y relacién entre las

pendientes de la curva a diferentes longitudes de onda.

Metabolito 260-410 nm 270-438 nm M 270-438/M 260-410
R? CcV’ R? CcV

1 9,10-dihidrodiol BaP 0.9971 1.0% 0.9987 1.4% 0.93
2 11,12-dihidrodiol BbF ND 09985 39% = -
3 1,2-dihidrodiol BbF 0.9926 2.1% 0.9985 2.8% 1.30
4 5,6-dihidrodiol BaA 0.9944 2.6% 0.9913  3.0% 0.11
5 8,9-dihidrodiol BaA 0.9961 1.5% 0.9846 4.1% 0.12
6 10,11-dihidrodiol BaA

7 4,5-dihidrodiol BaP 0.9981 2.9% 0.9950 4.9% 0.21
8 8,9-dihidrodiol BKkF ND 0.9857 4.6%
9 7,8-dihidrodiol BaP 0.9973 1.9% 0.9986 2.2% 0.32
10 9,10-dihidrodiol BbF 0.9883 1.5% 0.9966 4.1% 0.98

* Determinado como la relacién entre la media de las medias de cada concentracién y la media de las
desviaciones estdndar de cada concentracién analizada.

Se realizé la prueba t para medias de muestras relacionadas, para comparar las
pendientes de cada curva y se encontré que hay una diferencia significativa entre las
pendientes obtenidas a ambas longitudes de onda, que permite demostrar la existencia
de una diferencia en la sensibilidad para la determinacion de cada compuesto a las
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longitudes de onda evaluadas (Anexo 2). Sin embargo, también se muestra por medio de
la prueba Duncan que cada area promedio para cada nivel de concentracion son
significativamente diferentes entre ellas y corresponden a uno y solo un nivel de

concentracion.
o Seleccion de la columna cromatografica

Se realizdé la modificacion del sistema cromatografico previamente validado en el
laboratorio para el analisis de HAPs, realizando la seleccidon de una nueva columna
cromatografica teniendo en cuenta la eficiencia y la resolucién. Los resultados de la
eficiencia medida como el numero de platos tedricos permitié seleccionar la columna
Hypersyl Green HAP como la mejor entre las evaluadas para realizar la cuantificacion de
los HAPs en el medio de cultivo y en la biomasa. La tabla 15 muestra los resultados

obtenidos en el estudio de la separacion de HAPs.

Tabla 15. Resultados obtenidos para la separacion analitica de los HAPs de estudio.

Columna Fase movil y Tr compuesto Numero de Platos Resolucion*
flujo menos retenido tedricos parala
columna
Eclipse XDBC18 MeOH:Agua 12 min B(a)A 2030 0.765
(1) (85% : 15%) B(k)F 4128
1 mL/min B(b)F 2939
B(@)P 2080
Eclipse XDBC18 MeOH:Agua 16 min B(a)A 3136 Se interrumpié por
(2) (85% : 15%) B(k)F 3990 exceder el tiempo
1 mL/min B(b)F del método
B(a)P
Hypersil ODS MeOH:Agua 9 min B(@)A 779 0.569
(85% : 15%) B(k)F 4255
1 mL/min B(b)F 5091
B(a)P 1847
MeOH:Agua 15 min B(a)A 2402 0.779
(80% : 20%) B(k)F 5704
1 mL/min B(b)F 4231
B(@aP 2149
Envirosep HAP MeOH:Agua 8 min B(a)A 14655 7.30
(85% : 15%) B(k)F 15575
1 mL/min B(b)F 6898
B(a)P 14028
Hypersil green MeOH:Agua 5 min B(a)A 14817 8.0
HAP (85% : 15%) B(k)F 15747
1 mL/min B(b)F 13553

Ba)P 14228

* La resolucidn se calculo solo para los compuestos del B(b)F y B(k)F los cuales eluyeron muy cercanos
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6.3. Verificacion del sistema cromatografico para la determinacion de los HAPs
6.3.1. Repetibilidad y reproducibilidad.

El orden de elucién y la variaciéon en los tiempos de retencién fue BaA, 5.11 min (0.6%);
BkF, 8.96 min (0.7%), BbF, 11.6 min (0.6%) y BaP 13.2 min (0.7%), se realiz6 la
determinacion de repetibilidad y los resultados de la variacion con la concentracion
evaluada se observan en la tabla 16. Los resultados mostraron coeficientes de variacion

entre 1.4% y 3.1% con lo cual se establecio repetibilidad en la cuantificacion de los HAPs.

Tabla 16. Resultados obtenidos para la repetibilidad del sistema cromatografico.

B(a)A B(k)F B(b)F B(a)P
Tiempo de retencion
Promedio 5.11 8.96 11.7 13.2
Coef var 0.6% 0.7% 0.6% 0.7%
Area
Promedio 15493 17965 13643 16650
Coef var 2.2% 1.4% 1.4% 3.1%

6.3.2. Curvas de calibracion.

En la tabla 17 se presentan los resultados obtenidos en la determinacidén de limites de
deteccion, cuantificacion, la linealidad de la curva de calibracion y la repetibilidad para el
método de los HAPs. Los resultados muestran coeficientes de linealidad y coeficientes
de variacion éptimos para la cuantificacion de los HAPs remanentes del proceso de
biodegradacién con las especies de microalgas estudiadas. La prueba de homogeneidad
de varianzas (estadistico de Levene probabilidad menor a 0.05) indicé que las varianzas
son iguales entre si para los diferentes niveles de concentracién. Para la regresion lineal,
los valores del coeficiente de Pearson (R) son superiores a 0.995 con lo que es posible
construir un modelo de regresion lineal, soportado por los valores de Anova (valor inferior
a 0.05). De otro lado, el estadistico de Durbin-Watson y el Anova de un factor, mostraron
que los residuales son independientes y que hay una correlacion lineal entre los valores

de la concentracion y la sefal (Anexo 3).
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Tabla 17. Linealidad y limites de deteccion y cuantificacion para los HAPs.

BaA BbF BkF BaP
Linealidad* R2=0.9974 R2=0.9989 R2=0.9988 R2=0.9966
Limite de deteccidn tedrico 0.05 pg/mL 0.13 pg/mL 0.17 pg/mL 0.13 pg/mL

Limite de cuantificacion teérico  0.16 yg/mL 0.40 pg/mL 0.53 pg/mL 0.38 pg/mL
Intervalo de coeficiente. 5.65% 7.24% 6.06% 5.59%
variacion por niveles de

concentraciéon®

* La linealidad fue obtenida con la curva de calibracion del promedio del triplicado en cada nivel de
concentracién.

* El coeficiente de variacidon medio, establecido como el promedio de los coeficientes de variacidon en cada
nivel.

6.4. Métodos EFS-CLAR/FL/UV y DMFS-CLAR/FL/UV
6.4.1. Metabolitos de los HAPs por EFS-CLAR/FL y DMFS-CLAR/FL.
6.4.1.1. Revalidacion del método EFS-CLAR/FL.

Para la mezcla de los diez dihidrodioles objeto de estudio, inicialmente se determiné la
pérdida de metabolitos por efecto de los diferentes lavados del método EFS (figura 17),
se encontrd que solo en el ultimo lavado (acetonitriio al 30%) se presenté fuga de
metabolitos con porcentajes de pérdida entre 0.7 y 6.4 %, siendo la mayor pérdida para el
11,12-dihidrodiol del BbF (6.2%) y del 8,9-dihidrodiol del BKF (6.4%), pero que finalmente
no representan problemas en la determinacion de las concentraciones de metabolitos
formados. Los resultados de la revalidacion del método de EFS-CLAR/FL son
presentados en la tabla 18 y se observan porcentajes de recobro entre el 73y el 94% y

coeficientes de variacion entre 2.3 y 8.4%.

Para las curvas obtenidas el estadistico de Durbin-Watson calculado es menor a 2.5
indicando una independencia entre los niveles de concentracidon. La prueba de
homogeneidad de varianzas (estadistico de Levene probabilidad menor a 0.05) indicé que
las varianzas son iguales entre si para los diferentes niveles de concentracion. Para la

regresion lineal los valores del coeficiente de Pearson (R?) son superiores a 0.995 con lo
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que es posible construir un modelo de regresion lineal de acuerdo con los valores de

Anova inferior a 0.05 (Anexo 4).

Tabla 18. Linealidad del método, limites de deteccién y cuantificacion encontrados para
EFS-CLAR/FL.

Metabolito LD LC
(ug/L) (ug/L) Ecuacion* R? %CV
1 9,10-dihidrodiol BaP 0.04 0.15 y =0.7861x + 0.4665 0.9959 6.0
2 11,12-dihidrodiol BbF 0.27 0.9 y = 0.8525x + 0.1405 0.9927 34
3 1,2-dihidrodiol BbF 0.14 0.45 y = 0.587x + 0.8493 0.9880 24
4 5,6-dihidrodiol BaA 0.09 0.3 y=0.7908x + 0.2364 0.9941 55
5 8,9-dihidrodiol BaA 0.25 0.75 y = 0.7402x + 0.2696 0.9953 8.4
6 10,11-dihidrodiol BaA 0.25 0.75 y =0.7532x + 1.2798 0.9968 27
7 4,5-dihidrodiol BaP 0.27 0.9 y =0.9195x + 0.731 0.9962 46
8 8,9-dihidrodiol BKF 0.09 0.3 y = 0.9083x + 0.0847 0.9970 3.6
9 7,8-dihidrodiol BaP 0.04 0.15 y = 0.9321x + 0.2037 0.9942 23
10 9,10-dihidrodiol BbF 0.27 0.9 y = 0.6384x + 0.1831 0.9943 4.5

*La pendiente multiplicada por 100 da el valor del porcentaje de recobro

6.4.1.2. Revalidacion del método DMFS-CLAR/FL.

Para la mezcla de los diez dihidrodioles objeto de estudio, se evaluaron las pérdidas de
analito por los lavados (figura 18), se encontré que es menor al 3%, los resultados de la
verificaciéon del método DMFS-CLAR/FL se reportan en la tabla 19, los porcentajes de
recobro se encuentran entre el 53 y el 98% y la variacién entre 0.7 y 5.4% estableciendo

porcentajes 6ptimos para la cuantificacion de metabolitos.

Al igual que para el método anterior se efectué el manejo estadistico de datos con las
pruebas para homogeneidad de varianzas indicando que las varianzas son iguales, el
analisis de la regresion obteniendo linealidades superiores a 0.984, el estadistico de

Durbin-Watson para verificar la independencia de los datos de la curva de calibracion con
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valores menores a 2.5y el Anova de un factor para establecer que si hay la relacién lineal

entre las concentraciones y la sefal.

Tabla 19. Linealidad del método, limites de deteccion y cuantificacion encontrados para
DMFS-CLAR/FL.

Metabolito LD LC

(MglL)  (uglL) Feuacion” R? %CV
1 9,10-dihidrodiol BaP 0.09 0.30 y =0.8189x + 0.6175 0.9902 0.70
2 11,12-dihidrodiol BbF 0.20 0.65 y = 0.9114x - 0.5865 0.9986 4.70
3 1,2-dihidrodiol BbF 0.16 0.53 y =0.9368x + 0.1735 0.9838 0.40
4 5,6-dihidrodiol BaA 0.21 0.70 y =0.9433x + 0.0827 0.9952 0.80
5 8,9-dihidrodiol BaA 0.15 0.50 y =0.8413x — 0.0772 0.9901 0.70
6 10,11-dihidrodiol BaA 0.10 0.40 y = 0.7256x — 3.0349 0.9934 2.50
7 4,5-dihidrodiol BaP 0.20 0.66 y = 0.908x + 0.3006 0.9899 5.42
8 8,9-dihidrodiol BKF 0.20 0.68 y = 0.9569x - 0.0206 0.9977 1.60
9 7,8-dihidrodiol BaP 0.07 0.24 y = 0.9276x + 0.2901 0.9969 2.50
10 9,10-dihidrodiol BbF 0.35 1.18 y =0.7704x + 0.0176 0.9970 1.20

*La pendiente multiplicada por 100 da el valor del porcentaje de recobro

Los reportes de literatura sobre la extraccion de metabolitos de HAPs por EFS, se enfocan
principalmente a hidrocarburos de 3 y 4 anillos, por ejemplo, Schedl et al., (2001)
realizaron la comparacién de los recobros de hidroxi-fenantreno e hidroxi-pireno
reportando recobros entre el 83 y 107%, mientras para hidroxi-BaP alcanzan un recobro
entre 45-62%. Olmos-Espejel et al., (2012), reportan recobros del 55 y 66% para dos
metabolitos del BaP en el método EFS-off-line-CLAR/FL, con lo cual los porcentajes
obtenidos en el recobro de los metabolitos en el presente trabajo se encuentran dentro de
los porcentajes reportados en este tipo de extraccion y que permitieron la cuantificacion
de metabolitos generados por el proceso de degradacion. Se han obtenido recobros
superiores en metodologias de EFS on-line donde por ejemplo You et al., (2014) lograron
recobros entre el 80 y 110% para siete metabolitos de tipo hidroxi en muestras de orina,

mientras por otra parte, Garcia de Llasera y Garcia-Cicourel, (2017) obtuvieron entre el
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84% y 90% en un sistema EFS/EFS on-line con cromatografo liquido para tres metabolitos
del BaA. El empleo de la EFS con proceso de derivatizacién para el posterior analisis por
CGAR también ha sido reportado [Luan et al.,, 2017] donde los recobros encontrados
estuvieron entre 24% vy el 74% en medios de cultivo para metabolitos del tipo hidroxi-HAP

principalmente.

Para la extraccion de metabolitos por DMFS la literatura es escasa, Olmos-Espejel et al.
(2012), lograron recobros superiores al 90% para dos metabolitos del BaP por el sistema
DMFS/EFS on-line y Garcia de Llasera y Garcia-Cicourel, (2017) empleando el mismo
sistema reportan entre el 67% y el 78% en los recobros de los tres metabolitos del BaA.
Los recobros obtenidos en la presente investigacion estuvieron entre el 72% y el 94% con

lo cual se garantizé la cuantificacion de metabolitos en la biomasa.

6.4.2. Método para HAPs por EFS-CLAR/FL y DMFS-CLAR/FL.
6.4.2.1. Revalidacion del método EFS-CLAR/UV.

Los porcentajes de recobro y coeficiente de variacion obtenidos para la metodologia de
extraccion EFS-CLAR/UV para los HAPs fueron: para el BaA 43.3% (7.1% CV), BkF
40.48% (4.8% CV), BbF 16.51% (10% CV) y del BaP 29.82% (10.1% CV) con un volumen
de fase eluyente de 3 mL de CH3CN. Con el fin de mejorar los recobros de los HAPs se
evalud la elucién con volumenes de 4, 5y 6 mL de CH3CN al 100%, encontrandose que
con 6 mL se obtuvieron los recobros mas altos, pero la alta dilucion de éstos provoco que
la sefial cromatografica disminuyera de manera significativa, afectando la sensibilidad, por
lo que se decidié realizar una etapa de concentracion del extracto llevandolo a sequedad
y posteriormente la reconstitucion del extracto a 1 mL, los resultados obtenidos para el
método EFS-CLAR/UV se presentan en la tabla 20, donde se destaca recobros entre el

47.8 y el 67.3 con variaciones hasta del 13% en la concentracién evaluada.

Se han reportado porcentajes superiores al 80% en la extraccion de BbF en una mezcla
de 11 HAPs con LC-18, empleando como fase eluyente mezcla de diclorometano: hexano:
ciclohexano [Kanchanamiayoon y Tatrahun, 2009]. Por otra parte, Olmos-Espejel et al.,
(2012), reporta recobros entre el 38 y el 49% para los mismo HAPs, empleando C18

Chromabond-PAH. De igual forma, He y Lee, (1998), reportan recobros superiores entre
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el 52 y 67% para tres HAPs de 3 anillos (Fluoreno, Ant y Fluo) y el naftaleno empleando
C18, Kootstra et al., (1995) empleando el mismo tipo de silice C18 reporta en la extraccion
de los 16 HAPs mencionados por la USEPA, especificamente para los 4 empleados en el

presente trabajo recobros entre 51 y 68%, mientras para la C8 entre el 73 y 82%.

Tabla 20. Comparacién de los porcentajes de recobro y coeficiente de variacion de

extractos de HAPs en agua y medio de cultivo de S. capricornutum.

BaA BbF BkF BaP
En medio de cultivo de microalgas
266 ug/L 65.4% 55.2% 47.8% 67.3%
Coef. Var. 3.04% 6.12% 13.01% 8.71%
150 pg/L 56.4% 52.7% 47.4% 69.8%
Coef var 4.3% 5.6% 3.5% 6.7%
En biomasa seca
4 ug/mg biomasa 92.8% 80.8% 77.2% 80.5%
Coef. Var. 2.6% 2.7% 5.1% 9.1%
2 ug/mg biomasa  89.9% 94.1% 75.2% 88.2%
Coef var 2.1% 2.0% 1.9% 1.9%

Empleando cartuchos de polietilvinilbenceno-divinilbenceno como fase extrayente para
EFS, Siemers et al., (2015) desarrollaron dos métodos diferentes para extraer
simultaneamente un total de 86 sustancias que contenian HAPs heterociclicos, alquilados,
los 16 HAPs mencionados por la USEPA (EPA-HAP) y fenoles de muestras de agua,
encontrando que los recobros medios para el método fueron de aproximadamente 80%
paralos EPA-HAP. El empleo de polimeros impresos constituidos de benzo [k] fluoranteno
e indeno [1 2 3-cd] pireno mezclados al 1:1 (p/p) y empleados en la separacién de los 16
hidrocarburos aromaticos policiclicos prioritarios USEPA con una eficiencia de extraccion
media en una solucion de ciclohexano de 65% [Ncube et al., 2017]. Los recobros
encontrados en el presente trabajo se encuentran entre los valores reportados en la
literatura y permitieron el seguimiento de los HAPs remanentes en el proceso de
biodegradacion.
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6.4.2.2. Verificacion del método DMFS-CLAR/UV.

Al analizar la fraccion A correspondiente a la elucién de los dihidrodioles (1.5 mL MeCN:
Agua 40:60%) se encontro fuga del BaA equivalente a un 0.8% (CV 11%) y la ausencia
de los demas HAPs. Los resultados del analisis de la fraccion B de la elucion de los HAPs
(1.0 mL de MeCN:Agua 85:15%) se reportan en la tabla 20, junto con los coeficientes de
variacion. La literatura referente al recobro de estos compuestos de matrices como la
biomasa de microalgas son escasos, Sanchez-Brunete et al., (2007), reportan la
extraccion por DMFS de 27 HAPs de los lodos de plantas de tratamiento de aguas
residuales donde obtuvieron recobros del 93.7%, 95.5%, 101.5% y 101.6% para BbF, BkF,
BaP y BaA respectivamente; Otro estudio esta vez en lodos residuales [Pena et al., 2008]
reporta el analisis de 17 HAPs a dos niveles de concentracion reportando de manera
similar recobros entre 99 y 103%, lo anterior permite establecer que se logré un recobro
optimo para el método. Pensado et al., (2005) describen el rendimiento de la dispersion
de matriz en fase sodlida (DMFS) para la extraccion de HAPs en tejido de pescado
evaluando diferentes soportes soélidos encontrando que el mejor fue el C18 (1 g de C18),
y como disolvente de elucidon acetonitrilo, obteniendo recobros superiores al 80% para
todos los compuestos. En otras matrices Concha-Grana (2015), reporta un estudio de
HAPs en matrices de musgo empleando Supelclean-Envi-18, para la determinacion de los
porcentajes de recobro empleo estandares deuterados encontrando diferencias entre las
especies asi para Sphagnum sp. (43-90%), Hypnum cupresiforme (41-103%) vy
Pseudevernia furfurdcea (41-102%). En matrices de microalgas, Olmos-Espejel et
al.,(2012) y Garcia de Llasera et al., (2016) reportan el empleo de silice C18 en la
extraccion de los 4 HAPs de estudio con recobros entre el 51 y 62%. Ademas, el método
presentd buena repetibilidad y bajos coeficientes de variacion que permitieron cuantificar
la concentracion de los HAPs remanentes del proceso de exposicion y los recobros se

encuentran dentro de lo esperado segun los reportes de literatura.
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6.5. ENSAYOS DE EXPOSICION

6.5.1. Crecimiento de la microalga en medio liquido contaminado

Los resultados mostraron que no se encontrd inhibicion del crecimiento de la S.
capricornutum por presencia de los HAPs comparado con el cultivo sin contaminar. En la
figura 25, se presentan los resultados obtenidos en el estudio. Al realizar la comparacion
de la adicion de 100 pg/L de BaP con la mezcla de HAPs se observa una mayor inhibicion
por la mezcla, la concentracion de 100 ug/L de BaP poco efecto tuvo sobre el crecimiento,
la reduccién del numero de células solamente en un 5% en comparacién con el control sin
HAP (5x10° células) al realizar la evaluacion. En contraste, la concentraciéon de 266 ug/L
de BaP provoca una disminucién en el crecimiento en un 30%. Por otra parte, después
de 25 dias de incubacion, la concentracion de 100 ug/L de la mezcla de HAPs disminuyen
el crecimiento de la especie S. capricornutum un 37% mientras que la concentracion mas
alta (la cual es también la concentracién de exposicidon) de 266 pg/L de los 8 HAPs inhibe
el crecimiento de la microalga en un 60% con respecto al control, pero en todos los casos

s6lo la tasa de crecimiento se vio afectada.
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Figura 25. Efecto de la presencia de BaP y mezcla de HAPs en el crecimiento de la

especie S. capricornutum.

La concentracion de biomasa de trabajo alcanzé una absorbancia de 1.0 pA después de

27-29 dias de incubacion con la concentraciéon mas baja de BaP (100 ug/L) y después de
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35 dias de incubacién de la mayor concentracién de BaP (266 ug/L). Para las mezclas de
HAPs el crecimiento para lograr la absorbancia de 1.0 yA, requirid mas de 40 dias, a
diferencia del cultivo de control que al cabo de 25 dias alcanzdé la concentracion de
especies necesaria para la exposicion. El analisis estadistico indico (Anexo 5) que la
correlacion y la significacion en la prueba t, el valor-p es menor que alpha (0.05), por lo
que se acepta que la correlacion es significativamente diferente de cero, es decir, existe
relacion entre las diferentes curvas de crecimiento. La diferencia de la media se encuentra
dentro del intervalo, por tanto, se asume que las medias son diferentes, dado que el p-
valor es menor que 0.025 y al ser un contraste bilateral se rechaza la hipotesis nula de
igualdad de medias, indicando que hay una diferencia en la velocidad de crecimiento, pero
no se ve afectado el comportamiento de la especie y su curva de crecimiento no se ve

interrumpida en ninguno de los casos.

La explicacion de este comportamiento se relaciona con los procesos de adaptacion que
son mencionados desde hace mucho tiempo, bajo la premisa que existe la posibilidad de
una variacion natural entre los individuos dentro de una especie, de acuerdo con Charles
Darwin. Esa variacion, permite la seleccién de los individuos mas capacitados en un
determinado ambiente dependiendo de su genética [Sniegowski y Lenski, 2005], de
acuerdo con algunos autores, los microorganismos son favorables para estudios de
adaptacion y evolucidn por su corto tiempo de vida y las grandes poblaciones que permiten
una mejor manipulaciéon para establecer las diferentes generaciones [Lopez-Rodas et al.,
2001 y Elena y Lenski, 2003]. Hay diferentes reportes en la literatura estableciendo
procesos de adaptacion de diferentes microorganismos a contaminantes con diferentes
propiedades y toxicidad [Nagpal et al., 2000; Scheible et al., 2001 y Reboud et al., 2007].

Romero-Lopez et al., (2012) establecieron en su estudio que la adaptacion de una
microalga de agua dulce (Microcystis aeruginosa y Scenedesmus intermedius) se logro
cuando fueron sometidas a altas concentraciones de petréleo y diésel, aun cuando es
conocida la capacidad del petrdleo de inhibir la fotosintesis y el crecimiento del
microorganismo [Nayar et al., 2005]. Por otra parte, la exposicion prolongada a un
contaminante de acuerdo con Lopez-Rodas V. et al., (2009) permitié que cuatro especies

de microalgas Symploca dubia, Chlamydomonas dinobryonis, Scenedesmus obtusus y
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Scenedesmus sp., pudieran desarrollar su crecimiento. Otros reportes sobre adaptacion
de microalgas incluyen otros contaminantes como la simazina y el herbicida diquat
presentes en el medio de crecimiento [Marva et al.,, 2010]. Ademas, algunas cepas
Chlorophyta y cianobacterias que al someterse a la adaptacion en la presencia de lindano
[Gonzalez et al., 2012] lograron desarrollarse de manera normal. Estos mecanismos de
adaptacion, sugieren que las microalgas pueden crecer y desarrollarse en ambientes no-
especificos, en presencia de inhibidores de crecimiento y contaminantes. Lo anterior
explica que las especies estudiadas presenten una resistencia a las concentraciones de
HAPs. Se observé la afectacion de la tasa de crecimiento y posiblemente se aumenté la
posibilidad de mutaciones o la adaptacion a las condiciones adversas. Estos mismos
resultados han sido observados en estudios con metales, por ejemplo, con el cromo (VI)
un conocido contaminante de aguas y que origina la muerte de cultivos de algas al actuar

como inhibidor fotosintético [Sanchez-Fortun et al., 2009].

Actualmente, no hay reportes en la literatura que evaluen la posible supresion del
metabolismo por la presencia de HAPs durante el crecimiento de microalgas verdes, por
el contrario, y de acuerdo con Lopez-Rodas et al., (2001) reportaron que hay aumento en
la densidad celular después de la adicion de contaminantes al medio de cultivo, y que son
producidos por la aparicién de una variante resistente al contaminante. Especificamente
para la S. capricornutum [Gao y Tam, 2011] se estudio el efecto de nonilfenol (NP) en el
crecimiento, fotoquimica y como afecto la capacidad de degradacion. Se encontré que la
microalga se adaptd a la presencia del NP, regulando sus actividades fotosintéticas,
incluyendo el contenido de clorofila A. Finalmente, pudo establecerse que esta capacidad
de adaptacién puede ser empleada en beneficio de la deteccion de contaminantes, por
ejemplo, se reportd la fabricacion de un biosensor empleando Scenedesmus subspicatus,
inmovilizada sobre papel filtro, cubierta con alginato y endurecida con cloruro de calcio
para deteccion de atrazina y endrina en aguas [Frense et al., 1998 y Perullini et al., 2014].
Por otra parte, la Chlorella vulgaris fue inmovilizada en la punta de un haz de fibra 6ptica
[Naessens et al., 2000; Védrine et al., 2003 y Chouler, et al., 2019], para ser utilizado para
la deteccion de herbicidas. Recientemente, los biosensores mixtos a partir de microalgas

con otros microrganismos, han presentado un mayor interés en investigaciones, el empleo
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de sistemas simbidticos microalgas-protozoos [Turemis et al., 2018] para la deteccién en
tiempo real de contaminantes marinos especificamente simazina, atrazina y diurén, solos

0 en combinacion mediante analisis de fluorescencia.

6.5.2. Ensayos de exposicion con mezcla de HAPs (BaA, BbF, BKkF, BaP) a
concentracion de 266 pg/L con la microalga Selenastrum capricornutum (3x10°
células/mL) en funcion del tiempo (0.75, 1, 3, 8, 16, 24 y 48 h) a 25°C.

6.5.2.1. Cuantificacion de HAPs.

En la figura 26, se muestra la cantidad de HAPs remanente encontrado en el medio de
cultivo de la muestra de exposicion (ME Medio liquido) y en la biomasa (ME Biomasa) en
funcién del tiempo; Se realizé también el seguimiento de la Muestra Control (MC)
consistente en una muestra que solo contiene HAPs disueltos en medio de cultivo sin
microalgas, donde se encontré que no hubo diferencia significativa entre los diferentes
tiempos en los que se estudié. Los porcentajes de remocion y biodegradacion de los
HAPs se calcularon teniendo en cuenta la cantidad agregada inicialmente y la cantidad de
HAP remanente a las 48 h, los resultados se muestran en la tabla 20, las ecuaciones

empleadas para ello se presentan a continuacion:

M; — (MEyiq + MEyiom)) /

L M; — ME; .,
Remocion: (M, “q)/M, Degradacion ( M
l l

M;es 4 ng por ser la cantidad inicial de HAP agregado.

ME,;, la cantidad de HAP en ug determinada en el medio liquido después de cada tiempo
de exposicion.

ME;,m la cantidad de HAP en ng determinada en biomasa después de cada tiempo de
exposicion.

Las algas expuestas a una mezcla de HAPs en diferentes tiempos, mostraron la reduccion
de las cantidades de cada HAP tanto en medio liquido como en biomasa, (figura 26). La
cantidad de HAP recuperados del medio liquido disminuy6 rapidamente: en el 0.75h (entre
el 9% y el 13% de la cantidad inicial con eliminacién 87-91%). En contraste, la cantidad
de HAPs recuperados de la biomasa en este tiempo fue mayor que en el medio liquido

(entre 26% y 55% de la cantidad inicial), lo cual indicé un proceso de adsorcidon/absorcion
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del contaminante por parte de la especie. Después de 3h, la concentracion del
contaminante parece permanecer constante en la biomasa mientras va disminuyendo en
el medio liquido y después de 16h la concentracion ha disminuido en ambos. A las 24h de
exposicion, la remocién de HAPs alcanzé el 98.5% de BaA, el 97.5% de BkF y BaP y 96%
de BbF.

Los estudios de Garcia de Llasera et al., (2016) para una soluciéon de benzo(a)pireno,
reportan la eliminacion del 79% en medio liquido a 0.75 h, y en un estudio posterior Garcia
de Llasera y Garcia-Cicourel (2017), reportan al mismo tiempo de exposicion la remocion
cercana al 75% de BaA para la misma especie, mientras para este trabajo se reportan
valores superiores al 90% lo que indicé que la mezcla de HAPs favorece la remocion de
los HAPs. En la biomasa Olmos-Espejel et al., (2012), reportan un recobro del 30% del
BaP a 0.75h contra un 55% encontrado en el presente estudio para el BaP, corroborando
con este aumento en la biomasa, un efecto favorable de la presencia de la mezcla de
HAPs en la remocién. Al cabo de las 48h de exposicion la cantidad de HAPs en medio
liquido (0.10-0.16 pg/L) y biomasa (0.22-0.76 ug/L) en todos los casos es menor que la
cantidad adicionada inicialmente (266 ug/L), con lo que se mostré que hubo ademas de la
remocion, la degradacion por procesos metabdlicos por parte de la microalga. Al realizar
una prueba t de muestras correlacionadas (Anexo 6), se encontré que la diferencia entre
medias en todas las combinaciones menos para BaA-BaP, se encuentran entre el intervalo
del 95%. Con lo anterior se establece, que la accion de la microalga sobre los HAPs
estudiados no es homogénea, depende de parametros fisicoquimicos como la solubilidad
del HAP en el medio de cultivo o la kow, que son determinantes para la degradacion del
HAP por la microalga, mostrando de acuerdo con los resultados de la tabla 21 que es
mayor para el BaP y menor para el BbF. Puede establecerse en el anexo 6, que para la
prueba t para una muestra, realizada a las cantidades encontradas en la muestra control
indican que no hay diferencias significativas a lo largo del tiempo con lo que se descarta
degradacion abiotica durante el proceso de exposicidon a la microalga. Las diferencias de
cantidades de cada HAP en el medio de control se pueden deber a la misma solubilidad
de los HAPs en medio acuoso (en mg/L 0.01038 BaP, 0.0094 BaA, 0.0025 BbF y 0.0020
BKF).
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Tabla 21. Porcentaje de remocion y degradacion de los HAPs expuestos a la especie S.

capricornutum en funcién del tiempo

BaA Cantidad de HAP (pg) Porcentajes de recobro
tiempo exp (h) mMC ME Medio liquido ME Biomasa Remocion Degradacion
0.75 1.63 (+0.2) 0.5(0.05) 1.58(0.2) 91.48(+4.5) 51.95(6.5)
1 1.45 (+0.04) 0.4(+0.06) 1.82(+0.2) 94.13(+1.1) 48.68(+2.5)
3 1.70(0.2) 0.5(0.04) 1.70(0.1) 91.38(+5.4) 48.88(16.4)
8 1.52(+0.05) 0.4(+0.02) 1.52(+0.1) 93.25(+1.2) 55.15(+2.5)
16 1.00(+0.07) 0.3(+0.02) 1.34(0.2) 95.96(+1.8) 62.46(+2.1)
24 1.00(0.1) 0.2(+0.01) 1.10(0.2) 96.50(+2.5) 69.00(+2.8)
48 1.00(0.1) 0.1(+0.01) 0.48(+0.05) 98.50(+2.8) 86.60(+3.6)
BkF Cantidad de HAP (p.g) Porcentajes de recobro
tiempo exp (h) MC ME Medio liquido ME Biomasa Remocion Degradacion
0.75 0.91(0.1) 0.5(0.09) 1.05(+0.2) 87.58(+2.8) 61.44(+6.7)
1 0.93(+0.01) 0.2(0.05) 0.66(+0.1) 95.67(+1.3) 79.09(+4.8)
3 0.92(+0.1) 0.3(0.05) 0.46(+0.1) 93.32(+1.4) 81.70(+3.8)
8 0.79(+0.06) 0.2(0.06) 0.71(+0.2) 95.13(+1.4) 77.39(6.5)
16 1.00(+0.01) 0.1(+0.08) 0.69(+0.2) 96.69(+2.0) 79.36(+4.3)
24 0.84(+0.02) 0.1(x0.07) 0.54(+0.1) 97.00(+1.8) 83.53(+2.3)
48 0.88(+0.1) 0.1(0.06) 0.27(+0.05) 97.53(+1.6) 90.73(+2.8)
BaP Cantidad de HAP (ug) Porcentajes de recobro
tiempo exp (h) MC ME Medio liquido ME Biomasa Remocion Degradacion
0.75 1.80(0.2) 0.3(+0.09) 2.20(+0.2) 93.76(+2.4) 38.67(+7.1)
1 1.76(£0.2) 0.2(+0.07) 1.77(+0.4) 94.86(+1.7) 50.68(+9.7)
3 2.10(+0.2) 0.3(+0.07) 1.93(0.1) 93.58(+2.3) 45.37(+4.2)
8 2.14(+0.2) 0.2(+0.07) 1.61(+0.4) 95.97(+1.8) 55.72(+10)
16 1.87(0.2) 0.1(+0.03) 1.63(+0.2) 97.50(+0.8) 56.81(+4.9)
24 1.88(+0.2) 0.1(+0.01) 0.61(+0.1) 97.50(+0.3) 82.18(+2.4)
48 1.59(0.2) 0.1(+0.01) 0.22(+0.1) 97.50(+0.3) 91.92(+2.8)
BbF Cantidad de HAP (ng) Porcentajes de recobro
tiempo exp (h) Y[ ME Medio liquido ME Biomasa Remocion Degradacion
0.75 1.14(+0.15) 0.4(+0.06) 1.64(+0.1) 91.02(+1.4) 50.09(%3.3)
1 1.13(0.2) 0.3(+0.02) 1.66(+0.1) 93.03(+0.6) 51.44(+4.2)
3 1.61(+0.1) 0.4(+0.04) 1.60(+0.1) 90.97(+0.6) 50.90(+2.8)
8 1.46(0.2) 0.4(0.03) 1.60(0.1) 91.08(+1.1) 50.98(+6.9)
16 0.62(+0.2) 0.2(x0.02) 1.67(+0.2) 93.94(+0.8) 52.18(+4.2)
24 1.08(0.1) 0.2(+0.01) 1.27(0.2) 94.97(+1.1) 63.22(+4.6)
48 1.04(£0.2) 0.2(+0.03) 0.76(+0.2) 96.01(+0.8) 76.95(+4.5)

102



Lei etal., (2007) reportan que en el estudio de 7 especies de microalgas (Chlamydomonas
sp., Chlorella miniata, C. vulgaris, Scenedesmus platydiscus, cuadricauda Scenedesmus,
Selenastrum capricornutum, y Synechosystis sp.) con el fluoranteno (Flu) y Pir de forma
individual y en mezcla, se encontré que los porcentajes de remocion con S. capricornutum
fueron del 80% para la Flu y el 73% para Pir, pero cuando la S. capricornutum se expuso
a una mezcla de la Flu y Pir durante 96 h, la eliminaciéon Pir aument6 a 76% y se observo

un aumento similar para la eliminacion del Flu.

Por otra parte, Luo et al., (2014) reportaron el empleo de la S. capricornutum y Chlorella
sp., en la remocion de 8 HAPs en una concentracion de 100 pg/L, en el calculo del
porcentaje de biodegradacion con respecto a la cantidad de HAPs adicionado encontraron
para el BaA 68.7%, BbF 74.1%, BkF 55.1% y BaP 64.1% al cabo de 48h de exposicion a
la S. capricornutum. Garcia de Llasera et al. (2016), reportan la degradacion del 99% del
BaP a las 15h de exposicién y en un posterior estudio [Garcia de Llasera y Garcia-
Cicourel, 2017] para el BaA reportaron la degradacion en un 97% al cabo de 6h , en el
presente trabajo para alcanzar porcentajes semejantes (77-91%) se requirieron de 48h de
exposicion, con lo cual se establece que a mayor cantidad de HAPs en la mezcla se
requiere de mayor tiempo de exposicion para que la microalga logre porcentajes mas altos

de remocion, sin embargo, el estudio no involucro el seguimiento por mas de 48 h.

Estas observaciones van en consonancia con Luo et al., (2014), que informaron que la
degradacion porcentual en una mezcla de siete HAPs de peso molecular alto con
Selenastrum capricornutum después de 24h de exposicion fue para el BaA (41.4%), BbF
(39.6%), BKF (28.1%), BaP (40.2% ), DBA (7.8%), indeno (1,2,3-c, d) pireno, IP (29.9%) y
el benzo (g,h,i) perileno- BghiP (0%). Su estudio también establecid la eliminacién y
transformacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos mediante el uso de luz diferente
(luz amarilla y luz blanca), mostrando que el BaA y BaP fueron transformados en ambos
tipos de luz, seguido por menor proporcion de BbF y BKF, lo cual también va en el sentido

de los resultados obtenidos en el presente trabajo.
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6.5.2.2. Cuantificaciéon metabolitos.

Los resultados de las cantidades de metabolitos formados como resultado de la exposicién

a diferentes tiempos se reportan en la tabla 22.
6.5.2.2.1. Metabolitos del BaA.

La mayor cantidad de metabolitos corresponde a la biodegradacion del BaA, al cabo de
24h la formacién de la mezcla 8,9- y 10,11-dBaA alcanza 2358 ng (+108.9) en medio de
cultivo y 389ng (£85.9) en biomasa, mientras el 5,6-dBaA tiene 532 ng (£+85.1) en medio
liquido y 123ng (£12) en biomasa, lo que es equivalente estequiométricamente a la

degradacion del 74% del BaA adicionado al inicio.

Tabla 22. Cantidad medida de cada metabolito en funcién del tiempo en medio liquido y

biomasa
Cantidad de metabolito (ng) en medio de cultivo
NUmero Compuesto 0.75h 1h 3h 8h 16h 24h 48h
1 9,10-dBaP ND 1.0 1.1 28.3 109.1 103.1 196
(£0.6) (£0.6) (£6.1) (x15.2) (£10.2) (x41.0)
2 11,12-dBbF  NA NA NA ND ND ND ND
3 1,2-dBbF ND ND ND 2.0 6.9 11.6 2.0
(£0.5) (£1.7) (£2.9) (£0.4)
4 5,6-dBaA 2.0 9.9 41.5 264.8 359.7 531.9 780.4
(£0.8) (%2.3) (x20.0)  (£89.0) (£63.6) (£85.1) (+88.0)
5/6 8,9-dBaA/ 14.5 41.5 111 1204.6 1910.6 2358.5 2612.1
10,11-dBaA  (£5.1) (¥20.1) (¢4.7) (£326.5) (+£88.9) (£105.0) (x114.1)
7 4,5-dBaP 4.6 111 36.1 335.9 622.2 674.1 346.8
(x1.1)  (4.7) (x4.7) (£130.0) (£100.3) (£102) (£196.6)
8 8,9-dBkF NA NA NA 31.0 63.9 260.0 27.3
(£5.0) (£6.7) (£35.9) (£6.6)
9 7,8-dBaP 1.5 5.7 5.8 42.0 39.2 98.5 18.3
(x1.0) (x2.1) (x2.1) (£14.5) (£3.7) (£7.7) (£6.6)
10 9,10-dBbF NA NA NA 1.0 1.8 3.1 1.0
(£0.03) (x0.18) (£0.92) (£0.03)
Cantidad de metabolito en Biomasa (ng)
Compuesto 0.75h 1h 3h 8h 16h 24h 48h
1 9,10-dBaP 2.10 3.5 4.5 14.5 14.9 17.4 2.1
(x0.75)  (20.7) (£3.3) (£0.7) (£2.2) (£2.44) (£1.1)
2 11,12-dBbF  ND ND ND ND ND ND ND
3 1,2-dBbF NA NA NA 12.2 6.1 4.8 1.9
(x2.0) (x0.7) (x1.5) (£0.08)
4 5,6-dBaA 134 18.0 16.6 43.0 87.7 122.9 34.6

(x2.4)  (#1.6)  (#6.1)  (¥3.7)  (+18.3) (#122)  (¢6.5)
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5/6 8,9-dBaA 86.1 110.8 131.0 2742  265.1 389.0 62.4
10,11-dBaA  (#24.1) (+19.0)  (¥42.7) (¥4.0)  (£28.9) (+28.8)  (+26.0)

7 4,5-dBaP 17.6 27.7 45.9 49.3 92.7 102.1 21.8
(+4.6)  (¥3.0)  (+13.6) (¥3.0)  (+18.5)  (+14.8)  (+20.0)
8 8,9-dBkF NA NA NA 60.1 63.4 734 30.4
(#6.1)  (#3.3)  (£102)  (£9.0)
9 7,8-dBaP 7.4 14.1 31.0 1119 838 104.9 4.8
(#1.2)  (¥4.3)  (#13.3)  (¥4.1)  (+13.1)  (¥23.1)  (x0.9)
10 9,10-dBbF  NA NA NA 0.6 2.1 3.2 1.4

(+01)  (£05)  (¢0.7)  (x0.07)

ND= No Detectado
NA= No Analizado

La cantidad de BaA remanente (Tabla 20) en medio de cultivo y biomasa al cabo de 24h
corresponde al 33% de la masa inicial estableciendo un balance de masa para el BaA. En
la figura 27a se muestra la grafica correspondiente al seguimiento de los metabolitos del
BaA en medio de cultivo y en la 27b la cantidad determinada en la biomasa, donde se
observo que la formacién de metabolitos en funcion del tiempo, fue consistente con la
disminucién de la cantidad de HAP en el medio liquido y la biomasa. Se encontr6 que, a
las 0.75h de exposicion, hay la formacion de los metabolitos de la mezcla 10,11-dBaA/8,9-
dBaA y en mayor cantidad que el 5,6-dBaA (en total 2.5% degradado con respecto a la
cantidad inicial de BaA adicionado) y aparecen inicialmente en la biomasa, lo que indicé
que su formacién ocurre por la accién de enzimas de la especie dentro del proceso
metabdlico. La concentracion en el medio liquido siguié aumentando con el tiempo de
exposicion las 48 h, con lo cual se establece que su formacion es continua y en la medida
que la microalga lo va formando dentro de su estructura, va siendo eliminados por ella
hacia el medio, lo que se constata con la menor concentracién encontrada en la biomasa
en todos los tiempos. A este tiempo de exposicion el 5,6-dBaA y 8,9-dBaA/10,11-dBaA
producido en la biomasa y el medio liquido representd el 2.1% (97 ng) y el 74% (3.392 ng)
de la masa inicial BaA, respectivamente (figura 30a y 30b), mientras el BaA remanente es
del 14.5% indicando que se presentd la posible degradacion de los metabolitos por
procesos abidticos 6 por accion del metabolismo de la microalga. Al final de las 48h de
exposicion se aprecia en las figuras 26¢c1 y c2 como la cantidad de metabolito ha
disminuido en la biomasa y ha llegado al maximo en el medio liquido indicando
posiblemente el final del proceso de degradacion.
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Garcia de Llasera y Garcia-Cicourel, (2017), reportaron que la cantidad de los metabolitos
8,9-y 10,11- llegan a la maxima formacion al cabo de 6h e inicia su descenso y después
de las 24h no se logro cuantificar ninguno de éstos metabolitos por el método validado, en
este trabajo se encontré que la mayor cantidad de la mezcla se alcanzé justo a las 24h de
exposicion y recién a las 48h inicia el descenso de la cantidad encontrada en la biomasa,
lo cual puede estar relacionado con un proceso de degradacién del BaA lento cuando hace
parte de la mezcla que cuando se encuentra solo a pesar que el proceso de remocion es
mas rapido. Ademas, podria pasar que una vez eliminado del interior de la microalga inicie
una competencia entre los metabolitos generados del BaA y los demas HAPs y sus
metabolitos para continuar con procesos de degradacion asociados al metabolismo de la

microalga y por esta razon no se ve su disminucion antes de las 48 h.
6.5.2.2.2. Metabolitos del BaP

El analisis del medio liquido mostré que el metabolito de BaP que se formé primero y en
mayor cantidad fue el 4,5-dBaP (22.2 ng al cabo de 0.75h) y fue encontrado primero en la
biomasa que, en el medio liquido, lo cual establece que su formacion es resultado de los
procesos metabdlicos de la microalga sobre el BaP. Sin embargo, la cantidad de
metabolito cuantificado que se formd corresponde estequiométricamente en este tiempo
al 0.7% del BaP adicionado al inicio que ha sido degradado del 96.3% que se ha removido.
La mayor cantidad de 4,5-dBaP se alcanza a las 24h de exposicién con 674+102 ng en
medio liquido y 102.1£14.8 ng en biomasa, correspondiente estequiométricamente al
17.1% del BaP adicionado, lo cual es similar al comportamiento observado por Olmos-
Espejel et al. (2012), donde el 4,5-dBaP fue el de mayor formacion, con la diferencia que
se logré en un tiempo aproximado de 6h de exposicién con la S. capricornutum en la
exposicion de BaP de forma individual, lo que indica que aunque la remocion es rapida, la
biodegradacion esta asociada a la presencia de otros HAPs. Garcia de Llasera et al.
(2016), reportaron para este metabolito una cantidad maxima de 5114 ng cuando la prueba
de exposicion se realizé también individualmente con BaP y con concentraciones similares
al de esta investigacion, y coincide con las de 6h de exposicion como el tiempo necesario
para esta cantidad, también reporté que el 9,10-dBaP fue inicialmente cuantificado a las
6h y al cabo de 15h de exposicion la cantidad fue de 91 ng, aumentando a 14 ng al cabo
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de las 24h de exposicion. En este trabajo, transcurrida 1h de exposicion el 9,10- fue
encontrado en la biomasa, tal y como lo reporto Olmos-Espejel et al., (2012) empleando
el sistema EFS on-line, pero solo hasta las 8h fue cuantificado en el medio liquido, la
cantidad de 9,10-dBaP aumentd en éste medio hasta 19641 ng después de 48h de
exposicion, pero en este punto no se encontré cantidad significativa en biomasa, caso
similar a lo reportado por Garcia de Llasera et al. 2016, para el BaP individual, a las 24h

de exposicion.

Los resultados también mostraron que el metabolito 7,8-dBaP se encuentra en cantidades
mas pequefas en el medio liquido en comparacion con los otros dos metabolitos del BaP
después de 24h de exposicion (98.5 + 7.7 ng), y alas 48h (18.3 £ 6.6 ng), pero en biomasa
es mayor que la del 9,10- implicando con lo anterior que la eliminacién es probablemente
facilitada por la afinidad de los metabolitos a la fase acuosa y posiblemente relacionado
con los valores de k'w encontrados en esta investigacion (tabla 10). Al cabo de las 24h la
formacion de metabolitos estequiométricamente equivale al 24.2% de BaP con un 17.8%
de BaP remanente con respecto al BaP adicionado inicialmente, como se observa en la
figura 28, donde las cantidades de 4,5-dBaP y 7,8-dBaP disminuyen rapidamente a estos
tiempos, y teniendo en cuenta que los estudios de estabilidad realizados a estos dos
metabolitos muestran que al cabo de 48h su concentracién no se ve afectada por efecto
de la luz amarilla, se puede asociar su disminucion a procesos de degradacion de los
dihidrodioles formados por procesos metabdlicos, al igual que en las bacterias. Por otra
parte, los resultados parecen corroborar que S. capricornutum degrada mejor la mezcla
de HAPs sobre el compuesto individual, a pesar de tardarse mas tiempo. Este hecho se
soporta en la hipotesis de la existencia de un periodo de activacion de las células para la
produccion adicional de enzimas cuando las microalgas estan expuestas a un medio
multicontaminado, aunque ciertamente, es claro que se necesita mas investigacion para

dilucidar este fendmeno.

Nuestros resultados estan de acuerdo con los de estudios que sugieren que las microalgas
metabolizan con preferencia HAP través de la via di-oxigenasa, donde se favorece la
produccion de dihidrodioles, ya que no se presentd deteccién de la formacion de mono-

hidroxilados, los cuales serian intermediarios en la actuacion de mono-oxigenasas. La
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figura 28 (a, b) muestra la cantidad de metabolito en funcién del tiempo de exposicion y
las cantidades totales de metabolitos formados BaP (c1, c2, c3). Warshawsky et al.,
(1995), también informaron de la formacion de estos metabolitos 9,10 dBaP; 7,8-dBaP,
ademas de una mezcla de 4,5-dBaP/11,12-dBaP después de la exposicion de
Selenastrum capricornutum a 160 mg/L de BaP, estableciendo que la mayor cantidad de
metabolitos correspondié a la mezcla 4,5-/11,12- dihidrodiol, seguida del 9,10- y el 7,8-
dihidrodioles después de dos dias de exposicion, lo cual se observd en la presente

investigacion.

Pocos estudios han evaluado la formacion de metabolitos en el medio de cultivo y la
biomasa, especialmente, BaA; BbF; y BKF; por tanto, los resultados de este estudio son
importantes en la elucidacion del proceso de degradacion de la especie estudiada. Se
puede asegurar que la exposicion de la S. capricornutum a la mezcla de HAPs resulté en
una buena degradacién de BaA, lo cual es corroborado por las cantidades totales de
metabolitos formados (Fig. 27 c¢1 y c2) y las razones de este aumento pueden explicarse
posiblemente en el hecho que el BaA es de menor tamafio (4 anillos) que los otros HAPs
(5 anillos), ademas, el BaA tiene mayor solubilidad (9.40 mg/L) que los otros HAPs (BaP:
1.2 mg/L; BkF: 0.55 mg/L; y BbF: 1.2 mg/L) y menor hidrofobicidad de acuerdo con log
Kow (BaA: 5.61; BbF: 5.78; BkF: 6.11; y BaP: 6.35); lo cual facilité su movilidad hacia la
célula. Garcia de Llasera y Garcia-Cicourel (2017), reportan la formaciéon de 8,9-
dihidrodiol, 5,6-dihidrodiol y 10,11-dihidrodiol para el BaA siendo el metabolito de mayor
formacion el 10,11-dihidrodiol (960£37 ng), 5,6-dihidrodiol (292+16 ng) y el 8,9-dihidrodiol
(20044 ng), al cabo de 6h de exposicion, al igual que con el BaP de acuerdo con Olmos-
Espejel et al., (2012) comparado con los resultados del presente trabajo, se establece que
el tiempo de exposicion requerido para la degradacién del HAP individual es menor que

para la mezcla a pesar de llevarse a cabo procedimientos de remocién mas rapidos.
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Por otra parte, las figuras 29 y 30 muestran los cromatogramas obtenidos de los recobros
de metabolitos en medio liquido y biomasa, donde se identifican con numeros los
metabolitos cuantificados por estandares (tabla 21) y con la letra D seguida de un numero
para los compuestos desconocidos que pueden tratarse de metabolitos formados por las
microalgas 6 incluso productos de degradacion de los metabolitos formados. De acuerdo
con Warsharwsky et al., 1995 el metabolito del 11,12-dihidrodiol no pudo ser separado del
4,5-dihidrodiol teniendo que cuantificarse en mezcla, a pesar que en el presente trabajo
no se contd con este metabolito, el compuesto identificado con D3 corresponderia a este

metabolito segun los resultados del autor, sin embargo, debe ser corroborado.
6.5.2.2.3.  Metabolitos del BbF y BkF

En principio, la aparicion de los compuestos desconocidos como el D3 y la mayor cantidad
de los metabolitos del BaA y BaP que ensancharon los picos cromatograficos, no se puedo
realizar la cuantificacion de los metabolitos del BbF y BKF por el solapamiento presentado.
Por lo anterior, se decidio realizar la exposicidon de la mezcla de BbF y BkF en tiempos de
8, 16, 24 y 48h ya que se observd que antes de este tiempo no se presentd formacién de
metabolitos. Los resultados para la exposicion de la mezcla de BbF y BKF con la microalga
S. capricornutum se muestran en la figura 31. La secuencia completa de tiempos de

exposicion puede verse en el Anexo 7 para el medio y biomasa respectivamente.
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La exposicidén de S. capricornutum a la mezcla de BbF y BkF permitié la identificacion de
tres metabolitos, dos metabolitos formados a partir del BbF (1,2-dBbF y 9,10-dBbF), y uno
de BKkF (8,9-dBKkF), encontrados después de 8h de exposicidn, lo cual es posiblemente
debido a la baja solubilidad de los HAPs y por tanto una menor difusion hacia el interior
de la microalga comparado con el BaA y BaP. La cantidad de metabolito formado en este
tiempo se distribuye entre la biomasa y medio liquido, encontrandose que en biomasa
hubo mayor cantidad, con lo que se reitera que la formacion del metabolito proviene de
procesos metabdlicos llevados a cabo por la microalga. El tiempo de exposicion de 24h
dio lugar a la obtencion de las mayores cantidades de estos tres metabolitos, donde la
cantidad total de 8,9-dBKkF producido (333+37.4 ng) fue estequiométricamente equivalente
al 8% del BKkF afadio inicialmente (260 + 36 ng en medio liquido y 73 + 10 ng de la
biomasa), el 16% del BKF se encuentra remanente indicando que los procesos de
remocion son rapidos mientras la degradacion es lenta, ademas la degradacion de
metabolitos por la microalga 6 procesos abidticos también podrian estar presentes.
Blumer, (1975), reporté que los enlaces carbono-carbono en anillos de cinco miembros
estan sometidos a una mayor deformacion y, por lo tanto, tenian un mayor contenido
energético y una menor estabilidad, reforzando la posibilidad de degradacion por procesos

abioticos.

Las cantidades de los otros dos metabolitos fueron menores, 12+3 ng de 1,2-dBbF (0.3%
de la masa inicial BbF) y 3.1 £ 0.9 ng de 9,10 dBbF (0.1% de la masa inicial BbF) en el
medio liquido (figura 34a) y en la biomasa (figura 34b), las cantidades de estos metabolitos
fueron mas bajas que en medio liquido, con la excepcion de 9,10-dBbF, la cantidad de
todos los metabolitos fue mayor en el medio liquido a las 24h en total con un 0.6% del BbF
adicionado inicialmente y disminuyé al aumentar el tiempo de exposicién. Las bajas
concentraciones de metabolitos obtenidos en este caso pueden ser atribuidas a la
estructura, bajas solubilidades y altas hidrofobicidades de estos compuestos y al igual que
con el BaA y BaP se observa una remocion rapida de la mezcla, pero una degradacion
lenta comparada con los estudios individuales. Ademas, si se tiene en cuenta lo
observado con respecto al BaA y el BaP al exponerlo individualmente y en mezcla es de

esperarse que se requiera mayor tiempo para lograr la degradacién de éstos HAPs debido
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a estas propiedades fisicoquimicas, como lo reporté Luo et al., (2014) cuando expusieron
una mezcla de HAPs a la microalga S. capricornutum y requirieron cuatro dias (96 h) para

lograr la transformacion de un 55% del BkF y de un 74% del BbF

No hay informes disponibles en la literatura sobre la biodegradacién de una mezcla de
BaA, BaP, BbF y BKF por la microalga S. capricornutum para la identificacion y
seguimiento de los metabolitos aqui investigados. Lo mas cercano a este experimento fue
lo reportado por Luan et al., (2007), quienes identificaron metabolitos tipo dihidrodiol
después de la exposicion con la microalga Selenastrum capricornutum de un medio
contaminado con fluoranteno y se encontr6 que uno de los metabolitos, el 2,3-
dihidroxifluoranteno fue producido en cantidades considerablemente mayores que 3-
hidroxifluranteno; concluyendo que fueron principalmente degradados via di-oxigenasa,
con lo cual no se descarta la posibilidad de generacién de metabolitos mono-hidroxilados,
lo cual debe profundizarse mas en estudios posteriores. Los cromatogramas de los
metabolitos recuperados de la mezcla de BbF y BkF (figura 32 y 33) muestran la
identificacion de los metabolitos estudiados y la aparicion de dos posibles metabolitos
identificados como D8 y D9, el primero aparece en el medio liquido y solo a las 24h de

exposicidon mientras el segundo se observa en medio liquido y biomasa.

Los resultados analizados para los de los HAPs, mostraron el descenso en la cantidad de
HAPs encontrandose que a las 24h un 88% del BbF y un 70% del BkF habian sido
removidos por la S. acutus, mientras a ese mismo tiempo la S. capricornutum habia
removido el 96.01% del BbF y 97.5% del BkF, porcentajes que fueron logrados por S.
acutus al cabo de 96 h, en cuanto a la degradacion al cabo de las 24h en S. acutus alcanz6
una degradacion del 60.0% y el 50.9% para el BbF y BkF contra el 90.73% y el 76.95%
alcanzado por la S. capricornutum en el mismo tiempo respectivamente, con lo cual se
establece un proceso metabdlico mas lento para la degradacion de los dos HAPs en la S.
acutus que en la S. capricornutum. Warshawsky et al., (1995), reportaron una menor
cantidad de degradacién del BaP con S acutus (83.1%) que para S. capricornutum
(89.5%), lo cual es similar a lo observado con el BbF y BkF. No se encuentran reportes
en literatura sobre los productos de biodegradacion de estos dos HAPs, Lei et al., (2007),

reportan una comparacién entre la degradacion de fluoranteno con la S. capricornutum y
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dos especies de Scenedesmus, en ese estudio la platydiscus y quadricauda coincidiendo

en una mayor remocion con la primera con un 80.9% contra un 47.6 y 55.5% de las otras

dos especies respectivamente. Garcia de Llasera et al., en (2016) reportan la remocion

casi del doble de la cantidad de BaP por parte de la S. capricornutum que por la S. acutus

al cabo de los primeros 0.75h y una posterior degradacion mas eficiente en la primera

especie. Es necesario recordar que el medio cultivo en las condiciones necesarias para

realizar los procesos de exposicidn es alcanzado en menor tiempo con la S. acutus que

con la S. capriornutum, mostrando una tasa de crecimiento mas rapida, lo cual parece

afectar sus propiedades de remocién y degradacion de HAPs.
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Figura 32. Cromatogramas a Aex. 270 nm y Aem 428 nm de a) Soluciéon de metabolitos a 20
pg/L; 2). 11,12-dBbF, 3)1,2-dBbF; 8)8,9-dBkF y 10) 9,10-dBbF y extractos de medio liquido
de exposicion con S. capricornutum b) ME 8 h; ¢c) ME 16 h; d) ME 24 h; e) ME 48 h
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Figura 33. Cromatogramas a Aex. 270 nm y Aem 428 nm de a) Solucion de metabolitos a 20
pg/L; 2). 11,12-dBbF, 3)1,2-dBbF; 8)8,9-dBkF y 10) 9,10-dBbF y extractos de biomasa de
exposicion con S. capricornutum de b) ME 8 h; ¢) ME 16 h; d) ME 24 h; e) ME 48 h.

6.5.3. Ensayos de exposicibn con mezcla de HAPs (BbF, BkF) a
concentracion de 266 pg/L con la microalga Scenedesmus acutus (3x10°
células/mL) en funcion del tiempo (16, 24, 48 y 76h) a 25°C.

Los resultados de este estudio mostraron en primer lugar la formacion del 8,9-dBkF como
resultado de la degradacién del BkF y los dos metabolitos estudiados del BbF, el 1,2-y el
9,10-dBbF de la degradaciéon del BbF, lo cual fue similar a lo observado en la S.
capricornutum, en la figura 34 y en la tabla 23 se muestran los resultados obtenidos en
funciéon del tiempo para los metabolitos del BbF y BkF obtenidos con la Scenedesmus

acutus. El primer metabolito en ser encontrado en la biomasa corresponde al 8,9-
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dihidrodiol del BKF a las 16h de exposicidn, mientras el 1,2-dihidrodiol y el 9,10-dihidrodiol

del BbF requirié de 24h de exposicidon para ser encontrado en la biomasa.

Tabla 23. Cantidad de metabolitos de BbF y BkF en medio de cultivo y biomasa en la

exposicién a S. acutus.

Cantidad de metabolito (ng) en medio de cultivo
Numero Compuesto 16h 24h 48h 72h 96h

2 11,12-dBbF  ND ND ND ND ND
3 1,2-dBbF ND ND 17 212 55
(£0.2) (£3.3)  (£0.3)
8 8,9-dBkF  ND ND 112 9.6 23.4
(3.6) (£2.9) (£5.3)
10 9,10-dBbF~ ND ND 23 24 4.1

(#1.2) (#1.7) (20.2)

Cantidad de metabolito (ng) en biomasa

2 11,12-dBbF  ND ND ND ND ND
3 1,2-dBbF  ND 14 58 24 1.8
(#0.1) (£0.5) (£0.4)  (+0.4)
8 8,9-dBKF 1.6 432 459 7.3 12.1
(:0.2)  (#5.0) (¥3.0) (#0.1) (x1.4)
10 9,10-dBbF  ND 16 13 1.1 0.8

(£0.1) (20.2) (20.2) (£0.2)

ND= No Detectado

Lo anterior evidencia el requerimiento de mayor tiempo por parte de la S. acutus no solo
para la remocion de los HAPs sino para la formacién de los metabolitos, toda vez que la
S. capricornutum al cabo de 8h de exposicion ya empezaron a aparecer los metabolitos
anteriormente mencionados en la biomasa. Fewson en 1988, establecié que la
degradacion de compuestos persistentes depende de varios aspectos relacionados con el

microorganismo involucrado: el transporte del sustrato, debido a la variedad de sistemas
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que permiten la entrada del contaminante a la célula de manera especifica e inducible, el
mecanismo de acumulacion que es otro de los aspectos influyentes en el proceso y la
degradacion intracelular, debido a la posibilidad de que se realice por vias metabdlicas
periféricas, centrales y/o la combinacion entre ellas. Lo anterior presenta una posible
explicacion de la diferencia entre los procesos de absorcién y degradaciéon de los HAPs

entre las microalgas estudiadas.

La mayor cantidad de metabolito en la degradacion del BKF fue lograda al cabo de 48h de
exposicion con 11.2 £3.6 ng en medio liquido y 45.9 +3.0 ng en biomasa (tabla 23)
correspondientes estequiométricamente a un 1.3% del BkF adicionado. También es
apreciable que la cantidad de metabolito en biomasa no cambia significativamente entre
las 24h y las 48h (este ultimo tiempo en el cual se empezé a cuantificar metabolito en
medio liquido) de acuerdo con la prueba de comparacion estadistica t-student para medias
relacionadas (Anexo 8), donde se encontré que el estadistico muestra una significancia
de 0.583, con lo cual se acepta que no hay diferencia significativa entre las medias, con
lo que se podria analizar que posiblemente esta seria la cantidad maxima que puede ser
almacenada en la biomasa antes de eliminar hacia el medio el metabolito. En cuanto al
BbF el 1,2-dihidrodiol con 21.2 £3.3 ng fue la mayor cantidad encontrada en medio liquido
y 2.4 0.4 ng en biomasa al cabo de 72 h, al mismo tiempo el 9,10-dihidrodiol fue
encontrado con 2.4 +1.7 ng en medio liquido y 1.1 £0.2 ng en biomasa (equivalente
estequiométricamente al 0.7% del BbF adicionado inicialmente). El analisis de la prueba
t de medias relacionadas para las cantidades totales de metabolito formado muestra una
diferencia significativa entre 48h y 96h (sig. 0.047) pero no entre 72h y 96h (sig. 0.348)
con lo que se establece que de forma similar al metabolito 1,2-dBbF (Anexo 8), el aumento
en el medio liquido se debe a la eliminacién del metabolito desde el interior de la microalga.
No existen reporte sobre el empleo de la S. acutus para la degradaciéon de BbF y BkF, el
estudio de Garcia de Llasera et al. (2016), en la degradacion del BaP la aparicion de los
metabolitos 4,5- y 7,8- a las 0.25h y llegando al maximo al cabo de 15 y 72h
respectivamente, mientras para el 9,10-dBaP se observo su aparicion a las 4h, les
permitieron establecer que la degradacion es mas lenta que en la S. capricornutum y se

asocia con una menor velocidad en el proceso de adsorcion.
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Las figuras 35 y 36 muestran los cromatogramas obtenidos del proceso de exposicion de
la mezcla BbF y BkF de concentracién de 266 ug/L la especie Scenedesmus acutus a
diferentes tiempos y recuperados del medio liquido y biomasa respectivamente para

diferentes tiempos en medio liquido y biomasa.
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Figura 35. Cromatograma de extraccion del medio liquido para determinacion de
dihidrodioles de la exposicion de la mezcla de BbF y BkF con S. acutus a) Estandar de 15
pg/L (A ext. 270 nm and A em. 428 nm) de mezcla de dihidrodioles 2). 11,12-dBbF, 3)1,2-
dBbF; 8)8,9-dBkF y 10) 9,10-dBbF b) 16h c)24h d)48h y e)72h de exposicion.
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Figura 36. Cromatograma de extraccion de la biomasa para determinacién de
dihidrodioles de la exposicion de la mezcla de BbF y BkF con S. acutus a) estandar de 15
pg/L (A ext. 270 nm and A em. 428 nm) de mezcla de dihidrodioles 2). 11,12-dBbF, 3)1,2-
dBbF, 8)8,9-dBkF y 10) 9,10-dBbF b)16h c)24h d)48h e)72h.

6.5.4. Comparacién de la degradacion de la mezcla de BbF y BKF con

Scenedesmus acutus y Selenastrum capricornutum

En la comparacién de los resultados obtenidos (figura 37) para la exposicién de la mezcla
de BbF y BKF a las dos especies estudiadas, la Scenedesmus acutus y la Selenastrum
capricornutum, de manera general se observa una mayor velocidad en el proceso de
biodegradacion de la S. capricornutum puesto que la formaciéon de metabolitos fue mas

rapida empleando esta especie.
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El analisis de las cantidades de metabolito encontrado en el medio liquido (figura 37b1)
muestra que para el formado a partir de la degradacion del BkF (8,9-dBkF) es mayor en
la Selenastrum capricornutum con 260.0 £35.9 ng (tabla 22) al cabo de 24h de exposicion,
mientras en la Scenedemus acutus fue de 23.4 +5.3 ng (tabla 23) a las 96h de exposicion,
mientras en la biomasa (figura 37b2) a los mismos tiempos se encontraron 73.4£10.2 ng
y 12.1 £1.4, respectivamente, la cantidad total de metabolito producido por la microalga S
capricornutum (figura 37b3) es aproximadamente 9.5 veces mayor que en la S. actus,

indicando su mayor eficiencia en la degradacién del BKF.

Para el caso de los metabolitos generados a partir de la degradacion del BbF; 1,2-dBbF
(figura 37 a1, a2 y a3) y 9,10-dBbF (figura 37c1, c2 y c3) se encontré que a las 24h de
exposicion, las cantidades en S. capricornutum fueron en medio liquido, 11.6 2.9 ng y
3.1 £0.92, mientras para la biomasa 4.8 £1.5 y 3.4 +0.07 ng, mientras en la S. acutus
después de 72h de exposicidén se encontraron 21.2 £3.3 ngy 2.4 +1.7 ng en medio liquido,
mientras en biomasa fue 2.4 £0.4 ngy 1.1 £0.2 ng. El primer analisis esta relacionado con
la cantidad de metabolito 1,2-dBbF en medio liquido, hay una mayor cantidad en el medio
liquido para la S. acutus, pero la cantidad del metabolito en la biomasa es menor
comparada con la de la S. capricornutum. Al realizar la t de medias relacionadas para la
cantidad total de metabolito formada (ng en medio liquido y biomasa) muestra una
significancia para el estadistico de 0.206, con lo cual se establece que no hay diferencia
significativa en la cantidad obtenida del metabolito en la exposicion a las dos microalgas
(Anexo 8).

Lo anterior permite establecer que el aumento de la cantidad en el medio liquido del 1,2-
dBbF en la S. acutus se debe a la eliminacion por parte de la S. acutus del metabolito
hacia el medio liquido. Para el caso del 9,10-dBbF, la situacion es similar en el medio
liquido y nuevamente el estadistico t para medias relacionadas de 0.333 (Anexo 8)
muestra que no hay diferencia significativa en la cantidad total de metabolito formado por
las dos microalgas, confirmando una rapida eliminacion del metabolito desde el interior de
la microalga al medio liquido. De acuerdo con lo anterior la diferencia entre las dos
especies radica en la mayor lentitud en el proceso de degradacion del BbF y BkF en la S.
acutus y la mayor cantidad en el medio liquido de los metabolitos del BbF sin una
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diferencia significativa en la cantidad total de metabolito formada por las dos microalgas
se debe a una mayor eliminacion del metabolito desde el interior de la S. acutus, lo que
pudiera ser un indicador de una menor capacidad de retencion de metabolitos con
respecto a la S. capricornutum. La cantidad total de metabolito encontrado en las
microalgas muestra otra diferencia entre ellas, 357+45.8 ng en la S. capricornutum vy
851£13.9 ng de la S. acutus indicando que su eficiencia en la formacién de estos

metabolitos es mas baja para la S. acutus.

La figura 38 muestra la comparacion entre los cromatogramas obtenidos para la
exposicion de la mezcla de BbF y BkF a 48h de exposicidn para las dos microalgas de
trabajo. Un aspecto importante a destacar en esta comparacion, es la generacién de un
compuesto desconocido identificado con D9 en la exposicion del BbF en la S.
capricornutum, y la S. acutus, pero en esta ultima adicional hay la aparicién de otro
compuesto desconocido identificado como D8, donde incluso visualmente se logra
diferenciar la cantidad de este ultimo encontrada en la biomasa en ambas especies.
Lamentablemente los resultados obtenidos por CLAR-EM no permitieron dar una

identificacion preliminar de estos compuestos.

6.6. Andlisis por CLAR-EM

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs), han sido estudiados y analizados por
espectrometria de masas, Pyle et al., (1997), emplearon un analizador de trampa idnica
con triple cuadrupolo para estudiar 19 HAPs. Se reportaron los de interés en este trabajo,
con relaciones m/z caracteristicas para cada HAP y con la intensidad del fragmento entre
paréntesis, asi: para el BaA m/z 228(100), 226(62.3) y 202(11.8), para el BaP 259(100),
226(28.9), 252(21.6), y 248(12.6), el BbF 250(100), 226(20.2), 249(19.8), 252(9) y el BkF
250(100), 252(46.2), 226(18.4), 248(8.6). Se aprecia que los fragmentos de mayor
intensidad corresponden al idn molecular [M*] para el BaA y BaP, mientras el [M-2]" es el
ion mas intenso para el BbF y BkF, el cual de acuerdo con los autores se produce por
excitaciones no-resonantes. Otro estudio reportd, al realizar el seguimiento de la

ionizacion que la relacion m/z medida en un sistema de triple cuadrupolo para estos HAPs
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(BbF y BkF) fue [M-4]* [Gosseti et al., 2011], corroborado por Concha-Grafia et al., (2015),
empleando un sistema de vaporizacion por temperatura programada y CG-EM/EM

reportaron el mismo ién de m/z [M-4]* para los cuatro HAPs como i6n producto.
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Figura 38. Cromatograma de extractos obtenidos a 48h de exposicion para a)
biomasa Scenedesmus b) medio liquido Scenedesmus c) biomasa Selenastrum y
d) medio liquido Selenastrum. 3) 1,2-dBbF, 8)8,9-dBkF y 10) 9,10-dBbF.

Los reportes de analisis por espectrometria de masas de metabolitos producidos en la
degradacion de HAPs por microalgas son relativamente escasos, por lo que el proceso
metabdlico de degradacion de estos compuestos aun no es claro. En el presente trabajo,
el analisis por espectrometria de masas presenté dificultades debido a que la
concentracion empleada en los procesos de exposicion y la concentracion de metabolitos
formados fue baja y aumento la presencia de interferentes en el equipo. A continuacion,
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se resumen los resultados obtenidos del analisis de los extractos que contienen los

metabolitos, se puede ver en el Anexo 9 el complemento del analisis.

Inicialmente, se realizd el estudio empleando el programa Mass Spec Calculator Pro
version libre, disefiado por Scientific Instrument Services, Inc. (Ringoes, NJ 08551-1054),
en el que se predicen los fragmentos esperados para los diferentes metabolitos, en la tabla

24 se presentan los resultados del analisis.

Tabla 24. Posibles fragmentos calculados teéricamente por ionizacidn negativa para el
sistema electrospray.

Relacion m/z para Dihidrodioles del BaP

Pérdida _ [M-H] __ [M+H,O]  [M+HCOOJ

285 303 331
M-18 267 285 313
M-26 259 277 305
M-43 242 260 288
M-30 255 273 301
M-39 246 264 292

Relacion m/z para Dihidrodioles del BaA

Pérdida  [M-H] _ [M+H,O]  [M+HCOO]

261 279 308

M-18 243 261 289
M-26 235 253 281
M-43 218 236 264
M-79 182 200 228
M-127 134 152 180

Relacion m/z para Dihidrodioles del BbF y BkF

Las primeras pérdidas de masa serian las equivalentes a los metabolitos del BaP junto
con las 3 siguientes

Pérdida [M-H]" [M+H:0]° [M+HCOOJ

M-76 209 227 255
M-52 233 251 279
M-80 205 265 251
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6.6.1. Dihidrodioles del BaP

En el analisis de estandares de dihidrodioles de BaP, se encontraron algunos picos
correspondientes a interferentes, contaminaciones ¢ posibles compuestos de
degradacion, no fue claro de donde provenian esos componentes, en la figura 39, se reune
las TIC de los estandares de metabolitos del BaP analizados. Tomando el pico mas
intenso genera el fragmento 255 corresponde al ién [M-OHCH] que fue comun para los
tres metabolitos. Otro de los picos corresponde a un fragmento 265 que de acuerdo con

la determinacion tedrica corresponde a la pérdida de 80 unidades de un aducto [M+H20]
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Figura 39. Corriente idnica total para los metabolitos dihidrodioles del BaP obtenidos por

CLAR-EM/ESI.

En el caso de los metabolitos hidroxilados presentaron un fragmento de relacién m/z 267,

correspondiente a [M-H]- comun a los 3 compuestos hidroxilados, las TIC para estos

compuestos se observa en la figura 40.
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Figura 40. Corriente ionica total para los metabolitos hidroxilados del BaP BaP obtenidos
por CLAR-EM/ESI.

6.6.2. Dihidrodioles del BaA

Para todos los metabolitos del BaA, se observaron nuevamente varios picos desconocidos
(figura 41), pero el fragmento comun corresponde a la masa de 261 probablemente [M-H]
. Otro fragmento que se repite es el 243 correspondiente al [M-18] y otro fragmento es el

233 pero no se logro establecer a que idn corresponderia especificamente.
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Figura 41. Corriente idnica total para los metabolitos dihidrodioles del BaA obtenidos por
CLAR-EM/ESI.
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6.6.3. Dihidrodioles del BbF y BkF

Para los metabolitos 1,2 y 11,12 del BbF el fragmento comun corresponde a la masa de
267 que es el idbn molecular perdiendo un hidrégeno y 18 unidades por una molécula de
agua [M-H20]. Para el 9,10-dBbF y 8,9-dBkF se observan dos fragmentos el primero de
masa 281 que corresponde a [M-H] y el de masa 255 que seria el ibn molecular con
pérdida del proton y posteriormente del —-OHCH [M-OHCH], en la figura 42 se presentan

las corrientes idnicas totales de cada compuesto.
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Figura 42. Corriente idnica total para los metabolitos dihidrodioles del BbF y BkF por
CLAR-EM/ESI.

6.6.4. Analisis de muestras

Para el analisis de compuestos de degradacion después de la generaciéon de los
dihidrodioles, se tendra en cuenta algunos reportes de literatura basados en la accién de
las di-oxigenasas, observadas en bacterias y quienes como se menciond podrian estar
asociadas también a la degradacion por microalgas. Seo et al., (2009) en su revision
establecen los posibles productos de degradacion para el BaP, los cuales se presentan
en la figura 43 y a los que se les reporta la relacion m/z para la ionizacién negativa por el

sistema ESI como se realizé para el presente trabajo.
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Figura 43. Metabolitos generados en la biodegradacion de BaP por enzimas di-oxigenasas (adaptado de
Seo et al. 2009); 1) BaP; 2) 11,12 epdxido-BaP; 3) trans-11,12 dBaP; 4) cis-11,12-dBaP; 5) 11,12-
dihidroxiBaP; 6) hidroxi-metoxi-BaP; 7) di-metoxi-BaP; 8) cis-4,5-dBaP; 9) 4,5-dihidroxiBaP; 10) acido 4-
formilcriseno-5-carboxilico; 11) acido 4,5criseno-dicarboxilico; 12) acido 4- 6 5-criseno-carboxilico; 13) cis-
7,8-dBaP; 14) 7,8-dihidroxiBaP; 15) acido cis-4-(7-hidroxipireno-8-il)-2-oxobut-3-enoico; 16) acido pireno-
7-hidroxi-8-carboxilico; 17) acido7,8-dihidro-pireno-8-carboxilico; 18) cis-9,10-dBaP; 19) 9,10-dihidroxi-
BaP; 20) acido cis-4-(8-hidroxipirene7-il)-2-oxobut-3-enoico; 21)acido pireno-8-hidroxi-7-carboxylico; 22)
acido 7,8-dihidro-pireno-7carboxylico;

Para el BaA, se reportan en literatura los tres metabolitos estudiados (5,6- 8,9-y 10,11-)

en el presente trabajo como producto de la accion de enzimas di-oxigenasas en bacterias
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[Schneider J., et al., 1996], Kunihiro M., et al., (2013) reportaron que en la degradacién

con bacterias del B(a)A pudieron identificar algunos metabolitos como:

Acido (2-)hidroxi-2-(1-)antranoico 6 Acido 2-(3-)hidroxi-3(2-) fenantroico (m/z 237)
Acido 2-hidroxi-3-naftoico & 1-hidroxi-2-naftoico (m/z=187)

Acido 1-(2-)[3-hidroxi-3-oxo-prop-1-enillantraceno-2-(1-) carboxilico y/o &cido 2-(3-) [3-
hidroxi-3-oxo-prop-1enillfenantreno-3-(2-)-carboxilico (m/z 291)

Acido 1,6-Dihidroxinaftaleno-2,7-dicarboxilico (m/z 247).

Moody et al., (2003) establecieron una posible ruta de degradacién del BaA y la formacion
de diferentes metabolitos producto de ésta, establecieron la formacion de dihidrodioles (2)
5,6-, (7) 10,11- estudiados en el presente trabajo, ademas, reportan la formacion del 1,2-
dBaA (14) y de la 7,12-diona (11) y se puede notar la ausencia del 8,9-dBaA, se ratifica

la ausencia como en los demas reportes del 3,4-dBaA, como se muestra en la figura 44.

La exposicion de S. capricornutum a la mezcla de HAPs resulté en la formacion de siete
picos desconocidos distribuidos entre el medio liquido y la biomasa. Las muestras de 24
y 48h de exposicidon, tanto del medio liquido y la biomasa se analizaron mediante
espectrometria de masas. La corriente ionica total y los fragmentogramas del medio
liquido de la muestra de exposicion de la mezcla de BaA y BaP y BbF y BkF con la
microalga S. capricornutum a 24h se presentan en la figura 45. La sefnal (4) muestra un
fragmento de masa de 233, caracteristico de los metabolitos de BaA, al igual que la sefial
(10). Ademas, de acuerdo con lo observado en la accion de las di-oxigenasas, los
fragmentos con m/z 100 son caracteristicos de los metabolitos del BaA de acuerdo con
Kunihiro, 6 fragmentacion de la diona (11) segun reporta Moody et al. 2003. La sefial (6)
tiene un fragmento base de m/z 311 y uno de m/z 227 este ultimo posiblemente debido a
la pérdida de C303H4 m/z 88 en 15 6 20 en la figura 43, provocada por reordenamiento de
la estructura, indicando que puede tratarse de un metabolito &cido del BaP. La sefial (7)
y (9) su m/z 325 no es identificable en los metabolitos de uno u otro HAP, pero la m/z 137
es caracteristica para el acido salicilico, estructura aromatica acida, indicando que puede

tratarse de un fragmento de un metabolito acido de cualquiera de los HAPs.
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Figura 44. Metabolitos generados en la biodegradacion de BaA por enzimas di-oxigenasas (adaptado de
Moody et al. 2003); 1) BaA; 2) cis-10,11-dBaA; 3) 10,11-dihidroxi-BaA; 4) nafto[2,1-g]cromen-10-ona; 5)
10-hidroxi-11-metoxiBaA; 6) 10,11-dimetoxi-BaA; 7) cis-5,6-dBaA; 8) 5,6-dihidroxi-BaA; 9) acido 3-(2-
carboxifenil)-2-naftoico; 10) 5,6-dimetoxi-BaA; 11) 7,12-diona-BaA; 12) acido 1-(2-hidroxibenzoil)-2-
naftoico; 13)acido-1-benzoil-2-naftoico ; 14) cis-1,2-dBaA; 15) 1,2-dihidroxi-BaA; 16) acido 1-[2-
carboxicarbonil]lantraceno ; 17)1,2-dihidroxiantraceno; 18)benzo[g]-cromen-2-ona; 19) nafto[2,3-c]furan-
1(3H)-ona; 20) 2H-furo[3,4-g]cromene-2,8(6H)-diona.
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Figura 45. Corriente iénica total y fragmentogramas para la muestra de medio liquido de

la exposicion de la mezcla de los 4 HAPs con S. capricornutum durante 24 h.

Los fragmentos m/z 325 pueden tratarse de aductos formados con el disolvente como se
reporta en la tabla 24 ¢ interferentes en la columna 6 en la deteccioén, debido a que el
principal inconveniente para el analisis por espectrometria de masas es la concentracion
de los metabolitos formados (pg/L). Una sehfal m/z 111 (10) corresponde a la
fragmentacién de la estructura de los dihidroxiantracenos (17 de la figura 44) de acuerdo
con Moody et al. (2003) y junto con el fragmento m/z 233, confirmarian que se trata de un

metabolito del BaA.

En la figura 46 se presentan los resultados obtenidos para la muestra obtenida de la
biomasa con la exposicion de la mezcla a la Selenastrum capricornutum durante 24 h,
donde se aprecia una primera sefial (1) con un fragmento caracteristico de los
dihidrodioles del BaP m/z 265, pero también aparece un fragmento m/z 233
Caracteristicos de los metabolitos del BaA y la m/z 137 del acido salicilico , indicando un
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posible solapamiento de las sefiales cromatograficas del 9,10-dBaP y un metabolito acido
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Figura 46. Corriente ionica total y fragmentogramas para la muestra de biomasa de la

exposicion de la mezcla de los 4 HAPs con S. capricornutum durante 24 h.

En (5) se aprecia el fragmento m/z 137 del acido salicilico indicando un metabolito acido
proveniente de cualquiera de los HAPs. La senal (6) de m/z 293, posiblemente sea el
acido 1-[2-carboxicarbonillantraceno 6 acido 1-(2-hidroxibenzoil)-2-naftoico (16 y 12 de la
figura 44 respectivamente) confirmado con la presencia del fragmento de m/z 137 del
acido salicilico. En (7) como se menciond anteriormente la presencia de unam/z 111y la

senal de m/z 233 pueden indicar que es un metabolito acido del BaA.

Finalmente, como se discutié antes de forma general, las bacterias metabolizan los HAPs

por enzimas di-oxigenasas que incorporan oxigeno molecular a una molécula de HAP para
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dar un cis-dihidrodiol (Sutherland et al., 1995). En el presente estudio, dihidrodioles de
BaP, BaA, BbF y BkF fueron encontrados y propuestos como metabolitos de HAPs
producidos por procesos de metabolizacion por la microalga S. capricornutum y S. acutus
sugiriendo que las microalgas podria metabolizar los HAPs por enzimas di-oxigenasas,
como lo propone Warshawsky et al. (1995) y como ha sido reportado por Garcia de Llasera
et al., 2016 y Olmos et al., (2012), no se encontraron compuestos mono-hidroxilados por
lo que no podria establecerse el empleo de mono-oxigenasas en el proceso metabdlico
de las microalgas. Juhasz y Naidu, (2000) informaron que el BaP, una HAP de 5 anillos,
se metabolizd en cis-dihidrodioles de BaP por S. capricornutum y propuso que el BaP
pudiera ser metabolizado a través de la via de la di-oxigenasa, los metabolitos
identificados para los 4 HAPs estudiados se reportan en la figura 45y 46 y en el Anexo 10
se resume los analisis presentados sobre la identificacion de los posibles fragmentos

producto de la degradacion de los HAPs.

Son pocos los estudios que informan de la interaccion y del efecto sinérgico que puede
haber entre diferentes HAPs durante su metabolismo, por ejemplo, Bezalel et al., (1996)
reportaron el posible metabolismo del dibenzotiofeno, fluoreno, antraceno y pireno, en una
mezcla por un hongo Pleurotus ostreatus, pero no las interacciones 6 relacion con el
tiempo empleado en la degradacion. Zhong et al., (2006), mostraron que cuando el pireno
fue degradado solo por Mycobacterium sp. el 33% se degrado con la formacién de 7
metabolitos y que al adicionar fenantreno y fluoranteno, la cepa se vio alterada
significativamente, en presencia de fluoranteno su degradacién llego al 57% vy
desaparecieron metabolitos de 4 anillos y acumulacion de metabolitos de 3 anillos,

mientras con el fenantreno se degrado completamente con poca evidencia de metabolitos.

En el presente estudio, los fragmentogramas obtenidos indican que ademas de los
metabolitos dihidrodioles hay coincidencias con algunos reportes de metabolitos
generados posteriormente de la degradacion de los primeros por accion de las di-
oxigenasas, los que indican que los procesos de degradacién continuan después de
formado el dihidrodiol, aunque presentan mayor coincidencia con metabolitos del BaA que
de los otros HAPs, que podria indico que son los metabolitos del BaA los primeros en

continuar con el proceso de degradacion.
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Figura 47. Metabolitos formados por los HAPs estudiados con S. capricornutum y S.
acutus en posicion cis, el simbolo * indicé la posibilidad de formacién de uno o el otro 6 la

mezcla.

Si el comportamiento es similar al presentado por las bacterias se espera que después de
la formacion del dihidrodiol continue la degradacion con el rompimiento de la estructura y
la generacién del respectivo acido dicarboxilico ¢ el hidroxiacido respectivo involucrando
la pérdida del anillo aromatico, generando el respectivo acido carboxilico del HAP con un
anillo menos como lo reporto Gibson, Moody, Kunihiro y Schneider dentro del metabolismo

observado en las bacterias y que fue analizado anteriormente. Hasta el momento si se
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puede confirmar la formacion de metabolitos tipo dihidrodiol, pero es necesario nuevos
estudios para confirmar los otros metabolitos generados por la degradacion de estos

compuestos principales como se aprecia en la figura 47.
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7. CONCLUSIONES

Se evalud el crecimiento de la microalga Selenastrum capricornutum en condiciones de
estrés empleando la concentracién de trabajo de BaP y la mezcla de los 4 HAPs (266 ug/L)
y se encontré que aunque el tiempo requerido para alcanzar la cantidad necesaria para el
estudio (absorbancia 1.0 con 3x108 células mL") se incrementé en 10 dias para BaP y
mas de 15 dias para la mezcla de HAPs, con lo anterior se estableci6é la capacidad de
resistencia de la microalga a las condiciones de experimentacion y de la posibilidad tal y
como lo reportan algunos autores de la adaptacion del microorganismo a las condiciones
establecidas. Las metodologias analiticas implementadas, verificadas, validadas y/o
revalidadas, permitieron realizar el seguimiento de la biodegradacién de una mezcla de
cuatro HAPs incluidos por la USEPA como de alto riesgo y de importancia cancerigena.
Dicho seguimiento fue realizado en el medio de cultivo y la biomasa y extraidos por
técnicas minimizadas como la EFS y DMFS respectivamente, y cuantificando los
productos de biodegradacion tipo dihidrodiol y los HAPs remanentes. Se encontraron
limites de deteccion 6ptimos para cuantificar los HAPs remanentes a cada uno de los
tiempos de exposicion y para realizar el seguimiento de la aparicion de metabolitos (0.05-
0.3 pg/L para el medio liquido y 0.1 a 0.3 ug/L en la biomasa) que permitieran observar el
comportamiento de la microalga en la biodegradacién de los HAPs. Una vez se validaron
las metodologias, se realizé la exposicion de los 4 HAPs a la microalga S. capricornutum
encontrandose la formacién de metabolitos tipo dihidrodiol principalmente y en mayor
cantidad los provenientes del BaA y BaP. Dentro de la metodologia cromatografica no se
logré la separaciéon completa del 8,9-dBaA y el 10,11-dBaA por lo que se realizd la
cuantificacion de la mezcla en el medio liquido y en la biomasa. Debido a la aparicion de
otros componentes y la concentracion alta de los metabolitos del BaP y BaA, la formacion
de los metabolitos del BbF y BKF no se pudo cuantificar, por lo que se decidio realizar la
exposicion de la mezcla de BbF y BkF, encontrandose la formacion principalmente del 8,9-
dBkF y por parte del BbF del 1,2 y 9,10-dBbF.

La microalga verde de agua dulce S. capricornutum se utilizé en la biodegradacion de una
mezcla de cuatro HAPs de alto peso molecular y posteriormente se comparo su capacidad

de degradacidn con respecto a la microalga Scenedesmus acutus en una mezcla de BkF
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y BbF. En la degradacion de la mezcla con la S. capricornutum se observo la formacion
de metabolitos tipo dihidrodiol y se encontré que la capacidad de las microalgas para
generar éstos, se incrementa en el tiempo con respecto a la aparicion en la degradacién
de un unico HAP. Reportes analizados de degradacion de un HAP con la especie S.
capricornutum con concentraciones equivalentes de células por ml' (3x109),
concentraciones de HAP para la exposicion iguales (266 pg/L) y condiciones similares en
los experimentos de exposicion, mostraron un aumento en el tiempo de aparicion de los
metabolitos cuando se empled la mezcla de HAPs que cuando se emplean de forma

individual hasta en 18h.

Para realizar la comparacién entre las microalgas S. capricornutum y S. acutus se realizé
el mismo procedimiento de exposicion, concentracion de exposicion de la mezcla de 266
ug/L, nimero de especies de microalga (3x10° células mL-') y se encontré que para la
primera especie la generacion de metabolitos procede a un menor tiempo de exposicion
(6 h) que para la segunda especie (72 h) con lo cual podria considerarse que la capacidad
de transporte del contaminantes hacia el interior de la microalga es diferente para cada
especie. En cuanto a la cantidad total de metabolito formada por las microalgas se
encontraron dos caracteristicas, para el 8,9-dBkF, claramente se observé una mayor
cantidad de metabolito formada por la S. capricornutum (334146 ng a 24h de exposicion)
que por la S. acutus (57.124.2 ng a 48h de exposicidon) comportamiento similar a lo
reportado en la comparacion realizada empleando BaP en otros estudios. En la formacién
de metabolitos de la degradacién del BbF, los resultados mostraron que no hay diferencias
significativas entre las cantidades totales de metabolito generado por las microalgas para
la degradacion del BbF, con lo cual la mayor presencia de los dos metabolitos en el medio
liquido indicaria una menor capacidad de retencion en la S. acutus. Finalmente se logro
determinar la posible formacion de otros compuestos como productos de metabolizacion
de los HAPs entre los cuales se encuentra de acuerdo con algunos reportes el 10,11-
dihidrodiol-BaP, un seguimiento empleando espectrometria de masas permitira la
identificacion de éstos y posibles nuevos compuestos. Los productos de la exposicion de
esta mezcla de HAPs a las dos especies de microalgas estudiadas fueron dihidrodioles,

lo que ha sido reportado por varios autores como los compuestos resultantes cuando en
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el metabolismo estan inmiscuidas las enzimas di-oxigenasas, aunque no se descarta la
posible formacion de metabolitos mono-hidroxilados por accién de enzimas mono-
oxigenasas que en el presente estudio no fueron detectados por el método revalidado en
este trabajo. Los resultados de este estudio aportan experiencias que conducen a ayudar
a esclarecer el mecanismo metabdlico por el cual las microalgas S. acutus y S.
capricornutum degradan contaminantes HAPs, y este podria ser a través de la
participacion de enzimas di-oxigenasas que permitira con futuros estudios concluir con la
elucidacién del mecanismo, que en la actualidad aun es fuente de controversia. Para
nuestro conocimiento, este es el primer estudio que analiza de forma simultanea, todo
este grupo de metabolitos en cultivos de S. capricornutum, una microalga con propiedades
de eliminacion de contaminantes, se observd la formacion de siete compuestos
desconocidos. La espectrometria de masas mostré que dos de estos compuestos son
metabolitos del tipo dihidrodiol, sin embargo, son necesarios mas estudios para

comprender el proceso de biodegradacion completa.
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8. PERSPECTIVAS

Entre las perspectivas futuras a considerar relacionada con la presente investigacion se
puede mencionar:

e Con el fin de establecer el mecanismo por el cual los HAPs son degradados y se
generan los metabolitos tipo dihidrodioles, estandarizar métodos cromatograficos
con el empleo de columnas quirales que permitan la separacion e identificacién de
la orientacion cis de la trans, asi como continuar con la identificacién por CLAR-EM
de los compuestos desconocidos que fueron generados como resultado del
proceso de degradacion.

e Realizar estudios de adaptacién de las microalgas a concentraciones de HAP
estudiadas en esta investigacion durante el crecimiento y posteriormente realizar
estudios de degradacion de medios contaminados con el fin de evaluar la
afectacion sobre la capacidad biodegradadora de la microalga.

e Continuar con los estudios tendientes a establecer la influencia de otros posibles
compuestos que puedan hacer parte de una matriz acuosa normal que se
encuentre contaminada con HAPs, como es la presencia de metales, grasas,
tensoactivos, detergentes u otros componentes, con el objetivo de evaluar su
influencia en la degradacion de los HAPs.

e Seguir ampliando los estudios de procesos de degradacion con las algas S
capricornutum y S acutus con otros HAPs incluidos en la lista de la USEPA
individualmente y en mezcla, realizando el seguimiento de la formacién de
metabolitos en funcién del tiempo con el propdsito de alcanzar un conocimiento
mas amplio de la uta metabdlica en formacion de estos compuestos y la adaptacién
que las especies hacen a medios contaminados.

e Estudiar procesos mas selectivos en la extraccion de los metabolitos con el empleo
de fases solidas como polimeros impresos, con el fin de aislar selectivamente los
metabolitos tipo dihidrodiol para facilitar la identificacion.
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Anexo 1. Pruebas de regresion lineal para los estandares de dihidrodioles de cada HAP por SPSS

10.ANEXOS

A continuacién, se presenta el ejemplo de los resultados obtenidos para el 9,10-Dhd del BaP, 5,6-Dhd del BaA y el 9,10-Dhd del BbF

1. 9,10-BaP
Resumen del modelo®
Modelo Estadisticos de cambio
R cuadrado Error tip. de la Cambio en R Sig. Cambio en
R R cuadrado corregida estimacion cuadrado Cambio en F gi gl2 F Durbin-Watson
1 .9992 .997 .997 .16887 .997 3518.931 10 .000 1.898
a. Variables predictoras: (Constante), BaP910
b. Variable dependiente: conc
ANOVAP
Modelo Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 100.356 1 100.356| 3518.931 .0002
Residual .285 10 .029
Total 100.641 11

a. Variables predictoras: (Constante), BaP910

b. Variable dependiente: conc
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5,6-Dhd-BaA

Resumen del modelo®

Modelo Estadisticos de cambio
R cuadrado Error tip. de la Cambio en R Sig. Cambio en
R R cuadrado corregida estimacién cuadrado Cambio en F gl1 gl2 F Durbin-Watson
1 .9992 .997 .997 .16295 .997 3780.030 1 10 .000 2.082
a. Variables predictoras: (Constante), BaA56
b. Variable dependiente: conc
ANOQVAP
Modelo Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 100.375 1 100.375| 3780.030 .0002
Residual .266 10 .027
Total 100.641 11

a. Variables predictoras: (Constante), BaA56

b. Variable dependiente: conc
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9,10-Dhd BbF

Resumen del modelo®

Modelo Estadisticos de cambio
R cuadrado Error tip. de la Cambioen R Sig. Cambio en
R R cuadrado corregida estimacién cuadrado Cambio en F gl gl2 F Durbin-Watson
1 .9392 .882 .871 1.88063 .882 82.096 11 .000 1.852
a. Variables predictoras: (Constante), BbF910
b. Variable dependiente: conc
ANOVAP
Modelo Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 290.354 1 290.354 82.096 .0002
Residual 38.904 11 3.537
Total 329.258 12

a. Variables predictoras: (Constante), BbF910

b. Variable dependiente: conc
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Anexo 2. Prueba t de muestras relacionadas para las pendientes de las curvas de calibraciéon de metabolitos a las dos longitudes de

absorcion y emision.

Prueba de muestras relacionadas

Diferencias relacionadas

95% Intervalo de confianza para
Error tip. de la la diferencia
Media Desviacion tip. media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1 m260 - m270 134948.000 137493.416 51967.627 7787.798 262108.202 2.597 6 .041
Prueba de Duncan
9,10-BaP 5,6-BaA
Duncan? Duncan®
alpha = 0.05 alpha = 0.05

conc N 1 2 3 conc N 1 2 3

96 3| 1037442.5000 96 3| 35830.0000

3.20 3 2330777.0000 3.20 3 101302.0000

9.60 3 6980137.5000 9.60 3 302356.5000

Sig. 1.000 1.000 1.000 Sig. 1.000 1.000 1.000

Se muestran medias para grupos en subconjuntos homogéneos.

Se muestran medias para grupos en subconjuntos homogéneos.
a. Tamafo de muestra usa media armonica = 3.000.

a. Tamano de muestra usa media armonica = 3.000.

178



9,10-BbF

Duncan?
alpha = 0.05
conc 1 2 3
.96 77541.0000
3.20 330501.5000
9.60 836365.5000
Sig. 1.000 1.000 1.000

Se muestran medias para grupos en subconjuntos homogéneos.

a. Tamano de muestra usa media armonica = 3.000.
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Anexo 3. Analisis estadistico para la validacion del sistema cromatografico en la determinacién de HAPs

BaA
Resumen del modelo®
R R cuadrado | Error tip. de Durbin-
Modelo R
cuadrado | corregida [ la estimacion Watson
1 1.0002 .999 .999 .04342 2.087

a. Variables predictoras: (Constante), area 3 BaA, area 2 BaA, area 1

BaA
b. Variable dependiente: concentracion de BaA
Suma de Media
Modelo al F Sig.
cuadrados cuadratica
1 Regresion 11.548 3 3.849| 2042.202 .0002
Residual .008 4 .002
Total 11.555 7

a. Variables predictoras: (Constante), area 3 BaA, area 2 BaA, area 1 BaA

b. Variable dependiente: concentracion de BaA
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BkF

Resumen del modelo®

R cuadrado | Error tip. de Durbin-
Modelo R R cuadrado
corregida | la estimacion Watson
1 1.0002 1.000 .999 .03671] 1.983

a. Variables predictoras: (Constante), area 3 BkF, area 1 BkF,

area 2 BkF
b. Variable dependiente: concentracion de BaA
ANOVAP
Modelo Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 11.550 3 3.850| 2856.533 .0002
Residual .005 4 .001
Total 11.555 7

a. Variables predictoras: (Constante), area 3 BkF, area 1 BkF, area 2 BkF

b. Variable dependiente: concentracion de BaA

Prueba de homogeneidad de varianzas para los cuatro HAPS

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de
Levene gl gl2 Sig.
BaA 4.967 7 16 .004
BkF 5.160 7 16 .003
BbF 11.336 7 16 .000
BaP 6.459 7 16 .001
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Prueba de analisis de varianza para los cuatro HAPS

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
BaA Inter-grupos 1.048E10 7 1.497E9 530.700 .000
Intra-grupos 4.512E7 16| 2820109.833
Total 1.052E10 23
BkF Inter-grupos 1.686E10 7 2.408E9 147.522| .000
Intra-grupos 2.612E8 16 1.632E7
Total 1.712E10 23
BbF Inter-grupos 9.189E9 7 1.313E9 172.591 .000
Intra-grupos 1.217E8 16| 7606118.958
Total 9.311E9 23
BaP Inter-grupos 9.741E9 7 1.392E9 269.904 .000
Intra-grupos 8.249E7 16| 5155851.208
Total 9.824E9 23
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Anexo 4 Pruebas de regresion lineal para el método EFS-HPLC/FL para los dihidrodioles

9,10-dBaP

Resumen del modelo®

R R cuadrado | Error tip. de Durbin-
Modelo R
cuadrado corregida la estimacion Watson
1 .9962 .993 .992 .68448 1.874

a. Variables predictoras: (Constante), BaP910
b. Variable dependiente: CONC

ANOVAP
Modelo Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
1 Regresion 392.683 1 392.683 838.156 .0002
Residual 2.811 6 469
Total 395.494 7

a. Variables predictoras: (Constante), BaP910
b. Variable dependiente: CONC

183



Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de
Levene gl1 gl2 Sig.
BaP910 2.488E16 5 6 .000
BaA56 1.723E16 5 6 .000
BaA891011 5.592E15 5 6 .000
BaP45 6.691E16 5 6 .000
BaP48 2.936E16 5 6 .000
BbF910 8.277E15 5 6 .000
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Curvas de recobro del método EFS-CLAR/FL
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Curvas de recobro del método DMFS-CLAR/FL
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Anexo 5 Comparacién entre los valores medios del control y las diferentes mezclas adicionadas al cultivo para evaluar su

crecimiento
Correlaciones de muestras relacionadas
N Correlacion Sig.
Par 1 control y BaP100 12 .992 .000
Par 2 control y Mezcla100 12 .968 .000
Par 3 control y BaP266 12 978 .000
Par 4 control y Mezcla266 12 .970 .000
Prueba de muestras relacionadas
Diferencias relacionadas
95% Intervalo de confianza para
Error tip. de la la diferencia
Media Desviacion tip. media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  control - BaP100 7.33833E5 4.88977E5 1.41156E5 4.23152E5 1.04451E6 5.199 11 .000
Par2  control - Mezcla100 1.97217E6 1.03368E6 2.98398E5 1.31540E6 2.62894E6 6.609 11 .000
Par3  control - BaP266 1.51283E6 8.20289E5 2.36797E5 9.91646E5 2.03402E6 6.389 11 .000
Par 4  control - Mezcla266 2.58267E6 1.34373E6 3.87901E5 1.72890E6 3.43643E6 6.658 11 .000
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Anexo 6. Prueba t de medias de muestras relacionadas para las concentraciones de HAPs recuperadas en la exposicion con S.

capricornutum.

Prueba de muestras relacionadas

188

Diferencias relacionadas
95% Intervalo de confianza para
Error tip. de la la diferencia
Media Desviacion tip. media Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1 BaA-BbF -.18143 .16004 .06049 -.32945 -.03341 -2.999 6 .024
Par2 BKF - BaP -.56714 44365 .16768 -.97745 -.15684 -3.382 6 .015
Par3 BaA-BkF .70286 43824 .16564 .29755 1.10816 4.243 6 .005
Par4 BaA -BaP .13571 .35472 .13407 -.19235 46378 1.012 6 .350
T para una muestra
Valor test =0
Differencia de la Intervalo de confianza al 95%
t gl Sig. (2 colas) media Lower Upper
BaA 11.078 6 .000 1.32857 1.0351 1.6220
BkF 35.087 6 .000 .89571 .8332 .9582
BaP 25.881 6 .000 1.87714 1.6997 2.0546
BbF 9.610 6 .000 1.15429 .8604 1.4482




Anexo 7 Cromatogramas de medio liquido y biomasa de la exposicion de la mezcla de HAPs a Selenastrum capricornutum a

diferentes tiempos.
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Anexo 8. Analisis estadistico para los datos obtenidos en las exposiciones de BbF y BKF

Prueba t de muestras relacionadas para el 8,9-BkF en biomasa a las 24 y 48 h

Diferencia pareada

Desv. Error Estand . diferencia
Promedio Estandar Media Bajo Alto t df Significancia
8.9-dBkF ScenDMPS24 - 2.76000 7.36279 4.25091 21.05019 15.53019 649 583
ScenDMFS48 - ' ' e : - '
Prueba t de muestras relacionadas para la cantidad de 9,10-dBbF a 72 y 96h de exposicidn a S. acutus
Test muestras pareadas
Diferencia pareada
Deswv. Error Estand . diferencia
Promedio Estandar Media Bajo Alto df Significancia
9,10-dBbF ScenEFS72 -
-1.69667 2.68950 1.55279 -8.37777 4.98443 -1.093 .389
ScenEFS96
Prueba t de muestras relacionadas para la cantidad total del metabolito 8,9-dBkF en las dos microalgas
Diferencia pareada
Desv. Error Estand . diferencia
Promedio Estandar Media Bajo Alto t df Significancia
1,2-dBbF Scentotal72h -
15.06500 7.13471 5.04500 -49.03780 79.16780 2.986 .206
Selentotal24h
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Prueba t de muestras relacionadas para la cantidad total de metabolito 9,10-dBbF en las dos microalgas

Diferencia pareada

Desv. Error Estand . diferencia
Promedio Estandar Media Bajo Alto t df Significancia
9,10-dBbF Scentotal96h -
-1.39000 1.89958 1.09672 -6.10882 3.32882 -1.267 333
Selentotal24h
Prueba t de medias relacionadas para 9,19-dBbF a las 48h, 72h y 96h de exposicidon
Diferencia pareada
9,10-dBbF Desv. Error Estand diferencia
Promedio Estandar Media Bajo Alto df Significancia
Pair 1 Scen4gh - -.84333 49217 28416|  -2.06596 37929 -2.968 047
Scen96h
Pair2 Scen72h - -1.47000 2.09492 120950  -6.67408 3.73408 1215 348
Scen96h
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Anexo 9. Corriente idnica total y fragmentograma obtenido de cada metabolito
9-10dBaP
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x10 2 |- Scan (8.0-8.2 min, 30 scans) OT673_1C.d
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5,6-dBaA
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9,10-dBbF
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Anexo 10. Resumen de fragmentos encontrados para los metabolitos tipo dihidrodiol en estandares y muestras

Metabolito Fragmento en Muestra de medio liquido Muestra de biomasa después
estandar individual después de exposicion extraccion

del metabolito 24h 48h 24h 48h
1 9,10-dBaP 265 265 265 265 NI
2 11,12-dBbF 267 NI NI NI NI
3 1,2-dBbF 267 NI NI NI NI
4 5,6-dBaA 261 233 233 233 233
5,6 8,9-dBaA, 10,11-dBaA 233 233 233 233 233
7 4,5-dBaP 265 265 NI NI NI
8 8,9-BKF 253 NI NI NI NI
9 7,8-dBaP 265 265 NI NI NI
10 9,10-dBbF 267 NI NI NI NI

NI No identificado

Compuestos desconocidos

Metabolito Muestra de medio liquido Posibilidad
después de exposicion
24h 48h
1 D1 233, 137 233 Metabolito H* de BaA
2 D2 233 NI Metabolito del BaA
3 D3 255 NI Dihidrodiol BaP
4 D4 265,233 265 Metabolito H* de BaA 6
BaP
5 D5 279, 233 279,233 Metabolito BaA
6 D6 279 279 Desconocido
7 D7 NI NI Desconocido
8 D8 NI NI Desconocido
9 D9 NI NI Desconocido

NI No identificado
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Anexo 11 Articulo publicado como resultado de la investigacion
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