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Resumen

La presencia de compuestos considerados contaminantes ambientales ubicuos con
potencial efecto en salud, demanda en primer instancia el desarrollo de metodologias
analiticas que permitan su identificacion y cuantificacion en matrices complejas y
adicionalmente y dado el interés por aportar una soluciéon a dicha problemadtica, se

requiere de la implementacién de procesos que permitan su remocion.

De manera particular, en este proyecto de investigacién se desarrollé una
metodologia analitica, en la que se empled la extraccién en fase sélida en punta de
micropipeta y la cromatografia de liquidos de alta resolucion con deteccién de
fluorescencia (CLAR-DF) para la determinacién de benzo[a]pireno y benzo[alantraceno
(considerados contaminantes ambientales ubicuos) presente en un medio de cultivo de la
microalga Selenastrum capricurnutum. Ademds, se evalué la eficiencia de este

microorganismo para la remociéon de dichos contaminantes.

En términos generales, el método desarrollado consistié en: 1) la obtencién de
muestras provenientes del cultivo de la microalga, 2) el aislamiento de los analitos de
interés desde la matriz biolégica y 3) el andlisis cromatogréafico de los extractos. La
metodologia se validd en un intervalo de concentraciones de 5 a 300 ng mL™, dando como
resultado valores de precisién expresados en términos del C.V. menores al 10 % en todos
los casos; ademas de una buena correlacion entre las variables con valores de r’>a 0.99;
mientras que, los porcentajes de recuperacion fueron del 49 y 48 % para
benzo[alantraceno y benzo[a]pireno respectivamente. En relacién con sus limites de
cuantificacién estos fueron de 2.35 y 2.93 ng mL 1 Finalmente, la metodologia
desarrollada fue aplicada en el monitoreo en continuo del proceso de remocion de
benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno a distintas concentraciones (50, 100 y 266 ng mLY),

alcanzandose valores cercanos al 90 % después de 18 h de exposicion.

Adicionalmente, la metodologia desarrollada permitio el aislamiento de metabolitos de
tipo dihidrodiol, formados durante el proceso de remocién; lo cual fue verificado a partir

del analisis de los extractos previamente obtenidos por CLAR-DF y subsecuentemente por
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un sistema de pre concentracion en linea acoplado a un cromatégrafo de liquidos con

deteccion espectrofotométrica de arreglo de diodos (CLAR-DAD).



l. Introduccion

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) corresponden a una clase de
compuestos organicos conformados Unicamente por carbono e hidrégeno en forma de
anillos fusionados (WHO 1998, IARC 2010), que de acuerdo con sus caracteristicas
estructurales (presencia de regiones tipo bahia o fiordo y nimero de anillos) presentan

mayor o menor actividad carcinogénica (Chang et al., 1981; Buterin et al., 2000).

En relacion con su potencial carcinogénico y/o mutagénico podemos mencionar que ya en
1775 se vislumbraba la posible influencia de estos compuestos como precursores de
cancer en humanos (Brown y Thornton, 1957) y siglos mas tarde de acuerdo con
experimentos llevados a cabo con animales, se demostrd que benzo[a]antraceno,

dibenzo[a,hlantraceno y benzo[a]pireno podian inducir cancer (Phillips, 1983).

Las evidencias anteriores han permitido el desarrollo de una amplia investigacién acerca
de la formacién, presencia, distribucion y el efecto de estos compuestos sobre la salud y el
ambiente. Respecto al proceso de formacién de los HAPs se sabe que éste incluye dos
etapas, que son la pirdlisis y la pirosintesis; éstas son comunes en procesos de combustion
incompleta generandose asi fuentes de emisién que incluyen tanto procesos naturales

como antropogénicos (Tran et al., 2007; Ravindra et al., 2008a).

Como consecuencia de las multiples fuentes de emisién, a los HAPs presentes en el
ambiente, se les considera como contaminantes ubicuos (IARC, 2010); su distribucion
depende de algunas de sus propiedades, por ejemplo: su presidon de vapor esta vinculada
con su distribucion en la fase particulada o gaseosa en los aerosoles atmosféricos, por otro
parte pequenas concentraciones de ellos son encontradas en los sistemas acuosos debido
a su baja solubilidad, lo que no significa que éstos no representen un peligro potencial
(Arey y Atkinson, 2003; Barro et al., 2009). En relacidn con esto ultimo, el peligro potencial
a nivel de la salud que representan estos compuestos se encuentra asociado a las diversas
fuentes de exposicion en humanos; entre las que se incluyen: la inhalacion, el contacto
dérmico, e incluso su ingesta a través de alimentos contaminados; sin embargo, en

términos de carcinogenicidad los estudios se han restringido a los 16 HAPs considerados
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como prioritarios, segun lo estipulado por la Agencia de Proteccién al Ambiente de los
EE.UU (USEPA, por sus siglas en inglés); de ellos el benzo[a]pireno se ha seleccionado
como marcador debido a su alta potencia carcinogénica aun a bajos niveles de

concentracion (Petry et al., 1996).

Con base en lo anterior, la presencia de estos compuestos demanda en primera instancia
el desarrollo e implementacion de metodologias que permitan identificarlos en matrices
ambientales, con la menor incertidumbre posible. Dichas metodologias contemplan desde
la extraccidn hasta el analisis instrumental. En cuanto a la preparacién de la muestra,
destacan las técnicas clasicas de extraccion en fase sélida para matrices acuosas o bien
técnicas con empleo de disolventes para muestras sdélidas; mientras que, el analisis
comunmente se lleva a cabo por medio de sistemas de deteccidn como la espectrometria
de masas o con detectores de fluorescencia, ambos acoplados por lo general a
cromatégrafos de liquidos o gases. Por otra parte, quizds uno de los mayores retos y
esfuerzos en las Ultimas décadas estd enfocado en la mejora de las técnicas de
preparacion de muestra, por lo que se ha buscado que el consumo de sustancias quimicas,
el niumero de etapas de manipulacién de la muestra, el tiempo y los costos disminuyan;
ello a través de metodologias simples que incluyen la automatizacién y miniaturizacién de

los procesos (Ramos, 2012).

En el caso particular del analisis de HAPs, se han implementado técnicas novedosas y
miniaturizadas basadas en el empleo de disolventes, especialmente en el tratamiento de
muestras liquidas. Entre estas técnicas, se encuentra la microextraccion liquido-liquido
dispersiva (LLDME, por sus siglas en inglés), la microextraccién con una Unica gota (SDME,
por sus siglas en inglés) en modo inmersién o “head space”, la microextraccién en fase
liquida (LPME, por sus siglas en inglés) y la microextraccion con emulsién asistida por
ultrasonido (USAEME, por sus siglas en inglés); las principales ventajas de estas técnicas
incluyen los altos factores de concentracién, ademas de su bajo costo y simplicidad, y en
algunos casos tiempos menores de procesamiento, debido a un incremento en la
velocidad de transferencia de masa entre la muestra y el disolvente extractante (Wu et al.,

2008; Hong et al., 2013; Regueiro et al., 2008).



Respecto a las técnicas basadas en procesos de sorcidn, la microextraccidén en fase sélida
(SPME, por sus siglas en inglés) destaca por su amplio uso en la determinaciéon de HAPs en
muestras ambientales (agua de lluvia, agua de mar, aguas residuales, suelo), biolégicas
(orina, saliva) y alimenticias (agua, miel, aceite de oliva) (Pefialvert et al., 1999; Wandercki
et al., 2007); sin embargo, esta técnica demanda el uso de sistemas altamente sensibles ya
que la extracciéon no es exhaustiva y se encuentra restringida por el espesor de la fibra
ante lo cual podria considerarse que (Kolahgar et al., 2002) la microextraccion en barra

magnética (SBME, por sus siglas en inglés) es una mejor opcién.

En el presente trabajo se desarrollé una metodologia en la que se utilizé la extraccion en
fase solida (SPE, por sus siglas en inglés) en punta de micropipeta, como técnica para el
aislamiento en conjunto de benzo[a]pireno y benzo[a]antraceno de un medio de cultivo;
esta técnica en comparacién con la extraccion en fase sélida clasica (SPE) es mas rdpida,
facil de operar y una herramienta de facil acceso, ademads representa ventajas en costo al
disminuir la cantidad de adsorbente y disolventes; sin embargo, hasta el momento su uso
se ha enfocado principalmente en la purificacidn y concentracién de péptidos mas que de

contaminantes organicos.

Finalmente es importante destacar, que no sélo existe la necesidad de identificar y
cuantificar a los HAPs en distintas matrices ambientales como se mencioné inicialmente;
sino que también, se ha buscado como una segunda etapa el desarrollo de procesos que
permitan su remocion; entre los que se han encontrado como opciones a la fotdlisis, la
degradacion quimica, la volatilizacién, la adsorcidon sobre particulas y la remocién
microbiana (Park et al.,1990; Wild y Jones, 1995); siendo ésta ultima, la de interés en el

presente trabajo.

En este sentido es preciso mencionar que la remocidn de contaminantes organicos puede
efectuarse por simple sorcidn celular o por degradacidon y que ademas, existen diversos
micro organismos incluyendo bacterias, algas y hongos capaces de degradar HAPs a través
de su metabolismo o en procesos co-metabdlicos (Habe y Omori, 2003) bajo condiciones

aerdbicas o anaerdbicas. Algunos de estos microorganismos pueden llevar a cabo la



mineralizacion de los contaminantes, lo que implica su transformacion hasta didéxido de
carbono y agua (condiciones aerdbicas) o metano (condiciones anaerdbicas). Sin embargo,
en muchos de los casos la biodegradaciéon Unicamente transforma los compuestos en

especies de menor complejidad (Singh y Ward, 2004).

En el presente estudio la metodologia desarrollada se aplicé en la evaluacién de la
capacidad de la microalga Selenastrum capricornutum para degradar benzo[a]pireno
(B[a]P) y benzo[a]antraceno (B[a]A), ya que ésta ha sido empleada en algunos otros
estudios dando resultados favorables (Warshawsky et al., 1990). Sin embargo, los estudios
reportados utilizan métodos de extraccion tradicionales con disolventes que requieren
volumenes relativamente grandes de muestras, alrededor de 15 mL o mdas y ademas,
necesitan analizar todo el volumen establecido para cada tiempo de exposicién a los

contaminantes en los bioensayos.

Asi que el objetivo general de este trabajo fue: desarrollar un método analitico por
extraccién en fase sélida en punta de micropipeta y analisis por cromatografia de liquidos
de alta resolucion con deteccién de fluorescencia (CLAR-DF), para la determinacién de
benzo[a]pireno y benzo[a]antraceno en un medio proveniente del cultivo de la microalga
Selenastrum capricornutum. La utilizacidon de una punta de micropipeta empacada con un
adsorbente apropiado para retener a los HAPs permitié efectuar monitoreos a diferentes
tiempos de exposicion en un mismo cultivo, procedimiento que hasta el momento no se
ha realizado en bioensayos para el estudio de remocién y degradacién de los HAPs por

microalgas.



Il. Antecedentes
2.1. Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs)

El término hidrocarburo aromadtico policiclico (HAP) designa una clase de
compuestos orgdnicos conformados Unicamente por carbono e hidrégeno en forma de
anillos fusionados. En ésta los derivados alquilados son incluidos, no asi, los HAPs que
contengan nitrégeno, azufre, oxigeno o algin heterociclo; ya que éstos son parte de una
clasificaciéon mas amplia denominada compuestos aromaticos policiclicos (CAP) (WHO,

1998; IARC, 2010).

Los HAPs que sélo contienen en su estructura anillos bencénicos se denominan no
alternantes; mientras que aquellos que ademads presentan anillos de cinco dtomos son
alternantes. Una caracteristica adicional en la estructura de los HAPs es la presencia de
una regién tipo “bahia” que les confiere propiedades especificas vinculadas directamente

con su reactividad quimica (figura 1) (Bostrom et al., 2002).

Benzofa]pireno Fireno

HAPs no alternantes

I
(LT ) SRg

Fluoreno Fluoranteno

HAPF's alternantes

Region tipo bahia Regién tipo fiordo || |
I L )
LI I T J
Criseno Benzo[c]fenantrenc

Figura 1. Ejemplos de caracteristicas estructurales de los HAPs

Las caracteristicas estructurales antes mencionadas, se encuentran relacionadas con la

actividad carcinogénica de estos compuestos; por ejemplo: las estructuras alternantes que
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contienen mas de 4 anillos presentan mayor potencia carcinogénica respecto a la de sus
similares de dos y tres anillos. De igual manera HAPs con regiones tipo bahia o fiordo son
carcindgenos de mayor potencia en comparacion con HAPs de estructura lineal (Chang et

al., 1981; Buterin et al., 2000).

Este potencial efecto carcinogénico y mutagénico ha sido motivo de estudio desde siglos
atrds. Ya en 1775 se vislumbraba la posible influencia de estos compuestos como
precursores de cancer en humanos con base en los resultados de Sir Percivall Pott, quien
identificé el hollin como causa de cédncer en escroto en trabajadores de chimeneas (Brown
y Thornton, 1957) formuldndose asi la primera atribucién de cancer a una causa
especifica. Siglos mas tarde, a principios de 1900 cientificos comenzaron el desarrollo de
investigaciones  que permitirian el aislamiento  de benzo[a]antraceno,
dibenzo[a,h]antraceno, benzo[a]pireno y algunos otros HAPs, asi como la demostracién de
gue éstos podian inducir cdncer de acuerdo con experimentos llevados a cabo con

animales (Phillips, 1983).

Esta evidencia ha permitido el desarrollo de una amplia investigaciéon, aunque no
suficiente del efecto de estos compuestos, no sélo en humanos, sino también en el
ambiente, ya que son considerados como contaminantes ambientales ubicuos. Por ende,
se han encontrado en aire, agua, suelo y sedimentos, aunque generalmente en niveles

traza, excepto en regiones cercanas a sus fuentes (IARC, 2010).

La presencia generalizada de los HAPs es consecuencia de sus multiples fuentes de
emisidn, las cuales pueden ser naturales tales como: los incendios forestales, los procesos
hidrotérmicos y las emisiones volcdnicas (Tran et al., 2007); o bien pueden ser de origen
antropogénico; por ejemplo: la quema de combustibles fdsiles, las emisiones de
calefaccion doméstica, el humo de tabaco, las emisiones provenientes de automdviles
(principalmente de aquellos con motor a base de diesel), asi como procesos involucrados

con la produccidn de aluminio (Booth y Gribben, 2005) o acero (Almaula, 2005).

Sin embargo, pese a que las fuentes de emisidn son diversas, el proceso de formacion de

los HAPs se restringe a dos etapas que son la pirdlisis y la pirosintesis. En la primera, los
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componentes organicos se fragmentan parcialmente en moléculas de menor tamano de
tipo radicalario, que se recombinan para generar hidrocarburos aromaticos estables en la
etapa de pirosintesis. La temperatura minima para que se puedan generar estos
compuestos es de 300 °C, aunque la mayoria de ellos son formados entre 500 y 700 °C

(Tran et al., 2007; Ravindra et al., 2008a).

Por otra parte, la forma en que los HAPs se distribuyen en el ambiente depende de
algunas de sus propiedades. Por ejemplo, en el aire los HAPs de peso molecular menor a
228 g mol™, se encuentran predominantemente en la fase gaseosa, a diferencia de
aquellos que tienen un peso molecular superior y que se depositan sobre material
particulado. Esta distribucion estd asociada directamente con las presiones de vapor de
los compuestos y afecta su tiempo de persistencia en el aire; asi, los primeros permanecen
en un lapso menor a 24 h, mientras que los depositados en particulas pueden persistir

durante semanas (Arey y Atkinson, 2003; Barro et al., 2009).

En lo que respecta a los sistemas acudticos la concentracion de HAPs cominmente es muy
pequeiia (debido a su baja solubilidad), excepto en zonas altamente contaminadas. En la
tabla 1 se muestran las propiedades fisicas y quimicas de los HAPs designados como

prioritarios de acuerdo con la USEPA.



Tabla 1. Propiedades fisicas y quimicas de algunos HAPs (IARC, 2010)

HAP Temperatura Temperatura | Densidad | Solubilidad | Presién Log Kow
de de [gem™) en agua de
ebullicion fusion [mg L' a vapor
[°C] [°C] 25°C [Pa]
a 25°C

Naftaleno n.r 81 1.16° 32° 0.012° 3.30°
Acenaftileno n.r n.r 1.19° 3.93 0.004° 4.07°
Acenafteno 279 95 1.19 3.9 0.29 3.92
Fluoreno 295 116-117 1.20 1.68 0.08 4.18
Antraceno 342 218-216.4 1,28 0.0436 8.0 X10™ 4.45
Fenantreno 340 100-100.5 1.18 1.18 0.016 4.52
Fluoranteno 384 108.8-110.2 1.25' 0.205 0.00123 5.20
Pireno 404 150.4 1.,27d 0.130 0.00060 5.00
Benzo[a]antraceno n.r 160.7 1.17° 0.0090 2.8X10° 5.91
Criseno 448 253.8-254 1.27° 0.00179 n.r 5.79
Benzo[a]pireno 310-312° 179-179.3 1.28 0.00162 n.r 6.35
Benzo[b]fluoranteno n.r 168 n.r 0.0015 n.r 5.78
Dibenzo[ah]antraceno n.r 266 n.r 0.00050 n.r 6.75
Benzo[k]fluoranteno 480 215.7-217 n.r 0.0008 n.r 6.11
Benzo[ghi]perileno n.r 278.3 n.r 0.00026 n.r 6.90
Indeno[1,2,3-cd]pireno n.r 163.6 n.r 0.00019 n.r

Kow: Coeficiente de reparto octanol/agua. n.r Dato o informacion no reportada. a: Datos obtenidos de
ATSDR, 1995. b: Datos obtenidos de Cram, 2005. c: Valor obtenido a una presién de 10 mm Hg. d: Valor
obtenido a 23 °C. e: Valor obtenido a 20 °C. f: Valor obtenido a 0 °C.

Como una consecuencia de la presencia generalizada de estos compuestos, las fuentes de
exposicidon en humanos son diversas e incluyen la inhalacién, el contacto dérmico, e
incluso su ingesta a través de alimentos contaminados; generandose asi un peligro
potencial para la salud. En términos de carcinogenicidad los estudios se han restringido a
los 16 HAPs considerados como prioritarios segun lo estipulado por (USEPA). En la tabla 2
identificacion en términos de

se muestran dichos compuestos, asi como su

carcinogenicidad.
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Tabla 2. Toxicidad de los 16 HAPs descritos como prioritarios segun la USEPA

Nombre Estructura MM Toxicidad Nombre Estructura MM  Toxicidad
Naftaleno - 128 2b Benzo[b]fluoranteno 252 2b
| e
- I/

S
Acenaftileno 152 n.c Benzol[k]fluoranteno O 252 2b
/i _O
- 4

Acenafteno ' 154 3 Benzo[a]pireno 252 1
Fluoreno 166 3 Indenol1,2,3-cd]pireno &) 276 2b
Fenantreno 178 3 Benzo[ghi]perileno 276 3
AN )
/~{:J O‘
¢ )
Antraceno 178 3 Dibenzo[a,h]antraceno s 278 2a
= ]\ &
998 A
) ®
Fluoranteno 202 3 Criseno s, 228 2b
§ e
=
(L 4@
o
Pireno Jﬂ 202 3 Benzo[a]antraceno /r/\ 228 2b

P

(LT 990

MM: Masa molecular [g mol ). Clasificacién de carcinogenicidad: 1: El agente o mezcla es carcinogénico a humanos 2a:
El agente o mezcla es probablemente carcinogénico para humanos. 2b: El agente o mezcla es posiblemente
carcinogénico para humanos. 3: El agente (mezcla o condiciones de su exposicién) no son clasificables como
carcinogénicos para humanos. 4: El agente o mezcla es probablemente no carcinogénico para humanos. n.c: no
clasificado.

Dentro de los 16 HAPs presentados en la tabla 2, el benzo[a]pireno ha sido seleccionado
como marcador a fin de obtener comparaciones relativas de la potencia carcinogénica de

sus congéneres a través de los estudios desarrollados de éste (Petry et al., 1996). Ademas,
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dicho compuesto cominmente se encuentra en muestras de distintos ambientes
ocupacionales y entornos urbanos (ATSDR, 1995; Petry et al, 1996 y WHO, 1998)
convirtiéndose asi, en el HAP quiza mejor estudiado en el ambito toxicoldgico y que posee
una base de datos robusta de bioensayos y de su modo de accidén; asimismo es un
carcindégeno completo que actla por la iniciacién de tumores a través de un dafio directo

en el DNA; asi como, por la promocion de crecimiento del tumor (IARC, 2010).
Sus diversos modos de accidn carcinogénica incluyen:

e Alteracién de las etapas que regulan la proliferacion y sobrevivencia celular
(Tannheimer et al., 1998)

e Inhibicién de la comunicacién intracelular (Rummel et al., 1999; Blaha et al., 2002;
Sharovskaia et al., 2003)

e Modulacién de células y proliferacién de células, alteracidon de su crecimiento via
generacion de estrés oxidativo (Miller y Ramos, 2001; Burdick et al., 2003)

e Alteracién del proceso de apoptosis (Chen et al., 2003)

e Alteracién de la cinética del ciclo celular en cancer de mama (Jeffy et al., 2000,
2002)

e Interrupcidn de la reparacién del DNA a través de la alteracidn de la actividad de

ARN-polimerasa (Shah y Bhattacharya, 1989)

De manera general la actividad carcinogénica de los HAPs se ha propuesto a través de tres
distintos mecanismos moleculares, diferenciados por la especie quimica que actua en el
proceso de iniciacidn de tumores, estas son: epoxi dioles, cationes radicales y estructuras
de tipo quinoide. En todos los casos se lleva a cabo la formacidén de aductos estables e
inestables con el DNA, principalmente con adenina y guanina; sin embargo, en el primer
caso se genera la mutacion en los genes supresores de tumores; mientras que en el
segundo, la mutacién ocurre en HRAS. Finalmente en el ultimo proceso, aunado a los
aductos de DNA se generan también especies reactivas de oxigeno. En la figura 2 se

esquematizan los tres mecanismos propuestos (IRIS, 2010).
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Figura 2. Eventos clave del modo de accién carcinogénica de los HAPs

2.2. Biodegradacion de HAPs

Algunas de las principales razones por las que los HAPs han recibido especial
atencién incluyen: la presencia de éstos en todos los componentes del ambiente, su
resistencia a la biodegradaciéon, su potencial de bioacumulacidén y en consecuencia su
transferencia a través de cadenas alimentarias a organismos de niveles tréficos
superiores; ademds de, su potencial actividad carcinogénica y mutagénica (Trielli et al.,

2007; Haristash y Kaushik, 2009; IARC, 2010).

Los procesos de remocién de HAPs desde ambientes contaminados incluyen la fotdlisis, la
degradacion quimica, la volatilizacidn, la adsorcion sobre particulas, la bioacumulaciény la
degradacion microbiana; siendo esta ultima la mas importante (Park et al., 1990; Wild y
Jones, 1995). Aun cuando los procesos de degradacion por microorganismos resultan
complejos, ya que en muchos de los casos estos dependen de una diversidad de factores

(por ejemplo: la temperatura, la disponibilidad de nutrientes, las propiedades de
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transporte celular, el pH, el tipo de poblacion microbiana, la estructura quimica de los
compuestos y su toxicidad; asi como efectos de inhibicién competitiva o sinergistas), éstos
siguen siendo una alternativa prometedora a las tecnologias convencionales en el
tratamiento de suelos y aguas contaminadas (Dean Ross et al., 2002; Haristash y Kaushik,

2009).

Existe un grupo amplio de organismos que incluyen bacterias, algas y hongos, capaces de
degradar HAPs a través de su metabolismo o en procesos co-metabdlicos (Habe y Omori,
2003) bajo condiciones aerdbicas o anaerdbicas. Algunos de estos microorganismos
pueden llevar a cabo la mineralizacion de los contaminantes, lo que implica su
transformacién hasta diéxido de carbono y agua (condiciones aerdbicas) o metano
(condiciones anaerdbicas). Sin embargo, en muchos de los casos la degradacién
Unicamente transforma los compuestos en especies de menor complejidad (Singh y Ward,
2004). Cabe mencionar que éstas no necesariamente serdn de menor toxicidad
(Shuttleworth y Cerniglia, 1995), pero comuinmente presentan caracteristicas quimicas
que facilitan su biodisponibilidad, por lo que pueden ser degradadas por completo por
algln otro microorganismo. A continuacidn, se describen con mas detalle los procesos de
degradacion por diferentes tipos de microorganismos, siendo las bacterias y los hongos en

donde se han encontrado mas reportes.

2.3. Degradacion por bacterias

Las bacterias son una clase de microorganismos involucrados activamente en la
degradacidon de contaminantes orgdnicos. Algunas han sido aisladas desde suelos o
sedimentos contaminados, mostrando ser eficientes en la degradacion, no sélo de HAPs
de bajo peso molecular sino también de aquellos con estructuras mas complejas
(Haristash y Kaushik, 2009). Ejemplo de esto son los microorganismos Bacillus,
Burkholderia y Sphingomonas todos ellos capaces de degradar B[a]P (Aitken et al., 1998);
ademas de éstas, algunas otras especies como Rhodococcus sp., Mycobacterium y una
mezcla de Pseudomonas y Flavobacterium, también han presentado este comportamiento

(Walter et al., 1991; Schneider et al., 1996; Trzesicka y Ward, 1995). En general, tanto
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bacterias gram positivas como gram negativas son capaces de llevar a cabo la degradacién
de naftaleno, fenantreno y antraceno; ademas, existe un gran nimero de estudios acerca
de la degradacién de HAPs mds complejos, aunque la mayoria de estos se encuentran

enfocados principalmente en el B[a]P (Cerniglia, 1993).

Respecto al proceso de degradacién de los HAPs por bacterias se sabe que éste inicia con
la incorporacion de una molécula de oxigeno en el anillo aromatico para dar lugar a un cis-
dihidrodiol (Muller et al., 1996) que posteriormente, a través de enzimas de
deshidrogenacién generan un intermediario orto-dihidroxilado (Patel y Gibson, 1974) el
cual comunmente presenta rupturas en posiciones orto y meta (Muller et al., 1996). Este

proceso se esquematiza en la figura 3.

2.4. Degradacion por hongos

La mayoria de los mecanismos de degradacién de HAPs por hongos son co-
metabdlicos, lo que significa que estos organismos emplean otra fuente de carbono para
su crecimiento y energia al mismo tiempo que el HAP es transformado (Surtherland,

1992).

Al igual que en las bacterias, existen diversos tipos de hongos capaces de degradar HAPs;
aquellos de bajo peso molecular (estructuras de 2 y 3 anillos) son principalmente
degradados por Aspergillus sp., Tricholadium canadense y Fusarium oxysporum; mientras
gue la maxima degradacion de HAPs de 4 a 7 anillos se lleva a cabo por las primeras dos
especies antes mencionadas ademas de Verticillium sp. y Achremonium (Haristash y

Kaushik, 2009).

El proceso de degradacion de HAPs por hongos involucra dos grupos enzimaticos
denominados: mono-oxigenasa del citocromo P-450 y lignina peroxidasa (Cerniglia, 1984).
En general se han observado como subproductos de degradacién estructuras de tipo
quinoide (Cajthaml et al., 2002); en la figura 3 se muestra un esquema general de la

degradacion de HAPs por hongos.
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2.5. Degradacion por algas

Existen diversos estudios que han demostrado que tanto especies de algas
eucariontes como procariontes son capaces de llevar a cabo la degradacion de HAPs; cabe
sefialar que este tipo de organismos se encuentran ampliamente distribuidos en sistemas
acuosos lo que los convierte en una potencial herramienta en el tratamiento de aguas

contaminadas (Mueller et al., 1996).

Respecto a los mecanismos de degradacion, se ha encontrado que algunas especies
generan derivados cis-dihidroxilados (9-10 dihidrodiol benzo[a]pireno, 4-5 dihidrodiol
benzo[a]pireno, 7-8 dihidrodiol benzo[a]pireno) por medio de un sistema enzimatico de
dioxigenasas, tal es el caso de la degradacidon de B[a]P por Selenastrum capricornutum
(Warshawsky et al., 1990). Sin embargo, en algunos otros casos se ha observado la
formacién de éxidos de areno como intermediarios, lo que sugiere reacciones similares a
las catalizadas por monooxigenasas en los hongos; ejemplo de ello se obtuvo de la
degradacion de fenantreno por Agmenellum quadruplicatum; asi como de la degradacion
de naftaleno por Oscillatoria sp (Narro et al.,, 1992). Las dos vias propuestas para el

mecanismo de degradacion por algas se muestran en la figura 3.

El presente estudio se encuentra enfocado en la evaluacién de la microalga Selenastrum

capricornutum en la degradacién de distintos HAPs.

El monitoreo “in vitro” de la remocién y degradacién de los HAPs se efectua en bioensayos
en donde: se agregan los contaminantes a un medio de cultivo liquido o sélido (en el cual
estan presentes los microorganismos) y se toman muestras a diferentes tiempos, para asi
conocer la variacién de las concentraciones de los contaminantes. Para ello se tienen que
usar métodos analiticos fiables; en donde la primera etapa involucra el aislamiento
selectivo de los analitos en los cultivos a través de alguna determinada técnica de

extraccion.
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Figura 3. Etapas generales involucradas en el metabolismo de HAPs por bacterias, hongos y algas
(Labana et al., 2007)

2.6. Seleccion de la técnica de extraccion en el procedimiento analitico

Aun cuando no existe una estrategia especifica para la implementacién de un
procedimiento analitico, es importante considerar la interdependencia de las diversas
etapas que le constituyen; tales como: a) el muestreo, b) el tratamiento de la muestra, c)
la separacién, d) la identificacién y cuantificacion de los compuestos de interés y

finalmente e) el tratamiento de datos.

Dentro del procedimiento analitico; la preparacidon de la muestra tiene una alta incidencia
tanto en el tiempo total del andlisis (llegando a consumir dos terceras partes de este) asi
como en la calidad de los resultados; ya que es considerada como la principal fuente de
errores y discrepancias entre laboratorios (Hennion, 1999). Cabe mencionar que el
objetivo de esta etapa es proveer una fraccion de la muestra enriquecida en los analitos
de interés, que se encuentre tan libre como sea posible de otros componentes de la
muestra. Por ende, es comun subdividir esta etapa en un proceso de extraccion,

concentracion y remocion de interferentes.
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Cada una de estas sub etapas depende del tipo y estado fisico de la matriz (bioldgica,
ambiental, alimenticia; liquido, sdélido, gas); asi como de la naturaleza de los analitos a
determinar (volatilidad, polaridad, peso molecular). Con base en esto se selecciona la

técnica de extraccion.

Respecto a esto, existe una amplia gama que abarca desde técnicas tradicionales o
convencionales como: la extraccién liquido-liquido clasica, la extraccion en fase sélida o la
extraccion Soxhlet, hasta algunas técnicas novedosas desarrolladas en su gran mayoria a
partir de modificaciones de las anteriores, y que buscan ya sea una mayor eficiencia o

selectividad en la extraccidon o bien, un menor consumo de reactivos o de muestra.

A continuacién se presenta una breve descripcién de los fundamentos y consideraciones
de la extraccion en fase sélida (SPE, por sus siglas en inglés) clasica, ya que ésta representa
una base para el método analitico implementado en este trabajo de investigacién
(extraccion en fase sélida en punta de micropipeta), y es ademas una técnica ampliamente
utilizada en la extracciéon de HAPs presentes en matrices liquidas (Urbe y Ruana, 1997;

Busetti et al., 2006; Filipkowska et al., 2005; Lai et al., 2004; Fard et al., 2012).
2.7. Extraccion en fase sélida (SPE, por sus siglas en inglés)

Esta es considerada como una técnica de reparto entre una fase liquida (la
muestra) y una fase sélida (el adsorbente) en la cual, los analitos son retenidos y
recuperados subsecuentemente a través de una etapa de elucidén. Es quizads una de las
principales alternativas a la extraccion liquido-liquido; utilizada para el analisis de
compuestos organicos presentes en muestras de agua. Algunas de sus ventajas son el
menor consumo de disolventes y la minimizacién de riesgo de contaminacion o pérdida de
la muestra debida a etapas de evaporacién. Esta técnica puede llevarse a cabo en modo
“off line” también llamado fuera de linea o diferido; o bien en modo “on line”. En el
primero de ellos, la muestra es tratada de manera independiente y el extracto obtenido es
entonces analizado; mientras que, en el segundo caso la técnica de extraccion se
encuentra acoplada con el sistema de analisis; para ello se emplean valvulas de

conmutacién o multipuertos conectadas a un dispositivo de SPE (pre columna), ademas de
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una bomba de concentraciéon y la correspondiente al sistema cromatografico. Es a través
de la manipulaciéon de la valvula que se permite la extraccion o elucién de los analitos. La
SPE ha mostrado ser una técnica de facil acoplamiento con sistemas de cromatografia de
liquidos o gases, destacando el primero de ellos dada su compatibilidad con muestras

biolégicas o ambientales que comunmente son de naturaleza acuosa.

Respecto a las ventajas y limitantes de cada uno de los modos en que se puede efectuar
esta técnica destacan: la cantidad de fase adsorbente en los sistemas “off line” puede
incrementarse facilmente favoreciéndose los valores de volumen de fuga; mientras que
en los sistemas “on line” las cantidades de fase a utilizar son del orden de 20 a 100 mg por
lo que la retencién de los analitos dependerd fuertemente de la naturaleza del
adsorbente. Ademas, en este tipo de sistemas la compatibilidad entre la precolumna y la
columna analitica depende de la naturaleza de las fases adsorbentes empleadas. Por otro
lado, los sistemas “on line” son favorables cuando la cantidad de muestra es limitada, o
bien, los analitos de interés se encuentran en muy bajas concentraciones; es decir esta
modalidad de la SPE es una herramienta que permite un incremento de la sensibilidad al
inyectar no sélo una fracciéon del extracto obtenido, sino todo el volumen de éste. Es
importante mencionar que en algunos casos la extraccion de los analitos de interés desde
una determinada matriz es llevada fuera de linea pero subsecuentemente el extracto es
pre concentrado en un sistema SPE “on line” que permite su preconcentraciéon

favoreciendo asi su deteccion.

De manera general, en la tabla 3 se muestran los pasos generales de esta técnica y se
resumen sus mecanismos de adsorcidn, ademads de las caracteristicas de algunos de sus
dispositivos; mientras que en la tabla 4 se ilustran algunos ejemplos de empleo de esta
técnica para el aislamiento de hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAPs) en sistemas

aCuosos.
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Tabla 3. Caracteristicas generales de la extraccién en fase sélida

Extraccion en fase sélida

Etapa

Objetivo

Acondicionamiento: Se hace pasar un
disolvente organico y posteriormente se
introduce un disolvente de caracteristicas
similares a aquel en que se encuentra
contenida la muestra

Solvatar los grupos funcionales del adsorbente y

eliminar impurezas.

Carga de la muestra: Se introduce la muestra
por gravedad o con ayuda de un sistema de
vacio a través del sistema de SPE.

Retener los analitos de interés y algunos otros
componentes de la matriz.

Limpieza: El disolvente empleado debe ser
capaz de eluir a los interferentes, no asi a los
analitos de interés.

Eliminar interferentes.

Recuperacion: En esta etapa se eluyen los
analitos de interés empleando un volumen de
disolvente organico cominmente menor que
el volumen inicial de muestra.

Recuperar y pre concentrar los analitos.

Mecanismos de interaccion en funcion del adsorbente

Interaccion

Adsorbentes

Adsorcioén: Interacciones hidrofdbicas y tipo
1I

No polares (C8, C18, C2)
Poliméricas (estireno divinilbenceno)

Formacion de quelatos: Se requieren grupos
funcionales con atomos capaces de formar
complejos

Grupos funcionales:

Con nitrégeno (grupos amino, azo, amida y nitrilo)
Con oxigeno (grupos carbonilo e hidroxilo)

Con azufre (grupos fosforilo, tiocabamatos y
tioeteres). También se pueden emplear adsorbentes
funcionalizados o modificados fisicamente por
adherencia del ligando.

Intercambio ionico

Poseen un grupo funcional catidnico o anidnico que
intercambia el contra ion asociado

Op

eracion

Sistemas

Caracteristicas

Micro columnas

Los caudales se encuentran limitados por el diametro

interno del dispositivo, cominmente se tienen flujos
. -1

de 1a 10 mL min

Cartuchos y cuerpos de jeringa

Dispositivos fabricados en polipropileno y polietileno
con capacidades de 100 mg a 1 g de adsorbente.

Discos

El adsorbente esta embebido en micro fibrillas de
politetrafluoroetileno o fibra de vidrio.

La composicion tipica es 10 % microfibras 90 %
adsorbente. Estos sistemas estan generalmente
disefiados para su uso con sistemas de filtracion

Precolumnas

Fabricadas en acero inoxidable para resistir las altas
presiones en los sistemas cromatograficos. Sus
dimensiones van de 2 a 15 mm de longitudy de 1 a
4.6 mm de didmetro interno. Empacadas con fases
que poseen un tamafio de particula desde 5 a 40 pm.
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Cantidad de
muestra

Matriz

Analitos
Adsorbente

Acondiciona-
miento

Limpieza

500 a 1000 mL

Agua de mary
agua potable

6 HAP
C18en:
-Columna

-Discos con matriz

de PTFE

-Discos con fibra

de vidrio

Columna:

1. n-hexano (6
mL), 2. MeOH
(3mL)y
3. H,0 (6 mL)
Discos:

1. Ciclohexano
(5 mL)

2.n-hexano (5 mL)
3. MeOH (5 mL)y

4.H,0 (5 mL)
n.r

n.r

Aguas de
efluentes
industriales (con
previa adicion de
HgCl, y filtracién)

16 HAP
n.r

1. CH;CN (9 mL)
2. 2-propanol
(9 mL)

3. Propanol:agua
(12 mL)

1. H,0-2propanol
(95:5 v/v),

2. H,0-2propanol
(90:10 v/v)

3. H,0-2propanol
(85:15 v/v)

30 mL en todos
los casos

250 mL

Agua de mar
(previamente
filtrada y
acidificada)

12 HAP
C18 en discos

1. MeOH (5mL)

1. H,0
(10 mL)

Tabla 4. Empleo de la extraccion en fase sélida para aislamiento de HAPs

10y 20 mL
respectiva
mente
Aguay café
instantaneo
(ambas con
adicién
previa de
un 20 % de
CH5CN.
Ademas el
café fue
filtrado)
Bla]P
De 100 a
200 mg de
polimeros y
micro
esferas
molecular-
mente
impresos
(4 VP-co-
DVB)
1.CH5;CN
(2 mL)

2.
CH5CN:H,0
(50:50 v/v,
2 mL)

1. CHsCN
(20:80 V/V,
2mL)

100 mL

Aguas de mar
y residuales

10 HAP
1.5gde
microparticu-
las de azufre

1. MeOH
(5 mL)
2. H,0
(10 mL)

1. H,0
(10 mL)
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Elucién Columna: Hexano 1. n-hexano 1. CH3CN (2x20 | 1. CH3CN (1 1. Secado

(0.5 mL x 4) 2.- mL, con ayuda mL) previo
Discos: Hexano hexano:acetona de sonicacion) 2. CH;CN
(5 mL) (90:10 v/v) (2 mL)

3.n-hexano:aceto-
na:2-propanol

(90:5:5 v/v)
Tratamiento 1. Secado 1.Combinacion de = 2.Eliminacion de n.r 1. Remocion
del extracto (Na,SO, ) todas las agua de trazas de
2. Reduccion (N,), fracciones (centrifugacion) azufre
3.Recostitucion 2. Adicion de 2.Reduccién con 2. Filtrado
(CH3CN, 200 pL ) (2-propanol, 1 rotaevaporador
mL) 3.
3. Reduccion Reconstitucidn
(N,a 0.5 mL) (CH3CN, 3 mL)

4.Recosntitucion
(2 propanol, 1

mL)
Recobro (%) Columna: >70 % (11 a 30) 84.7 (agua) (78 a 108)
(58 a105) y 72.5 (en
Disco de PTFE café)
(75 a 92)
Disco con fibra de
vidrio (78 a 93)
Analisis CLAR-DF CLAR-DF y CLAR- CG-EM CLAR-DF CLAR-DAD
DAD
Limites de 0.08-2.57 0.52a1.2 ng/L 1.5 ng/mL n.r 0.008-0.048
deteccién ug/L
Referencia Urbe y Ruana, Busetti et al., Filipkowska et Lai J.P. et Fard etal.,
(1997) (2006) al., (2005) al., (2004) (2012)

PTFE: Politetrafluoroetileno. n.r: Dato no reportado. CG-EM: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas. CLAR-DF: Cromatografia de liquidos acoplada a un detector de fluorescencia. CLAR-DAD: Cromatografia de
liquidos acoplada a un detector de arreglo de diodos.

2.8. Técnicas miniaturizadas

Quizds uno de los mayores retos y esfuerzos en las Ultimas décadas estdn
enfocados en la mejora de las técnicas de preparacién de muestra. Se ha buscado que el
consumo de sustancias quimicas, el nimero de etapas de manipulacién de la muestra, el
tiempo y los costos disminuyan; esto comunmente a través de metodologias que buscan
la simplificacion, la integracién de mas de una etapa del proceso, la automatizacién y
miniaturizacién del mismo. Sin embargo, cabe mencionar que uno de los retos principales

a considerar son los bajos niveles de concentracion y la complejidad de las muestras en
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gue se encuentran los analitos de interés y como consecuencia de ello, la necesidad de

sistemas de analisis altamente sensibles (Ramos, 2012).

Respecto al aislamiento de HAPs se han implementado técnicas novedosas basadas en el
empleo de disolventes, especialmente en el tratamiento de muestras liquidas. Entre estas
técnicas se encuentra la microextraccioén liquido-liquido dispersiva (LLDME, por sus siglas
en inglés) donde una mezcla del disolvente extractante y el dispersante se introduce en la
muestra formando una emulsién que permite la extraccion eficiente de los analitos. Al
romperse la emulsién se recupera la fase organica, la cual es comunmente del orden de
microlitros. Por otro lado, se ha reportado (Deschamps et al., 2007) el empleo de la
microextraccién con una Unica gota (SDME, por sus siglas en inglés), en modo inmersion o
“head space”; la cual resulta ser mas selectiva y puede subsanar problematicas debidas a
la complejidad de la muestras, aunque por otro lado se encuentra restringida a la
volatilidad de los analitos; por lo que su empleo se enfoca principalmente en el analisis de
HAPs de bajo peso molecular (Wu et al., 2008). Por otra parte, una de las principales
ventajas de estas técnicas es el alto factor de concentracién, ademads de su bajo costo y
simplicidad; mientras que, la baja gama de disolventes de extraccion en DLME y la

estabilidad de la gota de extractante son sus principales desventajas.

Como un intento por resolver las problematicas presentes en DLLME, algunos autores han
utilizado una técnica novedosa denominada microextraccién en fase liquida (LPME, por
sus siglas en inglés), cuya ventaja principal consiste en tener el disolvente de extraccién
soportado en una fibra hueca de polipropileno permitiéndole asi tener mayor estabilidad.
Un ejemplo de la implementacién de esta técnica, es el trabajo desarrollado por Hong y
colaboradores (2013), quienes determinaron HAPs en agua potable, los factores de
enriguecimiento encontrados fueron de 90 a 150, la recuperacion fue superior al 93 % y se
alcanzaron limites de deteccién cercanos a las 10 partes por trilldn. Una tercera opcidn es
la microextracciéon con emulsion asistida por ultrasonido (USAEME), implementada por
Regueiro y colaboradores (2008), quienes la utilizaron para la determinacién de
contaminantes emergentes en agua, la cual representa una mejora en la eficiencia de la
extraccién debido a un incremento en la velocidad de transferencia de masa entre la
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muestra y el disolvente extractante dispersado en ésta con ayuda del sistema de

ultrasonido.

Respecto a las técnicas basadas en procesos de sorcidn, la microextraccion en fase sélida
(SPME, por sus siglas en inglés) destaca por su amplio uso en la determinaciéon de HAPs
tanto en muestras ambientales (agua de lluvia, agua de mar, aguas residuales, suelo),
bioldgicas (orina, saliva) y alimenticias (agua, miel, aceite de oliva). La selectividad de esta
técnica esta vinculada principalmente con el reparto del analito entre la muestra en que
esta contenido y la fase adsorbente de la fibra (Pefialvert et al., 1999; Wandercki et al.,
2007); mientras que, la eficiencia de la concentracion no sélo depende del tipo de fibra
sino también de su espesor (Wandercki et al., 2007). De acuerdo con lo mencionado la
seleccion de la fibra es uno de los factores iniciales mas importantes. En el caso particular
de los estudios con HAPs es comun el empleo de polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um de
espesor como fase adsorbente, aunque es posible el uso de un polimero de anilina o en
algunos otros casos adsorbentes de mejores caracteristicas respecto a sus temperaturas
de trabajo y durabilidad, tal como lo muestra Li y colaboradores (2012), quienes
emplearon un polimero de anilina modificado con fldor. Por otro lado, es comun para las
metodologias que incluyen esta técnica, que el analisis sea llevado a cabo por sistemas de
cromatografia de gases acoplados a espectrometros de masas (EM) o en su defecto,
detectores de ionizacion de flama (DIF). El uso de sistemas altamente sensibles es una
necesidad por las limitantes propias de la técnica ya que la extracciéon no es exhaustiva y
depende de una condicidn de equilibrio, ademads de estar restringida por la capacidad de
la fibra. Este ultimo pardmetro de acuerdo con algunos autores es una las principales
desventajas de SPME (Kolahgar et al., 2002) respecto a la microextraccién en barra
magnética (SBME, por sus siglas en inglés), por lo que como es de esperarse estd ultima

también ha sido ampliamente utilizada.

De manera general se resumen algunos trabajos en la tabla 5 empleando técnicas

miniaturizadas en el aislamiento de HAPs en matrices acuosas.
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Tabla 5. Determinacién de HAPs en matrices acuosas empleando técnicas miniaturizadas en el proceso de

Técnica

*DLLME

SPE
miniaturizada

‘SPME

UAEM

°SBSE

"HS-SDME

ESBSE

"SBSE

Condiciones

Extractante 50 pL de
hexano, dispersante
500 pL de acetona
Adsorbente: Silice C18

Adsorbente:polianili-
na fluorurada 60 min
de extraccion a 60 °C

Extractante:
Tween 80
y ciclohexano

Acondicionamiento:
con (a:CH,Cl,: MeOH,
b: CH5CN)
Adsorcién:100 min de
agitacion a 39 °C a 800
rpm

Desorcion a 50 °C, 25
min en 100 pL CH;CN
(3 réplicas)

Empleo de B-
ciclodextrinas para
hacer mas selectiva la
extraccion e
incrementar la
respuesta de
deteccidn

Modificador orgénico:
MeOH o hyamina.
Acondicionamiento:
1h con CH;CN a 300 °
C. Secado:N, a 100 mL
min text:3.5h

Adsorcién: 60 min a
1100 rpm. Desorcién:
250 plL de CH3;CN

preparacion de la muestra

Andlisis

CG-EM

uv

CG-DIF

CLAR-DF

CLAR-DF

CG-EM

CLAR

Muestra Recuperacion
[%]

Aguaderio 68a95

(5.0 mL)

n.r 98
(Unicamente se
analiza
antraceno)

Agua de 89a111

lluvia

Agua de rio n.r
y residual
(5.0 mL)
Agua de 88-121
lluvia

(10 mL)

Agua de 94-111

lago

Agua n.r

Extractos de 82-104
suelo

(10 mL)

Limites de
deteccion
3.7a39.1
-1
ng L

n.r
0.01a0.1

0.02 mg L™

0.2y15
-1
ng L

0.004-0.247
ng mL™

0.1a2
ng L

Precision

n.r

n.r

C.V.:
3.4a8.6

n.r

C.V.:
5-10

n.r

n.r

CV.:
(8all)y
40 para
intere
intra
laborato-
rio

DLLME: Microextraccién liquido-liquido dispersiva. SPE: Extraccion en fase sélida. SPME: Micro extraccion en fase sélida.
UAEM: Micro extraccién asistida por ultrasonido. HS-SDME: Microextraccién con una Unica gota, en modo de espacio
confinado. CG-EM: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas FID: Detector de ionizacion de flama.
DF: Detector de fluorescencia. a. Guo y Lee, 2011. b. Lafleur et al., 2010. c. Li et al., 2012. d. Cheng et al., 2011. e.
Deschamps et al., 2007. f. Wu et al., 2008. g: Kolahgar et al., 2002. h. Kriiger et al., 2011. n.r: No reportado
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2.9. Extraccion en fase sélida en punta de micropipeta

La extraccion en fase solida representa quiza una de las técnicas de mdas amplio uso
en la preparacién de muestras, entre sus principales ventajas se encuentra el menor
consumo de disolventes, asi como su sencillez en el manejo y la posibilidad de
automatizacion. Por todo lo anterior y en concordancia con las tendencias actuales se ha
buscado llevar a cabo la miniaturizacién de dicha técnica. Con relacién a ello los sistemas
de membrana representan uno de los primeros avances en lo que a dispositivos se refiere;
mientras que respecto a la selectividad y eficiencia de la extraccién, el desarrollo de
nuevos materiales, (polimeros molecularmente impresos, inmuno adsorbentes vy silice

monolitica) ha representado una ventaja.

Con base en los avances antes mencionados ha sido posible el desarrollo de la extraccién
en fase sélida en punta de micropipeta, quién en comparacion con la SPE puede
considerarse como una técnica mas rapida, facil de operar y una herramienta de facil
acceso, ademas de que representa ventajas en costo al disminuir la cantidad de

adsorbente y disolventes utilizados.

En relacidn con las condiciones de manipulacidn de esta técnica, se debe decir en primera
instancia que el adsorbente se encuentra contenido en una punta de micropipeta y que es
comun que éste sea de tipo monolitico. Ademas, la solucién de la muestra asi como el
disolvente de extraccidén son aspirados y dispensados a través de la punta de pipeta para
la extraccion de los analitos con ayuda de una micropipeta; lo que constituye un ciclo de
extraccién o de elucidn, respectivamente. Este proceso es quizas una de las principales

diferencias con la SPE comun.

La extraccién en fase sélida en punta de micropipeta representa uno de los sistemas
miniaturizados mds novedosos y de gran utilidad en la purificacién; modificacion y
concentracion de proteinas o péptidos principalmente en estudios de protedmica,
metaboldmica o gendmica (Pluskal et al., 2002; Keough et al., 2002). En la tabla 6 se

muestran algunos trabajos desarrollados en punta de micropipeta, en los que se observa
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gue su uso también es comun en el aislamiento de farmacos principalmente desde
matrices bioldgicas (Sun et al., 2013; Kumazawa et al. 2006; Hasegawa et al. 2012; Hout et
al., 2001); mientras que, su aplicaciéon es nula para algunos otros contaminantes de
interés comun tal como lo son los HAPs de acuerdo con la revision llevada a cabo hasta

este momento.
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Tabla 6. Estudios desarrollados empleando extraccién en fase sélida en punta de micropipeta

Muestra (cantidad) 10 mL 200 pL 200 pL 200 pL 200 pL
Matriz Agua del Orina humana Orina humana Plasma Plasma
ambiente humano humano
Tipo de analitos Sulfonamidas  Metanfetamina Mequitazina Dimemorfano Lidocaina 'y
y anfetamina (farmaco) diazepam
Adsorbente Grafeno C18 monolitica  C18 monolitica C18 C18-AR
(1.0 mg) monolitica
Acondicionamiento 1 mL MeOHy 200 pL de 200 uL MeOHy 200 pL MeOH 300 plL Acetato
1 mLH,0 MeOH y 200 pL H,0 y de etilo, 200
200 pL H,0 200 uL H,0 puL MeOH y
100 pL de
amortiguador
(0.1 M, KHPOy
Limpieza 1.0 mL de una 200 mL H,0 200 pL H,0 n.r 100 uL H,0
mezcla
(1:9 v/v)
MeOH: H,0
Elucion (ciclos) 1.0mLdeuna 100 pL MeOH 100 pl MeOH 100 pL MeOH n.r
disolucion de (5 veces) (5 veces) (5 veces)
amoniaco al 5
% en metanol
Recobro [%] 90.4-108.2 82.9-88.3 90-91.4 83-94 n.r
82.2-88.2
Deteccion Fluorescencia n.r EM-SIM EM DIF/ EM (SIM)
Limites 0.5-1.7 pg 0.04y 0.05 n.r 0.125 ng/100 0.75 ng mL™
mL™ ng/0.5 mL L(1.25 y2.5ngmL"
ng/mL) para
plasma
Ciclos de carga de n.r 25 25 20 n.r
la muestra
Referencia Sun et al., Kumazawa et Kumazawa et Hasegawa et Hout et al.,
2013 al., 2007 al., 2006 al., 2012 2001

n.r: Dato o valor no reportado. EM: Espectrometria de masas. SIM: Monitoreo de ion seleccionado. DIF:

Detector de ionizacion de flama
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Ill. Objetivos

3.1. Objetivo general: Desarrollar un método analitico por extraccién en fase sélida en
punta de micropipeta y analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucién con
deteccion de fluorescencia (CLAR-DF), para la determinacion de benzo[a]pireno y
benzo[alantraceno en un medio proveniente del cultivo de la microalga Selenastrum

capricornutum.

3.2. Objetivos particulares: 1) Determinar las condiciones de separaciéon cromatografica y
de analisis de los analitos de interés. 2) Validar el sistema y la metodologia desarrollada y
3) Aplicar el método a bioensayos de exposicion de las microalgas a diferentes

concentraciones de los contaminantes para evaluar su remocién del medio.
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IV. Desarrollo Experimental

4.1. Materiales y reactivos
4.1.1. Estandares y disolventes

e Disolventes: acetonitrilo y metanol grado cromatografico marca J.T. Baker
(Trinidad y Tobago).

e Agua grado cromatografico obtenida a través de un sistema de
desionizacién marca Millipore modelo Simplicity UV (Bedford, MA, USA).

e Estandar de Benzo[a]pireno marca ChemService (PA, EUA), pureza 99.5 %.

e Estandar de Benzo[alantraceno marca ChemService (PA, EUA) pureza de 99
%.

e Estandares del: 9-10, 4-5 y 7-8 dihidrodiol benzo[a]pireno obtenidos de
MRI Global Research (Missouri USA), con una pureza >99 %.

e Estandares del: 8-9, 5-6 y 10-11 dihidrodiol benzo[a]antraceno obtenidos
de MRI Global Research (Missouri USA), con una pureza > 99 %.

4.1.2. Sistemas cromatograficos:

e Jeringa Hamilton de 50 pL (Reno, NV, EUA).

e Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién marca Varian, modelo 210
(Palo Alto, CA, EUA).

e Detector de fluorescencia marca Varian Pro star, modelo 363.

e Software para el control y procesamiento de datos “Star Workstation”
Varian, version 6.0 1989-2003.

e Bombas isocraticas Varian, modelo 9012.

e “Loop” de 23.5 pL.

e Columna analitica de acero inoxidable marca Agilent (EUA) de 4.6 X 150
mm empacada con XDB-octadecilsilano con tamafio de particula de 5 um.

e Columna de guarda de acero inoxidable de 13 x 4.5 mm d.i UPCHURCH
SCIENTIFIC (Oak, Wa, EUA) empacada con silice fase inversa Nucleosil C18
MACHEREY-NAGEL (Alemania) tamano de particula 5 um.

e Valvula multipuertos Rehodyne.

e Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién marca Waters, modelo 2998.
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4.1.3. Extraccion en fase sélida en punta de micropipeta

e Puntas para micropipeta con capacidad de 1 mL.

e Micropipetas Eppendorf (Canada) con capacidades de 100 a 1000 pL y de
20 a 200 pL.

e Silice C18 y C8 marca Supelclean Sigma-Aldrich.

e Matraz volumétrico de 1 mL marca Pyrex.

e Frit de polipropileno.

4.1.4. Manejo de cultivos

e Agar bacterioldgico y peptona proteosa obtenidos de MCD LAB (México).

e Nitrato de sodio (NaNOs) marca J.T. Baker.

e Cloruro de calcio dihidratado (CaCl, H,0) marca J. T. Baker.

e Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO,4 7H,0) marca J.T. Baker.

e Fosfato monoacido de sodio (Na,HPO,4) marca J.T. Baker.

e Cloruro de sodio (NaCl) marca J.T .Baker.

e Matraces Erlenmeyer de 50 y 200 mL.

e Microscopio dptico marca National, modelo B2-220(Carnation, WA, USA).

e Agitador orbital ThemoScientific, modelo 2346 (Dubuque, IA, USA).

e Asa bacterioldgica.

e Algoddny gasa.

e Cepa pura de la microalga Selenastrum capricornutum obtenida de “The
Culture Collection of Algae” (UTEX) de la Universidad de Texas (Austin, TX,
USA).

e Alcohol etilico al 75 %.

e Espatula de acero inoxidable.

e Temporizador para el control de los ciclos de luz y oscuridad.

e Autoclave automatica Tuttnauer, modelo 2540 EL (Paises bajos).

e Papel estraza.

e Pipetas graduadas de 10 mL.
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4.2. Descripcion general de la metodologia desarrollada

En la figura 4 se muestra un esquema en el que se ilustran de manera general las
etapas involucradas en la metodologia desarrollada.

{ /| Preparacién de los ,
| | mediosde cultivo | ‘
de Selenastrum ' |

- caprlcornutum
"" Separacion e Seleccidén de la longitud de
L cromatograficay onda de maxima absorcidn para
deteccidn cada uno de los analitos.

\\ ¢ Determinacion del tipo y

' cantidad de adsorbente.

Optimizacién de las | o Determinacion del nimero de

cond|C|on_e’s de ,‘ ciclos de carga y eluciéon de la
extraccion /

| muestra.
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Figura 4: Descripcion general de la metodologia desarrollada
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4.3. Preparacion y condiciones del crecimiento de los cultivos de Selenastrum
capricornutum

Los cultivos de la microalga Selenastrum capricornutum se prepararon en medio
soélido y liquido; en ambos casos bajo condiciones axénicas. Los medios soélidos
permitieron la preservacion de la cepa y los medios liquidos fungieron como muestra en
los experimentos de: desarrollo, validacidn analitica y bioensayos de exposicidon de este
trabajo, los cuales son descritos posteriormente. Para la preparacién de ambos cultivos se
empled medio Bristol el cual presenta las siguiente composicion: NaNO3; 2.94 M, CaCl,

2H,0 0.17 M, MgS0,4 7H,0 0.30 M, Na;HPO,4 0.53 M, KH,P0,4 1.29 M y NaCl 0.43 M.

En relacién con las condiciones de crecimiento, ambos cultivos se expusieron a periodos
de luz y oscuridad de 12 y 8 h respectivamente, de manera adicional los medios liquidos se
mantuvieron en un agitador orbital ThemoScientific hasta su uso (absorbancia=1,

equivalente a 5x10° células por mililitro de cultivo) (Olmos, 2013).

En las figuras 5 y 6 se muestran esquemas con una descripcion detallada acerca de las

etapas involucradas en la preparacioén de los cultivos sélidos y liquidos empleados.

Esterilizar a 121 °C
durante 15 minutos,
posteriormente
atemperar (proceso de
solidificacion del medio)

Colocar 20 mL de medio Adicionar 0.02 g de
Bristol proteosa y 0.3 g de agar

Mantener bajo periodos Transferir biomasa bajo
de luz y oscuridad de 12 y condiciones asépticas
8 h respectivamente desde otro medio sélido

Figura 5. Preparacién de un medio de cultivo sélido de la microalga Selenastrum capricornutum
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Colocar 100 mL de medio
Bristol en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL.

Adicionar 0.1 gde
proteosa

Esterilizar a 121 °C
durante 15 minutos y
posteriormente
atemperar.

Transferir biomasa bajo
condiciones asépticas
desde un medio liquido

Monitorear
Mantener bajo espectrofotgmétricamen—
condiciones de luz y te el crecimiento del
oscuridad de 12 y 8 h cultivo a una A =685 nm,
hasta alcanzar una
unidad de absorbancia.

respectivamente

Figura 6.Preparacion de un medio de cultivo liquido de la microalga Selenastrum capricornutum

4.4, Condiciones de separacion cromatografica y de deteccién

4.4.1. Determinacion de las condiciones de analisis de benzo[alantraceno vy
benzo[a]pireno

Las condiciones de analisis cromatografico de los analitos se obtuvieron tras haber
inyectado una disolucién estandar de cada compuesto a una concentracién de 50 ng mL*!
en un cromatodgrafo de liquidos de alta resolucion marca Varian, modelo 210 acoplado a
un sistema de deteccion por fluorescencia (CLAR-DF), empleando elucién isocratica con
metanol como fase mavil a un flujo de 1 mL min™ y una columna analitica de 4.6 x 150 mm
empacada con XDB-octadecilsilano. En relaciéon con la detecciéon por fluorescencia se
evaluaron las condiciones de maxima respuesta para cada HAP a través de la obtencion de
sus respectivos espectros de absorcidn y emisién para los cuales se realizé un barrido

desde 300 a 500 nm.

34



4.5. Establecimiento de las condiciones del método de extraccidn en fase sdlida en

punta de micropipeta

El dispositivo de extraccidn consistié en una punta de micropipeta con capacidad
de 1 mL empacada con 50 mg de silice C18, la cual se mantuvo en medio de dos frites de
polipropileno adaptados a la punta. Una vez contenido el adsorbente, la punta se colocd
en una micropipeta para permitir la aspiracién y desorcidon de: los disolventes de
acondicionamiento, la muestra y el disolvente de elucidn. La etapa de acondicionamiento
consistid en pasar 200 puL de acetonitrilo a través del dispositivo en un sdlo ciclo de
aspiracion y desorcion, seguido de cinco ciclos, cada uno de ellos con 200 pL de una

disolucion acuosa de acetonitrilo al 20 %.

Subsecuentemente para obtener el protocolo de extraccién completo se evalué: el tipo y
cantidad de adsorbente y el nUmero dptimo de ciclos tanto de carga de la muestra como
de eluciéon de los analitos. Es preciso mencionar que las primeras evaluaciones se llevaron
a cabo empleando Unicamente benzo[a]pireno, ya que en principio el método a
desarrollar estaba enfocado en la determinacion de modo individual de cada uno de los
analitos; ademads se esperaba que el comportamiento de éste fuera similar al del
benzo[a]antraceno tal como se observo en la evaluacidn de los ciclos de carga y elucién;

éstas y las otras variables evaluadas son descritas a continuacién.
4.5.1. Seleccidn del tipo de adsorbente

En relacién con el tipo de adsorbente se probaron silice C8 y C18; los experimentos
consintieron en pasar 1 mL de una disolucién acuosa de benzo[a]pireno a 266 ng mL 1
empleando tres ciclos de carga de la muestra y seis ciclos de elucion con 0.5 mL de
acetonitrilo. Respecto al adsorbente la cantidad empleada en estos ensayos fue de 100
mg. Cada ciclo consiste en la aspiraciéon y subsecuente desorcion del medio liquido en
cuestidn, a través de una punta de micro pipeta en la que estd contenido el adsorbente.
Finalmente la seleccién del adsorbente se hizo con base en el porcentaje de recuperacién
obtenido, calculado a través del cociente del area de los picos cromatograficos de los

compuestos en el extracto entre el area de los compuestos en el estandar.
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4.5.2. Efecto de las variables en la recuperacion de los analitos

Una vez establecido el tipo de fase adsorbente a utilizar, se desarrollé un diseno de
experimentos de tipo 2" sin réplicas, para evaluar el efecto de: la cantidad de adsorbente,
el nimero de ciclos de carga del estandar y la concentracién del analito sobre el
porcentaje de recuperacidn. Los experimentos se efectuaron utilizando como analito
benzo[a]pireno en 1 mL de una disolucién acuosa y manteniendo seis ciclos de elucién de
la muestra. Los niveles de cada variable (n) corresponden en el caso de la cantidad de
adsorbente con: 100 y 50 mg de silice C18; mientras que, los ciclos de carga del estandar
probados fueron 3y 6; finalmente las concentraciones utilizadas fueron 5y 266 ng mL™.
De este modo el numero de experimentos efectuados corresponde con 8 combinaciones
de las variables antes mencionadas (tabla 7). Los resultados del porcentaje de
recuperacién de cada ensayo sirvieron para determinar si las variables eran o no

significativas sobre dicho parametro.

Tabla 7. Combinaciones del disefio de experimentos 2", n=3 (concentracién de analito, cantidad de

fase y ciclos de carga de la muestra)

Experimento Concentracion Cantidad de fase Ciclos de carga de
[ngmL ] (gl la muestra
1 266 0.1 6
2 5 0.1 6
3 266 0.05 6
4 5 0.05 6
5 266 0.1 3
6 5 0.1 3
7 266 0.05 3
8 5 0.05 3
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4.5.3. Seleccion del numero de ciclos de elucion con la silice C18

Con base en los resultados de la seccidén anterior, se llevé a cabo un estudio mas
amplio y univariante para la determinaciéon del nimero éptimo de ciclos de elucidn, ya
gue ésta es la forma mds cominmente empleada en trabajos de extraccién en punta de
micropipeta. Para ello, se desarrollaron una serie de experimentos, en los que a 1 mL de
medio proveniente del cultivo de la microalga Selenastrum capricornutum se le adiciond
de manera previa a su manipulacién benzo[a]pireno a una determinada concentracién
(50, 100 o 266 ng mL™). Posteriormente esta muestra se pasé en tres ciclos a través de
una punta de micropipeta empacada con 50 mg de silice C18; mientras que, la
recuperacién del analito desde el adsorbente se hizo con 500 pL de acetonitrilo
empleando diferentes ciclos de elucién (1, 3, 6, 9 y 12). Es importante mencionar que esta

prueba se realizo por triplicado.

En el caso del benzo[alantraceno se decidié realizar sélo una prueba por triplicado
posterior a los experimentos de benzo[a]pireno a una concentracién de 100 ng mL ™ a fin
de determinar si el comportamiento era similar al de su congénere y con base en esto

seleccionar un valor dptimo de ciclos de elucidn para ambos compuestos.
4.5.4. Seleccion del nimero de ciclos de carga de la muestra.

En relacidon con los ciclos de carga de la muestra también se decidié realizar un
estudio mds amplio acerca de su influencia en el porcentaje de recuperacion; para ello se
utilizd una muestra y un dispositivo para la extraccidon de las mismas caracteristicas que lo
descrito en el apartado anterior; sélo que en este caso los ciclos de elucion empleados
fueron seis (determinados con base en los resultados del apartado 4.5.2); mientras que los
ciclos de carga probados fueron: 1, 2, 3, 4 y 5. Los experimentos para ambos analitos se

. .z -1
llevaron a cabo Unicamente a la concentracion de 100 ng mL .
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4.6. Validacion instrumental y del método
4.6.1. Linealidad, precision, limites de deteccion y limites de cuantificacion
4.6.1.1. Linealidad

Las curvas de calibracion (area del pico vs concentracidn) instrumentales de
benzo[a]pireno y benzo[a]antraceno se construyeron a partir del analisis cromatografico
de disoluciones de los analitos preparadas en acetonitrilo. Cada una de éstas curvas
incluyd 7 niveles de concentracién que corresponden con 5, 25, 50, 75, 100, 150 y 300 ng

mL™.

Cada nivel de calibracién se prepard adicionando tanto benzo[alantraceno como
benzo[a]pireno y partiendo de disoluciones individuales de cada uno de ellos. La
preparacién en conjunto se hizo para efectuar el monitoreo de ambos compuestos en una

misma corrida cromatografica.

Los niveles correspondientes a 100, 150 y 300 ng mL™? se obtuvieron a partir de
disoluciones de trabajo de benzo[a]pireno y benzo[alantraceno a una concentracion de
1.05 ug mL™. En lo gue respecta a los niveles que van de 25 a 75 ug L se partié de
disoluciones de trabajo a 0.53 pg mL™ y finalmente el nivel de 5 pg L™ se obtuvo por

dilucién a partir de una disolucion de trabajo a 0.1 pg mL™.

Por otro lado, las curvas para evaluar la linealidad del método se prepararon adicionando
alicuotas de las disoluciones de trabajo antes mencionadas y que contenian a ambos
analitos sobre la matriz (medio de cultivo en absorbancia igual a uno que corresponde con
un nimero promedio de células de 5x10° Olmos et al., 2013) de modo tal que, se tuvieran
las mismas concentraciones que las indicadas en la preparacién de la curva instrumental.
Una vez enriquecida la muestra con los analitos de interés ésta se tratd de acuerdo con la
metodologia optimizada (descrita en la seccién de resultados, apartado 4.6). Cabe
mencionar que tanto las curvas instrumentales como las de método se obtuvieron por

triplicado.
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Una vez preparados cada uno de los niveles de calibracion de las curvas instrumentales y
del método, éstos se analizaron a través de un sistema de cromatografia de liquidos de
alta resolucidn con deteccion de fluorescencia (CLAR-DF) bajo las condiciones descritas en
la seccion de resultados, apartado 5.1.1. Posteriormente el tratamiento de los resultados
involucré: a) la inspeccién gréfica de la respuesta dada por el sistema de analisis en
funcién de la concentracién (para cada uno de los compuestos) y la evaluacion de la
relaciéon entre las variables a través del célculo del coeficiente de correlacion y b) la
construccion de un modelo para la descripcién de los datos a través de minimos

cuadrados y el analisis de varianza de la regresién lineal.

Inspeccidn grafica de datos y determinacién del coeficiente de correlacion

a) Si en la inspeccion grafica de los datos se observé que las variables podian ser descritas
por una correlacion de tipo lineal; entonces se evalio la bondad con que los datos se

ajustarian a una linea a través del coeficiente de correlacion momento producto (r).

Analisis de regresion lineal por minimos cuadrados

b) Finalmente con base en los resultados de las pruebas antes descritas se cred un modelo
de regresion lineal a través de minimos cuadrados para la descripcidn de los datos cuya
bondad de ajuste se evalud a través del estadistico F de Fisher calculado con base en un

analisis de varianza (ANOVA).

4.6.1.2. Precision

La precision se evalué en términos de repetibilidad y reproducibilidad. Los
experimentos desarrollados para ello, consistieron en la preparacién por triplicado vy el
analisis subsecuente de disoluciones estandar o extractos, correspondientes Unicamente
en ambos casos a las concentraciones de los extremos del rango de las curvas de
calibracion. Los ensayos fueron realizados en un mismo dia y en dias consecutivos; de
modo que en el primer caso consideramos variaciones en la preparacién y entre una

corrida cromatografica y otra; mientras que, en el segundo ensayo se incluye ademas la
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variabilidad dada entre dias. En ambos casos la variabilidad se expresé en términos del

coeficiente de variacién (C.V.).
4.6.1.3. Limites de deteccidn y de cuantificacion

La estimacion de los limites de deteccidn (L.D) y cuantificacidn (L.C) fue tedrica y se
realizd con base en el analisis de regresion lineal de curvas de calibracidn instrumental y
de método construidas en un intervalo de concentraciones que va de 2.5 a 15 ng mL™ de
analito. Es importante mencionar que cada nivel de calibracién de éstas curvas se realizé

por triplicado.

Asi, a partir de las ecuaciones 1 y 2 se estimaron los limites de deteccién vy
cuantificacidn respectivamente.

_ [3.3 xSy ]

L.D
b,

Ecuacién 1 L.C=3.3L.D Ecuacién 2

Donde:

Sy/x: s la desviacidn estandar de la regresion

b;: es el valor de |la pendiente de la curva de calibracion
4.6.2. Porcentaje de recobro y selectividad del método

Antes de llevar a cabo la adicidn de los analitos de interés sobre la matriz analitica
(medio de cultivo de la microalga Selenastrum capricornutum) para evaluar el porcentaje
de recobro del método, se efectud la extraccion de una muestra no adicionada, a fin de
obtener un blanco de matriz que permitiese conocer la existencia de potenciales
interferentes y con base en ello establecer si fuese necesario la evaluacion de la
selectividad del método. Posteriormente, distintas cantidades de benzo[alantraceno y
benzo[a]pireno se adicionaron conjuntamente sobre la matriz y se trataron de acuerdo
con la metodologia de extracciéon optimizada (descrita en la seccion de resultados
apartado 5.3); finalmente los extractos se analizaron por CLAR-DF a las condiciones pre

establecidas. La respuesta (area del pico cromatografico) obtenida del analisis de cada
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muestra adicionada, se compard con la de disoluciones estandar a las concentraciones
respectivas; asumiendo que la sefial de ésta ultima corresponde con el 100 % del analito
adicionado inicialmente en la muestra. Asi, el porcentaje de recuperacién se obtuvo a
través del cociente del area del extracto sobre el drea del estandar y se multiplicé por

cien.

4.7 Aplicacién de la metodologia de extraccidn en fase sélida en punta de micropipeta
con analisis por CLAR-DF

4.7.1 Evaluacion de la remocion de benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno

La aplicacién del método desarrollado consistio en detectar y cuantificar a los HAPs
en bioensayos en los que la microalga Selenastrum capricornutum fue expuesta a los
contaminantes; estos bioensayos fueron de tres tipos, el primero de ellos se considerd
como un blanco y corresponde a un medio con HAPs libre de microorganismos. El segundo
tipo de ensayo se efectué empleando un medio con HAPs y microorganismos muertos al
cual se le denomind control de algas muertas. En ambos casos se adicionaron
conjuntamente tanto benzo[a]antraceno como benzo[a]pireno a una concentracién de
(50, 100 o0 266 ng mL " de cada hidrocarburo por ensayo). Es importante mencionar que a
través de éstos dos ensayos se pretendid diferenciar la pérdida de los HAPs desde el
medio liquido de cultivo, debida a factores abidticos como son: la foto oxidacidn, la
adsorcién al vidrio y especificamente en el segundo caso la adsorcion a la superficie del
microorganismo. Es de notarse que el control de algas muertas incluye la influencia de
todos los factores de interés y es ademds, una matriz cuya composicién es de mayor
similitud con respecto a la muestra de los bioensayos con microorganismo vivos, razén por
la cual, el blanco se realizé Unicamente a la concentracién de 266 ng mL ™ mientras que, el
control con algas muertas se llevé a cabo a las concentraciones de 50 100 y 266 ng mL™
gue también corresponden con las evaluadas en el tercer tipo de ensayo. En éste ultimo la
muestra es un medio de cultivo con microorganismos vivos al cual se le adiciond
benzo[a]pireno y benzo[a]antraceno a las concentraciones antes mencionadas. Este

ultimo bioensayo fue el que permitié evaluar la remocidn de los contaminantes por parte

de la microalga.
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En todos los casos, se usaron 15 mL de medio de cultivo con un nimero de células

constante de 5x10° células por mililitro de cultivo. Los diferentes tiempos de monitoreo

fueron 0.5, 0.75, 1.5, 3, 6, 9, 15 y 18 h; mientras que, las concentraciones de HAPs

probadas corresponden con 50, 100 y 266 ng mL™. Una descripcién general de las

caracteristicas de la muestra empleada en cada tipo de ensayo y del proceso de su

obtencidon se muestra en la tabla 8.

Tabla 8. Tipos de muestra empleados en los ensayos de exposicion

Ensayos de
exposicion

1: Medio libre de
microorganismos
(blanco)

2: Medio con

microorganismos
muertos (control
de algas muertas)

3: Medio con
microorganismos
(muestra
adicionada)

Colocar en un matraz Erlenmeyer 15 mL de medio
centrifugado proveniente de un cultivo del
microorganismo a absorbancia de una unidad.

Esterilizar.

Adicionar una alicuota de una disolucion de B[a]P y B[al,
tal que se obtengan las concentraciones de exposicion
(Evaluado unicamente a 266 ng mL"1).

Colocar en un matraz Erlenmeyer 15 mL de un cultivo en
una unidad de absorbancia .

Esterilizar .

Adicionar una alicuota de una disolucién de B[a]P y B[a],
tal que se obtengan las concentraciones de exposicién
(50, 100 y 266 ng mL1).

Colocar en un matraz Erlenmeyer 15 mL de un cultivo en
una unidad de absorbancia.

Adicionar una alicuota de una disolucion de B[a]P y B[a],
tal que se obtengan las concentraciones de exposicion
(50, 100 y 266 ng mL1).

Cada tipo de ensayo se realizd por triplicado en el mismo dia y el monitoreo a los distintos

tiempos (0.5, 0.75, 1.5, 3, 6, 9 y 18 h) fue en continuo, es decir de un mismo cultivo se

tomaron alicuotas de 1 mL a los diferentes tiempos. Adicionalmente, en todos los casos
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los matraces que contenian el medio de cultivo se mantuvieron en agitacion y expuestos a

luz amarilla durante todo el proceso.

Por otro lado, cada muestra se tratd de acuerdo con lo descrito en el protocolo de
extraccion y se analizé por CLAR-DF bajo las condiciones descritas en la seccién de

resultados en los apartados 5.1y 5.3.

Finalmente, la estimacion de la cantidad de analito (benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno)
presente en los extractos a los distintos tiempos y en los diferentes ensayos se calculé a
través de las curvas de calibracion de método respectivas a cada compuesto. Los valores
de area (provenientes del analisis de cada uno de los extractos) se introdujeron en las
ecuaciones de regresion y entonces el valor de la concentracién en el extracto fue
estimado. Las ecuaciones empleadas fueron:

Area del compuesto en el extracto + 9445.1
682.9

= Concentracién de B[a]A en el extracto Ecuacién 3

Area del compuesto en el extracto + 21798.2
2407

= Concentracion de B[a]P en el extracto Ecuacion 4

Con los valores de concentracion de los diferentes extractos analizados correspondientes
a los diferentes tiempos de monitoreo se construyeron graficos de concentracion de los
contaminantes en funcién del tiempo. Adicionalmente, se estimaron los porcentajes de

remocion a través de la siguiente ecuacion:

_ [HAP(4] _ o y
(1 [HAPt=0]) 100 = Remocioén [%] Ecuacién 5

Dénde:

[HAP 4]: Corresponde con los valores de concentracion determinados para los extractos a

los diferentes tiempos de monitoreo.

[HAP .]: Corresponde al valor de concentracidon con que se adiciond inicialmente el

cultivo (266, 100 o 50 ng mL™).
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4.7.2. ldentificacion de algunos de los metabolitos formados por la microalga
Selenastrum capricornutum durante el proceso de remocion de benzo[a]pireno y

benzo[alantraceno

Como parte de la verificacidon del proceso de transformacién de los hidrocarburos
debido a la accidn de los microorganismos, se buscé identificar en los extractos obtenidos
del ensayo de exposicidn a 266 ng mL™ a los metabolitos de tipo dihidrodiol derivados de

los HAPs adicionados inicialmente a los medios de cultivo.

El primer acercamiento para llevar a cabo esta prueba, consistié en analizar los blancos de
matriz y los extractos obtenidos del monitoreo del ensayo de exposicién en el mismo
sistema de cromatografia de liquidos de alta resolucién con deteccién de fluorescencia
que se utilizé para los HAPs; pero en este caso empleando una fase movil: 70 % MeOH 30
% H,0 a un flujo de 1 mL min™”, y obteniendo los cromatogramas a longitudes de
excitacion y emisién de 260 y 410 nm respectivamente. Estas condiciones se han
establecido como Optimas para el andlisis de los metabolitos en estudios previos

desarrollados en nuestro grupo de trabajo (Olmos, 2013; Velasco, 2011)

Como una segunda etapa de identificacion de los metabolitos y con base en los resultados
del analisis por CLAR-DF antes descrito, se propuso que en caso de observar sefiales que
dieran indicio de la presencia de los metabolitos se realizaria una corroboracién a través
de un subsecuente analisis en un equipo de cromatografia de liquidos con detector
espectrofotométrico UV de arreglo de diodos marca WATERS modelo 2998; para lo cual
los extractos se preconcentraron en una precolumna de acero inoxidable de 13 x 4.5 mm,
empacada con silice C18 con tamano de particula de 5 um, la cual se acopld en linea al
sistema cromatografico empleando como fase maovil: 70 % MeOH 30 % H,0 a un flujo de 1
mL min™ y monitoreando las sefiales cromatograficas a tres longitudes de onda (265.3,
277.2 y 364.2 nm). Estas condiciones de preconcentracion y analisis en linea de los
metabolitos fueron optimizadas previamente por el grupo de trabajo; sin embargo, ain no

han sido publicadas.
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V. Resultados
5.1. Condiciones de analisis

5.1.1. Determinacion de las condiciones de analisis de benzo[a]antraceno vy
benzo[a]pireno

Los tiempos de retencidn obtenidos para benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno bajo
las condiciones cromatograficas utilizadas, fueron de 3.3 y 4.5 min respectivamente, con
una resoluciéon estimada de 5.2. En relacidon con su deteccidn, las condiciones de maxima
respuesta fueron a una A de excitacién de 280 nm y una A de emisiéon de 412 nm para
benzo[a]antraceno; mientras que, para benzo[a]pireno los valores respectivos fueron 250

y 416 nm.

Finalmente, con base en los tiempos de retencién fue posible la creacién de un método de
analisis en el que ambos compuestos se monitorearon simultdneamente en una misma
corrida cromatografica, dado que se trabajé con un detector programable. De modo que
del tiempo 0 a los 3.8 min de la separacién cromatografica se mantuvieron las condiciones
de deteccion para benzo[alantraceno y posteriormente y hasta los 6 min se mantuvieron
las condiciones de deteccién del benzo[a]pireno. En la figura 7, se muestra el
cromatograma obtenido de wuna disolucién estandar con benzo[a]pireno vy

benzo[alantraceno.

Benzo[a]pireno

¥

0.75

0.50 Benzo[ajantraceno

Volts

z

0.25 trgzs:3.334 min 1
Wy, gjgja : 0.052 min Rs:5.210

0.00 - - T | T

trgp: 4.522 min
Wy gige - 0.062 min

Tiempo [min]

Figura 7. Separacién cromatografica de una disolucién estandar de B[a]A y B[a]P a 75 ng mL™. Columna:
Agilent de 4.6 x 150 mm empacada con XDB-C18 de 5 um. Fase mévil metanol 100 % a un flujo de 1 mL min ~
! Resolucién obtenida: 5.210. Deteccién: Fluorescencia (de 0 a 3.8 min se utilizé una A de excitacidn de 280

nmy una A de 412 nm; de 3.8 a 6 min se utilizd una A de excitacién de 250 nm y una A de 416 nm).
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5.2. Establecimiento de las condiciones del método de extraccion en fase sdlida en

punta de micropipeta
5.2.1. Seleccidn del tipo de adsorbente

Los resultados del porcentaje de recuperacién del benzo[a]pireno empleando 100
mg de silice C8 y C18 con tres ciclos de carga de la muestra y seis ciclos de elucion fueron
de 36 y 32 %, respectivamente. Con base en lo anterior y aunque los recobros fueron muy
similares, se eligié una silice de tipo C18 con fines de uso comparativos a procesos de

extraccion similares a los desarrollados en el laboratorio.
5.2.2. Efecto de las variables en la recuperacidn de los analitos

En relacion con el disefio de experimentos 2", se encontrd que la variabilidad del
porcentaje de recuperacién obtenido en los experimentos desarrollados en esta seccidn,
es Unicamente de tipo aleatorio y en consecuencia los factores probados (cantidad de
fase: 50 o0 100 mg, ciclos de carga de la muestra: 3 o 6 y concentracién del analito: 5 0 266
ng mL™) no tienen influencia significativa sobre la recuperacién, por lo anterior se decidid
emplear 50 mg de fase, ya que esto representé un menor consumo de reactivo.
Adicionalmente para la prueba subsecuente se emplearon tres ciclos de carga de la

muestra.
5.2.3. Seleccidon del numero de ciclos de elucién con la silice C18

En la figura 8 se muestra un grafico del porcentaje de recuperacidn obtenido en
funcién de los ciclos de elucién a diferentes concentraciones de benzo[a]pireno. En ésta
grafica se observa un incremento del porcentaje de recuperacion principalmente de 1 a 6
ciclos de elucién; mientras que después de éstos permanece practicamente constante a
las distintas concentraciones probadas; ademads dada la variabilidad observada resultd
dificil diferenciar estadisticamente entre los porcentajes de recuperacién de los 6 ciclos de
elucién respecto a sus posteriores (9 y 12 ciclos), aunado a ello una mejor precision fue
encontrada para los 6 ciclos, por lo que éstos se seleccionaron como el valor éptimo de

dicho parametro .
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Por su parte, para el benzo[a]antraceno y de acuerdo con lo ilustrado en la figura 9, la
evaluacion de la recuperaciéon en funcion de los ciclos de eluciéon a la concentracion de 100
ng mL?; mostré un comportamiento similar respecto a su congénere, y dado que se
planeaba extraer conjuntamente dichos analitos se decidié seleccionar el mismo nimero
de ciclos de elucién, es decir 6. La figura 9 muestra la comparacion del porcentaje de
recuperacién de benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno en funcién del numero de ciclos de

elucion a la concentracidon mencionada.
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Figura 8. Porcentaje de recuperacidn de benzo[a]pireno en funcion del nimero de ciclos de elucidn

47



100
90
80
70

60 {

50
40 §

30

20 i

10

Recuperacion %

0 2 4 6 8 10 12 14
Ciclos de elucién

& BaA W BaP

Figura 9. Comparacion del porcentaje de recuperacion de benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno en funcion

P . .z -1
del numero de ciclos de elucién para un ensayo a 100 ng mL .

5.2.4. Seleccion del numero de ciclos de carga de la muestra

La Figura 10 presenta la variacién del porcentaje de recuperacion en funcion del
numero de ciclos de carga para el B[a]P y el B[a]A. Los resultados de esta prueba
mostraron que un sdlo ciclo de carga era adecuado en el proceso, porque es donde se
obtiene la maxima recuperacién (51 y 53 % para benzo[a]pireno y benzo[a]antraceno
respectivamente). Cabe mencionar que en estos experimentos, tanto los extractos como
el efluente fueron analizados, mostrando que alrededor del 5 % del analito se mantenia
en el efluente, por lo que los bajos recobros obtenidos no estaban asociados con una
inadecuada transferencia del analito desde la muestra al dispositivo de extraccion.
Adicionalmente, muestras sin adicién de HAPs y quienes fungieron como blancos de
matriz fueron tratadas de acuerdo con el protocolo de extraccién optimizado (descrito en
la seccién de resultados, apartado 5.3). El andlisis de éstas mostrd que no era necesaria
una etapa de limpieza durante el proceso de extraccién, ya que no se observaron sefales
cromatograficas en los tiempos de retencion de B[a]JA y B[a]P que pudiesen ser

considerados como interferentes.
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Figura 10. Efecto de los ciclos de carga en el porcentaje de recuperacidn para benzo[a]pirenoy

benzo[a]antraceno

5.3. Protocolo del método de extraccidn en fase sélida en punta de micropipeta

La primer etapa del protocolo de extraccidn consistié en el acondicionamiento del
adsorbente, para lo cual se pasaron 200 pL de acetonitrilo a través del dispositivo de
extraccidén en un soélo ciclo de aspiracion y desorcién, seguido de cinco ciclos de 200 uL
cada uno con una disolucién acuosa de acetonitrilo al 20 %. Posteriormente se pasé 1 mL
de muestra a través del dispositivo en que esta contenido el adsorbente empleando un
sélo ciclo de carga, para finalmente llevar a cabo la elucion de los analitos a través de 6
ciclos de aspiraciéon y desorcién empleando 500 uL de acetonitrilo. Se destaca que la
muestra es una alicuota no centrifugada del medio de cultivo de la microalga Selenastrum
capricornutum por lo que en ella se contenian a las células a diferencia de lo que se hace
en la mayoria de los trabajos reportados en la literatura e inclusive los de nuestro grupo
de investigacion (Warshawsky et al., 1995 y 2007; Olmos et al., 2012) en dénde se maneja
por separado el medio liquido y la biomasa al momento de realizar la extraccién. En este
protocolo las muestras se tomaron sin realizar la separacién de sus fases ya que el método
se planteé como una opcidon de monitoreo “in situ” rdpido y sencillo del proceso de

remocion. Respecto a la cantidad de biomasa contenida en 1 mL se obtuvo un valor
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promedio de 0.3 mg (dato obtenido de la relacién existente entre la cantidad de biomasa

contenida en 15 mL de cultivo, la cual es de aproximadamente 5 mg (Olmos et al., 2012),

de modo que ello no representé algun inconveniente en términos técnicos, tal como la

obstruccion de los frites.

En relacién con el medio de cultivo éste fue adicionado previamente con los analitos de

interés e inmediatamente se tomé la muestra a la cual se le colocaron 240 pL de

acetonitrilo como modificador organico (Marcé et al., 2000). Finalmente, el protocolo

completo de extraccidn se presenta en la figura 11.
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Figura 11. Esquema general de la metodologia de extraccidén en punta de micropipeta
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5.4. Validacion instrumental y del método
5.4.1. Linealidad, precision, limites de deteccidn y limites de cuantificacion
5.4.1.1. Linealidad

En relacién con los graficos de drea en funcidn de la concentracidn, en todos los
casos éstos mostraron correlacién de tipo lineal (como ejemplo se presentan las curvas de
linealidad del método de los analitos estudiados en las figuras 12 y 13), lo que concordd

“w_ . n
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con sus valores de

superiores a 0.99.
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Figura 12. Linealidad del método del benzo[alantraceno
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Figura 13. Linealidad del método del benzo[a]pireno
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En relacién con el andlisis de regresion lineal los valores de ordenada y pendiente tanto de
las curvas instrumentales como de método son presentados en la tabla 9. Mientras que;
los valores del estadistico r, indicaron en todos los casos gue los modelos obtenidos
fueron capaces de explicar el 99 % de la variabilidad observada en las respuestas
analiticas. Con base en lo anterior el intervalo lineal de trabajo de ambos analitos quedd
delimitado por los niveles superior e inferior de sus respectivas curvas de calibraciéon
instrumentales o del método. Es decir van desde los 5 ng mL' a 300 ng mL*

comprendiendo un rango de 295 ng mL™, en todos los casos.

Tabla 9. Parametros estimados a través de la regresion lineal por minimos cuadrados para las curvas del

método e instrumentales de benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno

Benzo[a]antraceno Benzo[a]pireno
Instrumental Instrumental
Parametro Estimado Estimado Parametro Estimado Estimado
Intercepto 895.1 728.6 Intercepto 10187.4 6778.4
Pendiente 717.8 17.4 Pendiente 2533.5 51.4
Método Método

Intercepto -9445.1 2636.1 Intercepto -21798.2 7863.1
Pendiente 682.9 19.3 Pendiente 2407.6 60.2

Finalmente los resultados del andlisis de varianza para la evaluacidon del ajuste del modelo
lineal propuesto, arrojaron en todos los casos un valor de p <0.05 indicando con un nivel
de confianza del 95 % una correlacion estadisticamente significativa entre las respuestas

analiticas y las concentraciones estimadas por el modelo.
5.4.1.2. Precisién

En la tabla 10 se muestran los valores del coeficiente de variacién (C.V.), que
indican la precisién en los niveles extremos de las curvas instrumentales y del método.

Dichos resultados indicaron en todos los casos un C.V. menor al 15 %, lo que podriamos
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considerar como un valor aceptable para el tipo de muestras empleado, consideradas

como complejas.

Tabla 10. Evaluacién de la precision para benzo[alpireno y benzo[a]antraceno.

Repetibilidad Reproducibilidad Repetibilidad Reproducibilidad
Instrumental Método Instrumental Método Instrumental Método Instrumental Método
1.25 6.6 2.1 33 1.6 4.4 3.2
300 ng mL ™ 2 2 0.8 5.0 1.2 2.7 1.9 3.6 8.4

Finalmente en lo que a exactitud se refiere, se puede decir que aunque no se efectuaron
experimentos especificos para su estimacioén, se puede asumir que el porcentaje de
recuperacién, la precision con que este fue obtenido y su independencia de la
concentracion son indicativos de dicho parametro. Es importante mencionar que pese a
qgue los valores de recuperacion para ambos analitos podrian considerarse insuficientes
éstos no lo son, ya que se encuentran cercanos a los valores esperados debido a las bajas
concentraciones en que estos se evaluaron y también debido al empleo de una matriz de
tipo complejo. Aunado a ello, el buen ajuste del modelo lineal de los graficos presentados
en la seccion de resultados en el apartado 5.4.2 indican la independencia de la
recuperacién con la concentracidn y finalmente en todos los casos los valores del C.V. con
los que dicho parametro fue estimado a cada nivel de concentracion no fue mayor al 15 %

valor que consideramos aceptable.

5.4.1.3. Limites de deteccion y de cuantificacion

Las curvas de calibracidn construidas para la estimacion de los limites de deteccidn
y cuantificacién mostraron un comportamiento no homogéneo de la varianza a través de
sus distintos niveles de calibraciéon o concentracidn; lo cual repercutia en la estimacion de
los limites, dando valores muy altos de los mismos. Para solucionar esto, se realizd una
transformacion de las variables de dichas curvas de calibracion que permitiera la
homogenizacidon de las varianzas para asi posteriormente llevar a cabo el andlisis de

regresion lineal. Con esta modificacion fue posible la estimacidon de los limites de
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deteccién y cuantificacidon teoricos. En el caso de las curvas instrumentales los limites de
deteccion fueron de 0.26 y 0.34 ng mL" para benzo[alpireno y benzo[a]antraceno
respectivamente; mientras que en las curvas del método éstos fueron de: 0.71 y 0.89 ng
mL 1. Finalmente, los limites de cuantificacion instrumentales fueron de 0.88 y 1.15 ng
mL™; mientras que los de método fueron de 2.3 y 2.9 ng mL™ para benzo[a]pireno y

benzo[a]antraceno respectivamente.
5.4.2. Porcentaje de recuperacion y selectividad del método

De la extraccion de la muestra analitica no fortificada se concluydé que no existen
especies que pudieran ser consideradas como potenciales interferentes en la deteccion de

los analitos de interés.

Cabe mencionar que también se extrajeron muestras de blancos de matriz a los distintos
tiempos de monitoreo bajo las condiciones de los ensayos de exposicién; de dicho estudio
se observé que el perfil cromatografico del blanco de matriz permanecia constante; es
decir no se observé la aparicidon o desaparicion de sefiales entre una muestra de blanco de
matriz a un tiempo cero comparada con alguno de los correspondientes a los tiempos de
monitoreo. En la figura 14 se muestran los cromatogramas de un blanco de matriz al
tiempo cero y su analogo a un tiempo de 18 h bajo las condiciones de exposicién, ademas

del cromatograma correspondiente al extracto de una muestra adicionada.
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Figura 14. Cromatogramas obtenidos empleando una columna XDB-C18 con una fase mévil de MeOH al 100
% a un flujo de 1 mL min”. Cromatogramas A y B corresponden a los blancos de matriz de los tiempos Oy 18
h. Cromatograma C: Extracto obtenido después de un tiempo de 18 h proveniente del ensayo de exposicion

con 50 ng mL" de HAPs

En relacién con el porcentaje de recuperacién del método de extraccion, éste se
determind a los distintos niveles de concentracion de las curvas de calibracién de cada
compuesto a partir del analisis de muestras adicionadas. Adicionalmente se crearon
graficos (figura 15 y 16) para la representacion de los nanogramos recuperados de cada
analito respecto a los adicionados, observandose en ellos una correlacién de tipo lineal
entre las variables. Para ambos compuestos los modelos lineales predichos fueron
capaces de explicar aproximadamente el 98 % de la variabilidad de los datos. En
conclusiéon dado que el incremento en la cantidad recuperada es proporcional a la
cantidad adicionada podemos decir que el recobro es constante a través del intervalo de
concentraciones probadas y que su valor se deduce de la pendiente de los graficos
construidos; dando un porcentaje de recuperacion del 48 % para benzo[a]pireno y del 49

% para benzo[alantraceno.

55



Benzo[a]pireno recuperado [ng]

Benzo[a]antraceno recuperado [ng]

150

120

90

60

30

Evaluacion de larecuperacion

B[a]P recuperado=-3.4806+0.4838 [BaP adicionado]

1 1 1 1 1 1

50 100 150 200 250 300

Benzo[a]pireno adicionado [ng]

Figura 15. Evaluacion de la recuperacion del método para benzo[a]pireno

150

120

90

60

30

Figura 16. Evaluacion de la recuperacion del método para benzo[alantraceno

Evaluacién de la recuperacion

B[a]A recuperado= -7.4345 + 0.4913 B[a] A adicionado

1 1 1 1 1 1

50 100 150 200 250 300

Benzo[a]antraceno adicionado [ng]

56



5.5. Aplicacion de la metodologia de extraccion en fase sdlida en punta de micropipeta

con analisis por CLAR-DF
5.5.1. Evaluacion de la remocion de benzo[a]pireno y benzo[a]antraceno

La estimacién de la cantidad de analito presente en los extractos a los distintos
tiempos y en los diferentes ensayos se hizo con base en los resultados de su respectivo
analisis por CLAR-DF. En la figura 17 se muestran los cromatogramas correspondientes a
algunos de los tiempos de monitoreo del ensayo con microorganismo vivos a 100 ng mL*
donde se ilustra una disminucién de los analitos en funcién del tiempo. Por otro lado, en
la figura 18 se muestran los cromatogramas del ensayo con microorganismos muertos a la
concentraciéon de 50 ng mL” donde se observa que las sefiales de ambos analitos no
presentan variaciones a los distintos tiempos del monitoreo, por lo que la tendencia

parece constante.
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Figura 17. Cromatogramas de los extractos correspondientes a los diferentes tiempos del monitoreo del

. . . -1 .
ensayo con microorganismos vivos expuestos a: 100 ng mL " de benzo[a]pireno y benzo[a]antraceno
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Figura 18 Cromatogramas de los extractos correspondientes a diferentes tiempos del monitoreo del ensayo

con microorganismos muertos expuestos a 266 ng mL de benzo[a]pireno y benzo[alantraceno

En las figuras 19 a 24 se muestran las curvas de la cantidad recuperada promedio de los
HAPs en funcién del tiempo en los cultivos de microalgas vivas y muertas expuestas a
diferentes concentraciones de B[a]P y B[a]A. Ademds, la linea verde en todos los casos
indica la cantidad inicial de hidrocarburo con que se adicioné el medio. Los calculos de la
cantidad de analito presente en los extractos se realizaron a partir de las curvas de

calibracion.

En las figuras mencionadas se puede observar que en lo que concierne a los ensayos con
microorganismos muertos, las concentraciones de los analitos se mantuvieron
practicamente constantes y cercanos al valor de su concentracién inicial a través de los
distintos tiempos de monitoreo en los ensayos a 266 y 50 ng mL™; mientras que en el
ensayo a 100 ng mL™ se observé una mayor variabilidad en los datos, la cual sin embargo,

no representé mas de un 20 % de la concentracion inicial.
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Figura 19. Concentracion de B[a]A en funcién del Figura 20.Concentracion de B[a]P en funcién del
tiempo de monitoreo en los ensayos de exposicion tiempo de monitoreo en los ensayos de exposicion
con microorganismos vivos y muertos a 266 ng mL™ con microorganismos vivos y muertos a 266 ng mL!
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Figura 21. Concentracion de B[a]A en funcién del Figura 22. Concentracién de B[a]P en funcién del
tiempo de monitoreo, en los ensayos de exposicion tiempo de monitoreo en los ensayos de exposicion
con microorganismos vivos y muertos a 100 ng mL™ con microorganismos vivos y muertos a 100 ng mL™
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Figura 23. Concentracion de B[a]A en funcién del Figura 24. Concentracién de B[a]P en funcién del
tiempo de monitoreo en los ensayos de exposicion tiempo de monitoreo en los ensayos de exposicion
con microorganismos vivos y muertos a 50 ng mL™ con microorganismos vivos y muertos a 50 ng mL™

En el caso particular de los extractos del medio libre de microorganismos (blanco) las
concentraciones fueron estimadas a partir de su comparacién con un estandar
correspondiente a la concentracion de exposicién, ya que se observd que los porcentajes
de recuperacién eran mayores (ver figura 25) en relacién a aquellos que se obtienen en las
curvas de calibracidon de método, debido quizas a que en términos estrictos la matriz no es

igual.
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Figura 25. Comparacion de la recuperacién de benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno desde un medio con y
sin microorganismos. En color azul se muestra el cromatograma correspondiente al extracto del medio libre
de microorganismos adicionado con una concentracion de HAPs de 266 ng mL 1 y en verde se muestra el
cromatograma correspondiente al extracto de un medio adicionado con la misma concentracién de HAPs

pero con la presencia de microorganismos.

Por otra parte, en la figura 26 se observé que en los ensayos con microorganismos vivos el
patron de disminucion de los hidrocarburos es similar; dicho comportamiento fue

observado a las distintas concentraciones probadas.
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Figura 26. Comparacién de la concentracion de benzo[a]pireno y benzo[a]antraceno respecto al tiempo de

. . . . -1
monitoreo en el ensayo con microorganismos vivos expuestos a 100 ng mL ~ de HAP.
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Finalmente los porcentajes de remocidon de cada analito en los diferentes puntos del
monitoreo se calcularon con la ecuacién 5 (presentada en la seccion de desarrollo

experimental, apartado 4.7.1), un ejemplo de esto se muestra a continuacién:

Estimacidon del porcentaje de remocién de benzo[a]pireno a partir de la concentracién
estimada al tiempo de 18 h en el ensayo con microorganismos vivos expuestos a 266 ng

mL ! del contaminante.

(1 24'7) 100 = 90.7 %
266 I

Las figuras 27 y 28 muestran los resultados del porcentaje de remocidon para ambos
analitos. En ellas se observd que desde el primer tiempo del monitoreo (0.5 h), ya hay una
disminucion de la cantidad de hidrocarburo mayor o igual al 20 % excepto en el ensayo de
menor concentracion (50 ng mL?), donde los valores fueron de 6.7 % y 15.4 % para
benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno, respectivamente. Adicionalmente se observd una
remocion alrededor del 90 % después de 18 h de exposicidn para los ensayos de 100 y 266
ng mL "1 -por otro lado, el tiempo maximo de monitoreo para el caso de menor
concentracion fue de 9 h alcanzandose una remocidn de 65 y 69 % para B[a]A y B[a]P,
respectivamente. Dicho comportamiento, sugiere que en términos de porcentaje de
remocidn, la tendencia es practicamente la misma, independientemente de Ia
concentracion de hidrocarburo con que ha sido adicionado el medio, y que no parece

haber mayor o menor factibilidad por la remocidn de alguno de los dos analitos probados.
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Figura 28. Comparacion a tres diferentes concentraciones de la remocidn de benzo[a]pireno
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5.5.2. Identificacion de algunos de los metabolitos formados por la microalga
Selenastrum capricornutum durante el proceso de remocion de benzo[a]pireno y

benzo[alantraceno

Dado que se sabe que el proceso de remocidon de benzo[a]pireno y benzo[alantraceno
llevado a cabo por la microalga Selenastrum capricornutum es debido a la degradacion de
los contaminantes (Warshasky et al.,, 1995 y 2007; Olmos et al., 2012) se decidié averiguar
si el método de extraccidon en punta de micropipeta aqui desarrollado para los HAPs
mencionados, también permitia extraer a los metabolitos de tipo dihidrodiol formados

por las microalgas.

Para ello los extractos correspondientes a los blancos de matriz y los bioensayos de
exposicién con microorganismos vivos, se analizaron a través de un sistema de
cromatografia de liquidos con deteccion de fluorescencia (CLAR-DF) empleando una fase
movil de mayor polaridad en comparacién con la utilizada previamente en el andlisis de
los HAPs. Ademds, es importante mencionar que bajo dichas condiciones se analizaron
inicialmente disoluciones estandar correspondientes a los metabolitos de tipo dihidrodiol

tanto de benzo[a]pireno como de benzo[a]antraceno.

Como resultado del analisis de los blancos de matriz, se observd que no existian sefiales
gue pudiesen ser consideradas como interferentes para la identificacion de los
metabolitos. En lo que respecta a los resultados de los bioensayos, Unicamente en
aquellos que correspondian a los tiempos de 1.5, 3 y 6 h de exposicion se observaron
algunos picos cromatograficos, que de acuerdo con sus tiempos de retencidn se infirié que
podrian ser algunos de los metabolitos. A modo de ejemplo, en la figura 29 A se presenta
el cromatograma del extracto del bioensayo a 3 h. En él aparecen dos sefiales que podrian
corresponder con el 10-11 dihidrodiol benzo[a]lantraceno y el 7-8 dihidrodiol
benzo[a]pireno, ya que se presentan en los mismos tiempos de retenciéon de éstos. Lo
anterior se verificd a través de la adicion de una disolucién que contenia una mezcla de
estandares de los metabolitos (9-10, 4-5 y 7-8 dihidrodiol B[a]P; ademas de, 5-6, 8-9 y 10-

11 dihidrodiol B[a]A) sobre el extracto anteriormente analizado, lo que dio como
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resultado un incremento en la sefial cromatografica de los picos inicialmente

identificados, esto se ilustra en el cromatograma B de la figura29.

Muestra del ensayo con microorganismos
vivos, adicionada con B[a]P y B[a]A a 266

Cromatograma A ng mL! y correspondiente a un tiempo de
exposicion de 3 h.

w
I
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Figura 29. Cromatogramas comparativos de: A) extracto del ensayo de exposicion con microorganismos
vivos a 3 h y B) el mismo extracto con adicion de una mezcla de metabolitos. Condiciones de analisis:

sistema CLAR-DF, columna: XDB-C18 y fase mévil 70 % metanol 30 % agua a un flujo de 1 mL min™

Por otra parte, en la figura 30 se observa como varia la intensidad de las sefiales
identificadas del extracto de 3 h (cromatograma B) comparadas con las del extracto de 6 h
(cromatograma C). En este ultimo se observé ademas la aparicién de dos nuevas senales
las cuales se asociaron con los estandares del 9-10 dihidrodiol benzo[a]pireno y el 5-6
dihidrodiol benzo[a]antraceno; con base en los tiempos de retencién del extracto
adicionado con estandares, presentado previamente en la figura 29 B. En la figura 30
también se observd que al tiempo de monitoreo de 1.5 h aun no se detectaron los

metabolitos.
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Figura 30.ldentificacion de metabolitos en los extractos a 1.5, 3y 6 h del ensayo a 266 ng mL " Condiciones

de anélisis: sistema CLAR-DF, columna: XDB-C18 y fase mdvil 70 % metanol 30 % agua a un flujo de 1 mL min’

1

Finalmente, con base en los resultados obtenidos del analisis por CLAR-DF se decidié
corroborar la presencia de los metabolitos identificados en los extractos de 3 y 6 h, a
través de un sistema de cromatografia de liquidos con deteccién espectrofotométrica de
arreglo de diodos (CLAR-DAD). Para ello los extractos obtenidos por extraccién en fase
solida en punta de micropipeta se preconcentraron en una precolumna acoplada en linea
al sistema cromatografico, para posteriormente llevar a cabo su andlisis y con ello la
obtencién de los espectros de cada uno de los picos cromatograficos presentes en la
muestra; los cuales se compararon con los correspondientes a los de los estandares de los

metabolitos para asi poder llevar a cabo la identificacién.

La determinacion de los tiempos de retencién de los metabolitos (9-10, 4-5 y 7-8
dihidrodiol benzo[a]pireno y 5-6, 8-9 y 10-11 dihidrodiol benzo[a]antraceno) en el sistema
CLAR-DAD se hizo a partir de la inyeccion directa de una disoluciéon estandar de los

mismos. En la figura 31 A se muestra el cromatograma correspondiente a dicho analisis.

66



Mientras que el cromatograma B de ésta misma figura corresponde al extracto
preconcentrado de 6 h; a partir del cual se logré corroborar la presencia del 7-8
dihidrodiol benzo[a]pireno, el 10-11, el 5-6 dihidrodiol benzo[a]antraceno y el 9,10
dihidrodiol benzo[a]pireno que previamente habian sido identificados en el analisis por
CLAR-DF. Respecto al 7-8 dihidrodiol benzo[a]pireno es importante mencionar que aun
cuando su sefial cromatografica fue muy pequeiia, la identificacién espectral (presentada
en la figura 32) corroboré la presencia de dicho analito; por el contrario en el caso del 9-
10 dihidrodiol benzo[a]pireno aun cuando en el extracto preconcentrado existe una seiial
cromatografica que coincide con el tiempo de retencién de dicho analito, la identificaciéon
espectral no fue posible. Adicionalmente en el cromatograma B de la figura 31 se muestra
una sefal que corresponde con el 4-5 dihidrodiol benzo[a]pireno quien no se identificd

través del sistema CLAR-DF.
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Figura 31. Separacion de metabolitos en: A) una disolucién estandar por inyeccion directa y en B) el extracto
preconcentrado de 6 h del ensayo a 266 ng mL".Condiciones de anélisis: sistema CLAR-UV, columna: C18 y
fase movil 70 % metanol 30 % agua a un flujo de 1 mL min™ Las longitudes de onda de deteccidn fueron

265.3y364.2 nm

Finalmente, como sustento de la identificaciéon de los metabolitos, en la figura 32 se
muestra una comparacion entre los espectros de los estandares de algunos de los
metabolitos asi como los provenientes de las sefiales identificadas en el cromatograma del

extracto a 6 h presentado previamente.
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Figura 32. Espectros obtenidos de las sefiales correspondientes a los picos de los
metabolitos en una disolucidn con los estandares y en el extracto a 6 h. Condiciones de
analisis: sistema CLAR-UV, columna: C18 y fase mévil 70 % metanol 30 % agua a un flujo

de 1 mL min?

Finalmente, los metabolitos de benzo[a]pireno identificados en este trabajo coinciden con
los reportados en la literatura (Warshasky et al., 1995 y Olmos et al.,, 2012), cabe
mencionarse que no fue posible la identificacidon espectral del 9-10 dihidrodiol porque se
confunde con interferencias de la matriz. Sin embargo, en relacién a la identificacién de
los metabolitos de benzo[a]antraceno los metabolitos detectados coinciden con lo
encontrado en otros trabajos desarrollados en nuestro grupo de trabajo aun no

publicados.
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Por tanto, es importante mencionar que nuestra metodologia permitié tanto la evaluacién
de la remocidn de los hidrocarburos probados, asi como la identificacion del: 5-6 y 10-11
dihidrodiol benzo[a]antraceno y el 4-5 y 7-8 dihidrodiol benzo[a]pireno lo cual confirmd
que el proceso de remocién antes mencionado, involucra no sélo una adsorcion del
contaminante en el microorganismo; sino que ademas existe una transformacion quimica

del mismo.
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VI. Conclusiones

La extraccidon en punta de micropipeta con las condiciones optimizadas: 50 mg de
silice C18, acondicionamiento con 200 pL de acetonitrilo en un sélo ciclo y cinco ciclos
posteriores con 200 pL de agua, un sélo ciclo de carga para 1 mL de muestra y una elucién
con 0.5 mL de acetonitrilo, resultd ser adecuada para el aislamiento en conjunto de

benzo[a]pireno y benzo[a]antraceno en un intervalo de concentraciones de 5 a 300 ng mL
-1

La validacién instrumental y de método mostrd que las concentraciones de cada
uno de los HAPs y la respuesta obtenida de su andlisis se encuentran correlacionadas
linealmente, lo que concordd con las pruebas de ANOVA .y los valores del coeficiente de

determinacion (r?) superiores o iguales a 0.99.

La metodologia desarrollada fue selectiva y precisa (valores de C.V. < 15 %).
Presentd valores de recuperacion independientes de la concentracién de analito y que

corresponden con 48 y 49 % para benzo[a]antraceno y benzo[a]pireno respectivamente.

Los limites de deteccién y cuantificacion del método fueron de 0.71y 0.89 ng mL ™

yde2.3y2.9ngmL 1 para B[a]P y B[a]A respectivamente.

La metodologia desarrollada y validada permitié la cuantificacion de B[a]A y B[a]P
en bioensayos de exposicidn con la microalga Selenastrum capricornutum obteniéndose

asi el monitoreo de sus concentraciones en el tiempo.

Los ensayos de exposicidon con microorganismos muertos indicaron que no hay una
remocion mayor al 20 % del hidrocarburo durante todo el periodo de monitoreo y que
esto es independiente de la concentracién del contaminante adicionada inicialmente al
medio de cultivo. Los ensayos con microorganismos vivos arrojaron un porcentaje de
remocién alrededor del 90 % a un tiempo de 18 h para los ensayos a 100 y 266 ng mL ;
aunado a ello, la tendencia en la remocién tanto de benzo[a]pireno como de

benzo[alantraceno fue similar en todos los casos.
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Finalmente fue posible el aislamiento y la identificacion del 7-8-dihidrodiol
benzo[a]pireno, del 10-11 y 5-6 dihidrodiol-benzo[alantraceno y del 4-5 dihidrodiol-
benzo[a]pireno, indicando que la remocidn es efectuada no sélo por adsorcién sino por el

metabolismo de la propia microalga.
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