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RESUMEN

Los filtros UV o0 solares son compuestos quimicos de naturaleza organica e
inorganica utilizados ampliamente para evitar y/o reducir los efectos de la exposicidon
a la radiacion solar. Se encuentran presentes como aditivos en plasticos y pinturas
0 como componentes principales de los productos de cuidado personal.
Actualmente los filtros UV, especificamente la oxibenzona y el homosalato, se
pueden clasificar como contaminantes emergentes puesto que no existen
normativas que regulen las concentraciones que los métodos de tratamiento
convencionales liberan hacia los cuerpos de agua naturales como rios, lagos, playas
y océanos, lo cual culmina en el incremento de sus concentraciones que van desde
los ng/L hasta pg/L. Ademas, se ha demostrado que ejercen efectos adversos en
las especies acuaticas, por ejemplo: disrupcién enddcrina, disminucion de la
fertiidad y reproduccion, mortalidad y una participacion relevante en el
blanqueamiento de corales.

Existen métodos de remocion alternativos como la ficorremediacion, en la cual se
hace uso de microalgas para la remocién de contaminantes. En este proyecto se
evalué la capacidad de remocion de oxibenzona y homosalato del agua a una
concentracion inicial de 5 mg/L, utilizando las microalgas C. vulgaris OW-01 y S.
acutus UTEX-72. Para la oxibenzona, los resultados obtenidos muestran que el 0.96
% de remocion se obtuvo por adsorcién y el 10.60 % por absorcién, lo cual
representa el 11.56 % de remocion utilizando C. vulgaris, ademas del 88.20 % de
remocién por efecto de la fotodegradacion. Por otra parte, del 23.95 % removido por
S. acutus, el 1.06 % y el 22.89 % de remocién se obtuvieron por adsorcion y
absorcion, respectivamente, mientras que el 76 % se atribuye a fotodegradacion. El
homosalato por su parte, no logré cuantificarse debido su posible fotodegradacion
0 precipitacion. En conclusion, las microalgas propuestas tienen la capacidad de
remover filtros UV, especialmente oxibenzona, del agua y pueden utilizarse en
sinergia con métodos como la fotodegradacion para obtener mejores resultados.
Palabras clave: Contaminantes emergentes, Ficorremediacion, Filtros UV,
Fotodegradacion, Homosalato, Oxibenzona.

Vi



ABSTRACT

UV filters are organic and inorganic chemical compounds widely used to avoid or
reduce the effects of UV radiation exposure. They are present as additives in plastics
and paints or as main components of personal care products. Currently, UV filters,
specifically oxybenzone and homosalate, can be classified as emerging
contaminants since there are no regulations that establish the concentrations
released by conventional treatment methods into natural water bodies such as rivers,
lakes, beaches, and oceans, which culminates in the increase of their concentrations
from ng/L to pg/L. In addition, it has been shown that they exert adverse effects on
aguatic species, for example: endocrine disruption, decreased fertility and
reproduction, mortality and a relevant participation in coral bleaching. Removal
methods, such as phycoremediation, in which microalgae are applied to remove
contaminants can be used. In this project, the removal capacity of oxybenzone and
homosalate from water at an initial concentration of 5 mg/L was evaluated, using the
microalgae C. vulgaris OW-01 and S. acutus UTEX-72. For oxybenzone, the results
obtained show that 0.96 % removal was obtained by adsorption and 10.60 % by
absorption, which represents 11.56 % removal using C. vulgaris, in addition to 88.2
% oxybenzone removal due to photodegradation. On the other hand, of the 23.95 %
removed by S. acutus, 1.06 % and 22.89 % removal were obtained by adsorption
and absorption, respectively, while 76 % is attributed to photodegradation.
Homosalate, for its part, could not be quantified due to its possible photodegradation
or precipitation.

In conclusion, the proposed microalgae can remove UV filters, especially
oxybenzone, from water and can be used in synergy with methods such as

photodegradation to obtain better results.

Key words: Emerging contaminants, Homosalate, Oxybenzone, Phyco-

remediation, Photodegradation, UV Filters.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad los efectos de la radiacion solar (envejecimiento prematuro,
guemaduras y cancer de piel) en la salud del ser humano han llegado a considerarse
un problema de salud publica. Para contrarrestar estos efectos se crearon los filtros
solares o UV, los cuales, dependiendo de su mecanismo de accion, pueden ser de
naturaleza organica o inorganica (Ramos, Homem, Alves, & Santos, 2015). Los
filtros solares son utilizados en productos de cuidado personal (bloqueadores
solares, lociones, cremas y maquillaje, entre otros), asi como aditivos en plasticos,
adhesivos y pinturas para protegerlos de la degradacién y desgaste ocasionado por
la radiacion UV. Debido a su uso constante se han encontrado en aguas residuales
y a su vez en cuerpos de agua naturales como rios, lagos y playas lo que provoca
su contaminacion y afecta de manera negativa a las especies que ahi habitan
(Mitchelmore, et al., 2019).

Algunos de los principales efectos negativos encontrados en organismos
acuaticos son: hermafroditismo, toxicidad, inhibicién del crecimiento y disrupcion
enddcrina (Walton, 2018); sin embargo, estos efectos han comenzado a ser notorios
hace apenas algunos afos, por lo que se les considera contaminantes emergentes,
es decir, contaminantes cuyas repercusiones y/o afectaciones alin son completa o
parcialmente desconocidas (Fent, Zenker, Rapp, & Kunz, 2010).

La reciente presencia y acumulacién de estos contaminantes genera una
serie de implicaciones como desconocimiento de sus efectos, requerimiento de
inversion de fondos para investigacion, una inadecuada regulacion gubernamental
y que las plantas de tratamiento convencionales no se encuentren debidamente
equipadas para su cuantificaciéon y eliminacién (Pacheco, Rocha, Pereira, &
Verdelhos, 2020).

Los motivos antes expuestos reflejan la necesidad de encontrar soluciones para
su remocién. En este proyecto se realiz6 la evaluacién de la remocion de filtros UV
utilizando las microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus, las cuales
resultan de interés debido a su capacidad de remocién de contaminantes organicos

y posible reutilizacion (Matamoros, Gutiérrez, Ferrer, Garcia, & Bayona, 2015).



1.1 CONTAMINANTES EMERGENTES

La Agencia de Proteccion Ambiental (EPA por sus siglas en inglés) de los Estados
Unidos define a los contaminantes emergentes como nuevos productos quimicos
no regulados y cuyo impacto es desconocido (Khan, et al., 2020). También pueden
definirse como todo aquel compuesto de origen y naturaleza variable con una
concentracion no significativa en el medio ambiente por lo que sus efectos
dificilmente pueden ser detectados (Gil, Soto, Usma, & Gutiérrez, 2012). En México,
el Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua los define como todo aquel
contaminante previamente desconocido o no reconocido como tal, cuya presencia
Nno es necesariamente nueva, pero si la preocupacion por las posibles
consecuencias de esta.

Entre los contaminantes emergentes se encuentran farmacos, compuestos
perfluorados, hormonas, drogas de abuso y productos de cuidado e higiene

personal (Instituto Mexicano de Tecnologia del Agua, 2018).

1.2 FILTROS UV

En los Ultimos afios la fotoproteccion se ha convertido en una necesidad para evitar
los dafios ocasionados por la radiacion UVA y UVB. Actualmente existe una gran
variedad de productos de cuidado personal que contienen filtros UV como
oxibenzona, homosalato, avobenzona, octocrileno y octinoxato, entre otros
(Schneider & Lim, 2019).

Los filtros UV también conocidos como filtros solares, pueden clasificarse en dos
tipos: inorganicos (tales como el oxido de zinc y dioxido de titanio), los cuales
reflejan y dispersan los rayos UV; y organicos (entre los que se encuentran
benzofenona, homosalato, octocrileno, avobenzona y oxibenzona) que convierten
la luz solar en calor a una longitud de onda inofensiva para la piel (Walton, 2018).
Suelen utilizarse en conjunto, llegando a acumular 20 o0 mas componentes en un
solo producto (Rodriguez, Gonzalez, Diéguez, & Flores, 2022). Cada clasificacion

tiene diferentes caracteristicas, por ejemplo, los filtros inorganicos se encuentran de



manera natural en el medio ambiente acuatico y algunos estudios han demostrado
gue estos componentes no penetran la piel, por lo cual no representan un riesgo
para la salud del ser humano (Ouchene, Litvinov, & Netchiporouk, 2019). Por su
parte, los filtros UV organicos han mostrado una gran lipofilicidad, lo cual genera
mayor toxicidad puesto que los organismos son capaces de bioacumularlos. Esto
puede causar efectos en la actividad hormonal y estrogénica de los peces (Fent,
Zenker, Rapp, & Kunz, 2010), asi como en el comportamiento reproductivo de
diferentes especies marinas como la trucha arcoiris, peces blancos, bacalao, barbo,

cacho y mejillones (Ouchene, Litvinov, & Netchiporouk, 2019).

1.2.1 OXIBENZONA

La oxibenzona, también conocida como benzofenona-3, es un compuesto organico
altamente hidrofébico utilizado como farmaco dermatolégico y agente protector de
radiacion UV que ha mostrado tener efecto xenobidtico y ser contaminante
ambiental (National Center for Biotechnology Information, 2024).

Es una molécula conjugada capaz de absorber luz a bajas energias, en
comparacion con otras moléculas de igual clasificacion, es ampliamente usada para
la proteccidén solar en plasticos y productos cosméticos y de cuidado personal,
ademas de ser fotoestabilizador en resinas sintéticas (Lee, et al., 2020). En los filtros
solares proporciona proteccion ante radiacion UVA y UVB ya que posee un perfil de
absorcion de 270 a 350 nm con picos de absorcion de 288 y 350 nm (Arellano, et
al., 2014).

1.2.2 HOMOSALATO

El homosalato es un compuesto organico de alta hidrofobicidad que pertenece a los
salicilatos, formado a partir del acido salicilico y el 3,3,5-trimetilciclohexanol. Es un
absorbente de la luz UVB principalmente, por lo que se usa en productos cosméticos

para evitar la exposicion directa de la piel a los rayos nocivos del sol (National Center



for Biotechnology Information, 2024). Su rango de absorcion se encuentra alrededor
de los 300 nm (290-315 nm) (Arellano, et al., 2014).

0 OH
a) b)

i ‘ ‘

O G”f
OH

3,3,5-trimethylciclohexyl salicylate 2-Hydroxy-i4-
(Homosalate) (HMS) methoxybenzophenone (BP3)

CAS: 118-56-9 CAS: 131-57-7

Figura 1. Estructura de los filtros solares: Se muestra la estructura de los filtros

solares a) homosalato y b) oxibenzona (Ramos, Homem, Alves, & Santos, 2015)

1.3 MECANISMOS DE DEGRADACION

Una vez que las sustancias o elementos son liberados al medio ambiente,
usualmente se convierten en contaminantes, cuya acumulacién puede ocasionar
efectos adversos para los organismos que entran en contacto con ellas (Gil, Soto,
Usma, & Gutiérrez, 2012).

Existen diferentes métodos de degradacion que pueden clasificarse en fisicos
(sedimentacion, volatilizacion, dispersion, deposicion, etc.), quimicos (hidrélisis,
fotdlisis, sorcién) y biolégicos (biodegradacién, bioacumulacion, biotransformacion).
Entre ellos, es posible generar sinergias, puesto que las deficiencias de un método
pueden ser complementadas con otro, por ejemplo, algunos de los productos
generados por fotodegradacién podrian ser tratados mediante biorremediaciéon (Jha
, etal., 2023).

1.3.1 FOTODEGRADACION

La fotodegradacion puede definirse como una reaccion quimica producida por
efecto de la luz para descomponer un compuesto o molécula en moléculas de menor

tamafio, la cual puede ser inducida por radiacién infrarroja (IR), ultravioleta (UV) o



visible (VIS) y que puede llevarse a cabo tanto en la atmosfera, como en el agua o
el suelo. Es de gran importancia en el proceso de remediacidén ya que permite la
degradacion y/o descomposicion de contaminantes (Sanchez Prado, 2007).

En aguas naturales la fotodegradacion juega un papel importante y complejo ya
que depende de una variedad de factores como son la estructura quimica del
contaminante, la concentracion de fotones a los que el compuesto tiene acceso (es
decir, qué tan superficialmente se encuentra) y la energia absorbida. Esta dltima
debe ser suficiente para romper o reordenar enlaces, o en su defecto generar alguna
reaccion de reduccion-oxidacion. Siempre existe la posibilidad de generar
intermediarios que, dependiendo de su naturaleza, podrian ser incluso mas

contaminantes (Fraga Dominguez, 2012).

1.3.2 BIORREMEDIACION MEDIANTE USO DE MICROALGAS

El crecimiento de la poblacion sin precedentes, asi como la urbanizacion e
industrializacion han generado el incremento de contaminantes emergentes, como
los filtros UV, presentes en el agua; ello implica que las plantas de tratamiento de
aguas residuales no tengan una referencia respecto a las concentraciones
consideradas seguras 0 con un bajo cociente de riesgo para la descarga, ademas,
hacen uso de procesos fisicos y quimicos que han demostrado ser ineficientes ya
gue no se encuentran equipadas o acondicionadas para eliminar contaminantes
emergentes (Pacheco, Rocha, Pereira, & Verdelhos, 2020).

Los sistemas basados en microalgas, también conocidos como
ficorremediacion, han tomado interés y se consideran una alternativa para el
tratamiento terciario de las plantas de aguas residuales debido a su capacidad de
remocién y biodegradaciéon de contaminantes, farmacos y metales, entre otros
(Sousa, Sousa, Vale, & Simoes, 2021), ademas de que la biomasa puede ser
reutilizada como fertilizante o en la produccion de biocombustibles contribuyendo a
una economia circular (Pacheco, Rocha, Pereira, & Verdelhos, 2020).

Entre la gran cantidad de especies de algas existentes, Scenedesmus acutus y

Chlorella vulgaris son de interés debido a que poseen la capacidad de resistencia 'y



facil adaptacion a variaciones en el medio ambiente, ademas de soportar elevadas
concentraciones de nutrientes provenientes de aguas residuales y tener gran

capacidad metabolica (Andrade, Vera, Cardenas, & Morales, 2009).

1.3.2.1 Scenedesmus acutus

El género Scenedesmus puede encontrarse comunmente en aguas residuales y
aguas dulces. Son algas verdes de reproduccion asexual que suelen formar
cenobios de entre 2 y 16 células (Nanduca, 2015).

La especie tiene un rango de tolerancia a cambios de temperatura de -3 °C
a 28 °C, siendo fotosintéticamente activa a -8 °C, en cuanto a pH tolera un rango de
5.5 a 8 siendo 6.8 el 6ptimo para su crecimiento (Sanchez, 2021). Posee la
capacidad de resistir elevadas concentraciones de nutrientes presentes en aguas
residuales, tiene gran capacidad metabdlica y tolerancia a variaciones ambientales
(Andrade, Vera, Cérdenas, & Morales, 2009).
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Figura 2. Scenedesmus acutus (Sanchez, 2021).

1.3.2.2 Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris posee un rapido crecimiento en condiciones autotroficas,
mixotroficas y heterotroficas, por lo cual es ampliamente usada en el sector

comercial (Gébmez , Tormos, & Ortega, 2022). El género incluye algas verdes con
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una alta concentracién de clorofila a y b, lo que le confiere una gran capacidad
fotosintética en comparacion con otras algas, permitiéndole carecer de un aporte
exdgeno de materia organica. Puede crecer en aguas marinas, dulces y residuales;

y posee una gran capacidad de absorcion de contaminantes (Sanchez, 2021).
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Figura 3. Chlorella vulgaris (Sanchez, 2021).

1.4 EFECTOS EN EL MEDIO AMBIENTE

La reciente popularizacion de productos que contienen filtros UV ha generado el
aumento de su concentracion en cuerpos de agua como mares, océanos, rios, lagos
y arroyos; sobre todo en verano cuando la concentracion de personas en contacto
con ellos es mayor (Walton, 2018). Actualmente, en la mayoria de los casos, se
encuentran en concentraciones de ng/L hasta ug/L (Walton, 2018); sin embargo, su
concentracion sigue en aumento debido a la poca capacidad de remocion de las
plantas de tratamiento convencionales (Sandoval, Morales-Granados, & Rubio,
2020). Segun lo reportado, existen dos fuentes principales de contaminacion:
indirectas (descargas de aguas residuales urbanas e industriales) y directas
(actividades turisticas o recreativas) (Fent, Zenker, Rapp, & Kunz, 2010).

Al ser considerados contaminantes emergentes, no existen aun regulaciones
respecto a las concentraciones de descarga permitidas de estos compuestos; por
tanto, se genera una disminucion en la calidad del agua que impacta negativamente
a los ecosistemas, la salud publica y el crecimiento economico (Pacheco, Rocha,
Pereira, & Verdelhos, 2020).



Sus efectos adversos comenzaron a conocerse hasta hace unos 5 o 7 afios
en suelos y cuerpos de agua naturales, ocasionando efectos negativos a los
organismos acuaticos (principalmente peces y afectando las cadenas troficas), el
blanqueamiento de corales y llegando incluso al ser humano mediante su ingesta

alimenticia (Rodriguez, Gonzalez, Diéguez, & Flores, 2022).



2. ANTECEDENTES

Desde la antigiiedad el ser humano ha buscado la manera de protegerse de los
efectos del sol mediante el uso de barreras fisicas. Tal es el caso de esclavos
egipcios y romanos que, ante la exposicion a prolongados periodos bajo el sol,
terminaban con graves quemaduras en la piel, por lo cual usaban tunicas y
recubrimientos de tela.

Durante la segunda guerra mundial, el farmacéutico Benjamin Green creé la
primera sustancia con el propésito de proteger a los soldados, cuyas misiones
implicaban largos tiempos de espera, muchas veces inmovilizados, en condiciones
de exposicion a la luz solar. Para ello utiliz6 una parafina viscosa que se colocaba
en cantidades suficientes para crear una barrera (Molina, 2018).

Mas tarde, en el afio de 1946, el quimico Franz Greiter creé el primer
protector solar contra los efectos de la radiacion UV para su venta al publico, siendo
hasta los afios 90 cuando comenzaron a aparecer filtros solares con la capacidad
de brindar proteccién frente a rayos UVA y UVB; sin embargo, sin legislacion alguna
que los regulase (Molina, 2018).

El porcentaje méximo de componentes individuales contra la radiacion
ultravioleta UV que puede contener un producto de cuidado personal varia segun el
pais. En el Reino Unido un protector solar puede contener hasta el 10 % de
oxibenzona, mientras que en los Estados Unidos de Ameérica se permite un maximo
del 6 % y 15 % de oxibenzona y homosalato, respectivamente, en comparacion con
el total de los componentes del producto (Mitchelmore, et al., 2019).

Actualmente ha surgido la necesidad de evaluar los efectos toxicos de la
acumulacion de compuestos incluidos en productos de higiene y cuidado personal,
como los filtros solares. Taylor, en su trabajo publicado en 2018, determiné las
concentraciones de toxicidad de tres filtros UV: oxibenzona, homosalato y atrazina,
siendo el homosalato el de mayor toxicidad y el que ocasiona mayor reduccion del
crecimiento de S. acutus, mientras que la oxibenzona mostré el menor efecto de

toxicidad, pero la mayor concentracion encontrada (Walton, 2018).



En la Tabla 1 se muestran las concentraciones de homosalato y oxibenzona

reportadas en rios, playas y agua de grifo de diferentes sitios de muestreo.

Tabla 1. Promedio de la concentracién de oxibenzona y homosalato en diferentes

matrices (Ramos, Homem, Alves, & Santos, 2015):

Promedio de la | Promedio de la
_ concentracion | concentracion
Matriz .
de oxibenzona | de homosalato
(mg/L) (mg/L)
Agua de rio 3.5756x10°3 1.654x10*4
Agua de mar 2.6154x10°3 6.079x10*
Agua de lagos 7.72x10° n.d.
Aguas
] 2.095x10° n.d.
subterraneas
Agua de grifo 4.50x10* 5.15x10*
Agua de alberca | 2.1229x1073 n.d.
Promedio total 1.4770x103 4.294x104

*n.d.: No detectado.

Como medidas contra la contaminacién de agua ocasionada por actividades
recreativas en zonas costeras, se ha reportado la implementacién de algunas
restricciones, por ejemplo: la prohibicién de la venta de protectores solares que
contienen oxibenzona y octinoxato en Hawai y Florida, la aprobacion de una ley en
contra de la venta de blogueador solar con oxibenzona, octocrileno y octinoxato en
Palau (Oceania) o el intercambio con los turistas de protectores solares no
biodegradables por otros capaces de biodegradarse en un parque acuatico de
México, con el cual se han logrado intercambiar mas de 10,000 productos al afio
(Ouchene, Litvinov, & Netchiporouk, 2019). No obstante, estas medidas siguen
siendo minimas y no representan una solucién real del problema.
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Tratamientos como la biorremediacion mediante el uso de microalgas
constituyen una opcion para la eliminacion de filtros solares del agua. En 2009,
Andrade y colaboradores reportaron una eficiencia de Scenedesmus sp. en la
remocion de nitrogeno, fosfatos y materia organica, proveniente de aguas
residuales de pescaderia, del 100 %, 78 % y 36 %, respectivamente; ademas de un
alto contenido proteico, grasas y sales minerales en biomasa seca para su
implementacion en alimento para animales.

Un estudio similar realizado por Solis Martinez en 2018 demostré la
capacidad de Chlorella vulgaris para remover de aguas residuales hasta el 95 % de
nitrégeno, 75 % de fosfatos, 11 % de plomo y 93 % de niquel, ademas de la
reduccion de la carga bacteriana (Solis, 2018). En cuanto a la remocion de filtros
UV, Lee y colaboradores, en 2020, reportaron una eficiencia de remocioén del 23 al
29 % cuando la microalga Scenedesmus obliquus fue expuesta a concentraciones

de 0.1 y 3 mg/L de oxibenzona, respectivamente (Lee, et al., 2020).
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3. JUSTIFICACION

El amplio uso de los filtros UV en los productos de cuidado personal y su presencia
en los cuerpos de agua son una importante amenaza para los ecosistemas. Su
presencia ha sido detectada en sistemas naturales de gran relevancia ecolégica y
econémica como los estuarios de Chesapeake, las costas de las islas del Mar
Caribe, el Mar Mediterraneo, el Océano Pacifico, el Océano Atlantico y en Hawai,
donde se han detectado hasta 14,000 toneladas al afio, repercutiendo en el
blanqueamiento de los corales marinos (Ouchene, Litvinov, & Netchiporouk, 2019),
afectando la salud de los organismos acuaticos y ocasionando un impacto en las
actividades econdmicas del ser humano. Entre los efectos de la presencia de filtros
UV en el agua, reportados en peces y otros organismos acuaticos, se encuentran:
la disrupcion endécrina, cambios en el comportamiento, reduccion de tamafio y
efectos en la fecundidad y en la fertilidad (Fent, Zenker, Rapp, & Kunz, 2010). Un
estudio realizado en 2020 por Fitt y Hoffman para evaluar los efectos de la
oxibenzona demostré que afecta la motilidad y aumenta la mortalidad en medusas
(Fitt & Hoffmann, 2020). Por su parte, Layton en 2015 demostré que el homosalato
y la oxibenzona presentaron efectos de disrupcion enddécrina en Daphnia magna
(Layton, 2015).

Al ser contaminantes emergentes, en la actualidad no existen normas ni
regulaciones para las concentraciones maximas permitidas de filtros UV en el agua,
ademas, los elevados costos implicados en su deteccién y eliminacion generan que
las plantas de tratamiento de aguas residuales los descarguen en lagos, rios,
acuiferos y aguas costeras; ocasionando que estos contaminantes lleguen a los
cuerpos de agua naturales, afectando a las especies acuaticas (Pacheco, Rocha,
Pereira, & Verdelhos, 2020) y generando su retorno al ser humano a travées del agua
que se consume. Algunos estudios sugieren que las tecnologias basadas en la
remocién de contaminantes mediante el uso de microalgas podrian eliminarlos
mediante procesos bidticos (metabolizacion, biodegradacion o absorcion) o
abidticos (volatilizacion, fotodegradacion o sorcion) (Matamoros, Gutiérrez, Ferrer,
Garcia, & Bayona, 2015).
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4. HIPOTESIS

El cultivo de las microalgas S. acutus y C. vulgaris permite reducir la concentracion
o remover totalmente los filtros UV oxibenzona y homosalato in vitro mientras que
la comparacién entre ambas especies posibilita determinar si alguna es mas
eficiente para ser seleccionada como propuesta para el tratamiento de aguas

residuales.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad de remocion de dos filtros UV (oxibenzona y homosalato)

por las microalgas Scenedesmus acutus y Chlorella vulgaris.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Desarrollar métodos de cuantificacion de oxibenzona y homosalato
utilizando cromatografia de liquidos de alta resolucion con detector de
absorbancia y/o fluorescencia.

» Obtener la cinética de crecimiento de las microalgas en presencia y
ausencia de los filtros UV.

> Establecer la concentracion de oxibenzona y homosalato que permite
el crecimiento de S. acutus y C. vulgaris.

» Determinar la concentracion de clorofila en los cultivos de las
microalgas expuestas a los filtros UV.

» Cuantificar la concentracién de oxibenzona y homosalato en el medio
de cultivo durante la cinética de crecimiento.

» Evaluar la cantidad de oxibenzona y homosalato desorbido de la pared

celular de las microalgas al finalizar la cinética de crecimiento.
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6. METODOLOGIA

6.1 CULTIVO DE MICROALGAS

Para realizar este proyecto se utilizaron cultivos de S. acutus UTEX-72 y C. vulgaris
OW-01, proporcionadas por la Universidad Autonoma de Aguascalientes. La
propagacion se llevé a cabo en medio nutritivo Bold basal y medio TAP liquidos
(cuya composicién para la preparacion de 1 L de medio se indica en las Tablas 2 y
3, respectivamente) a una temperatura de 25 °C con fotoperiodos de 16 h de luz
blanca y 8 h de oscuridad, en presencia de Tween 20 a una concentracion de 0.1
%, con la finalidad de mejorar la solubilidad de los filtros solares oxibenzona y
homosalato.

Para mantener un stock celular se llevaron a cabo resiembras por estria en medio
Basal Bold con agar al 1.5 % y se almacenaron en las mismas condiciones de luz y

temperatura

Tabla 2. Composicion de 1 L de medio nutritivo Bold basal liquido:

Reactivo Cantidad (mg) Reactivo Cantidad (mg)
NaNO3 250 MnCl2-4H20 1.44
MgSOa - 7 H20 75 MoOs3 0.71
NaCl 25 CuSOs4 - 5H20 1.57
K2HPO4 75 Co(NO3)2-6H20 0.49
KH2PO4 175 H3BOs 11.42
CaCl - 2H20 25 EDTA 50
ZnS0O4 - 7 H20 8.82 KOH 31
FeS0Oa4-7H20 4.98
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Tabla 3: Composicion del medio nutritivo TAP liquido:

Reactivo Cantidad (mg) Reactivo Cantidad (mg)
Tris Base 2420 ZnS0O4 - 7 H20 44
NH4Cl 375 HsBOs3 23
MgSOas-7H20 100 MnCl2-4H20 10
CaCl-2H20 50 CoCl2-6H20 3
K2HPO4 10 (NH4)6M07024-4H20 3
KH2PO4 5 CuSO4- 5H20 2.2
EDTA 127 FeS04-7H20 10

6.2 PREPARACION DE SOLUCIONES STOCK DE OXIBENZONA Y
HOMOSALATO

Debido a su hidrofobicidad, la oxibenzona y el homosalato fueron disueltos
previamente en etanol grado absoluto a una concentracion de 1000 mg/L.
Posteriormente se realizaron las diluciones pertinentes para alcanzar la
concentracion a utilizar en los cultivos de C. vulgaris y S. acutus. Para conservar los

stocks se almacenaron a una temperatura de 4 °C en condiciones de oscuridad.

6.3 DISENO EXPERIMENTAL

6.3.1 DETERMINACION DEL METODO DE SOLUBILIZACION Y
CONCENTRACIONES DE OXIBENZONA Y HOMOSALATO

Como se menciono con anterioridad al describir las caracteristicas de la oxibenzona
y del homosalato, se trata de compuestos altamente hidrofébicos que requieren ser
solubilizados previo a la evaluacion de su posible remocidon con microalgas, para
ello fue necesario determinar qué tipo de solvente es posible utilizar sin que resulte
téxico para las microalgas, por lo cual se propusieron mezclas acuosas con DMSO
al 10 %, etanol al 30, 15,5y 1 %y Tween 20 en 0.5y 0.1 %.

Una vez seleccionado el solvente, se procedio a evaluar la toxicidad de

diferentes concentraciones de los filtros oxibenzona y homosalato en el crecimiento
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de las microalgas para, posteriormente, seleccionar aquella concentracién que no

refleje toxicidad.

6.3.2 EVALUACION DEL EFECTO DE OXIBENZONA Y HOMOSALATO EN
EL CRECIMIENTO DE MICROALGAS

Se generaron inoculos adicionados con concentraciones de 10, 5y 1 mg/L de
oxibenzona y homosalato, asi como un control biolégico (sin oxibenzona y
homosalato) y un control quimico sin inocular (medio Bold basal y filtros UV sin
biomasa), para determinar la maxima concentraciéon a la que los mencionados filtros
UV no presentan toxicidad, asi como verificar si existe fotodegradacion.
Posteriormente se incubaron a 25 °C con aireacion continua y fotoperiodos de 16 h
de luz y 8 h de oscuridad hasta alcanzar la fase estacionaria. Se tomaron alicuotas
de 1 mL de los cultivos cada 24 h para determinar la OD7sonm hasta llegar a fase
estacionaria y se comparo el crecimiento de las microalgas expuestas a los filtros

UV con el control biologico. Cada prueba se realizo por triplicado.

6.3.3 CINETICAS DE CRECIMIENTO Y CUANTIFICACION DE CLOROFILA
A, OXIBENZONA Y HOMOSALATO

Se montaron indculos de C. vulgaris y S. acutus en medio basal Bold con las
concentraciones de oxibenzona y homosalato definidas en la seccion 6.3.2,
partiendo de una OD7sonm = 0.1 para asegurar que las microalgas se encuentren en
fase exponencial. Posteriormente se extrajeron 2 mL de muestra de cada matraz
cada 24 h hasta que los cultivos alcanzaron la fase estacionaria, se determiné la
ODv7sonm haciendo uso del equipo Glomax y se obtuvieron las curvas de crecimiento.
El volumen restante se utiliz6 para la determinacion de clorofila a y para la
cuantificacion de oxibenzona y homosalato en el medio de cultivo.

Para la cuantificacion de clorofila a se tomd6 1 mL de la muestra, se centrifugo
a 10 000 rpm durante 5 min y se retird y almaceno el sobrenadante. Posteriormente

se realizo un lavado con 1 mL de agua destilada y se centrifugd nuevamente bajo
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las mismas condiciones descartando el sobrenadante; al pellet se le afadié 1 mL
de metanol absoluto. Se procedio6 a calentar hasta 60 °C durante 13 min y se incubd
durante 24 h a 4 °C en condiciones de oscuridad para favorecer la liberacion de
clorofila. Una vez concluido el tiempo de incubacion, se centrifugd nuevamente para
obtener el sobrenadante. Utilizando un espectrofotometro, se midié la absorbancia
contra un blanco de metanol absoluto y se procedié a realizar el calculo de la
concentracion de clorofila empleando la Ecuacién 1 (Arredondo Vega, Voltolina,

Zenteno Savin, Arce Montoya, & Gémez Anduro, 2017).
Clorofilaa (2) = 16.724565 = 916652 rvreevvvv-. Ec. 1

Cada ensayo fue realizado por triplicado para asegurar la confiabilidad vy

reproducibilidad de los resultados.

6.3.4 ANALISIS POR HPLC PARA EVALUAR LA REMOCION DE
OXIBENZONA Y HOMOSALATO

Para determinar si existe disminucion de la concentracion de filtros UV del medio de
cultivo durante la cinética de crecimiento, las muestras se analizaron por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) utilizando
un equipo Agilent 1260 Infinity y una columna empacada con silice C-18 esférica
Eclipse XDB-C18, 5 uM, 4.6 x 150 mm marca Agilent debido a que brinda resultados
precisos y es altamente sensible a pequefas variaciones. De igual manera cada

ensayo se realizé por triplicado para una mayor confiabilidad.

6.3.5 DETERMINACION DEL MECANISMO DE REMOCION

Las microalgas llevan a cabo distintos métodos de remocion. De acuerdo con la
naturaleza del compuesto, este puede ser adsorbido en la pared celular o
transportado al interior de la célula para su biotransformacién o bioacumulacién. Por

ello, se realizé un analisis de desorcidn, lo cual permitié suponer que el restante de
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la remocion atribuida a la presencia de las microalgas se realizé mediante absorcion
por alguno de los métodos ya mencionados. Por otro lado, en cada experimento se
colocaron controles quimicos sin biomasa para evaluar la remocion por métodos
abidticos como la fotdlisis.

Una vez obtenida esta informacion, es posible determinar una ecuacion (Ec
2) que permita relacionar los factores que contribuyen a la remocion de oxibenzona,

tanto biéticos como abidticos.

RT=Rp+RA+RFecciii . Ec. 2

Dénde:

Rt — Remocion total

Rp — Remocién por adsorcién
Ra — Remocién por absorcion

Rr — Remocion por fotolisis

6.3.5.1 DESORCION DE LA PARED CELULAR

Al finalizar las cinéticas previamente indicadas, se tomd una muestra de cada cultivo
y se realiz6 el secado de la biomasa, asi como el registro del peso seco obtenido.
Debido a que es posible que las microalgas puedan llevar a cabo procesos de
remocion por bioadsorcion en la pared celular, se realizaron lavados con un etanol
grado reactivo para remover cualquier cantidad de filtro UV que pueda encontrarse
adsorbido a esta. El sobrenadante obtenido se resuspendi6 en etanol absoluto y se
analizé mediante la técnica de HPLC previamente descrita. El analisis se realiz6 por

triplicado.

6.4 MODELADO DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Para realizar una correcta interpretacion y prediccion de los datos a partir de las

cinéticas de crecimiento, es necesario su linealizacion y modelado. Existen varios
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modelos mateméticos frecuentemente utilizados para predecir la respuesta de las
microalgas a condiciones de estrés, como los cambios en factores ambientales
(humedad, temperatura, luz, etc.) y cambios en los nutrientes del medio. Entre los
modelos mayormente utilizados se encuentran: Schnute, Monod, Richards y
Gompertz, entre otros (Sousa, Sousa, Vale, & Simoes, 2021).

En el presente proyecto, se utiliz6 el modelo de Gompertz, el cual es
ampliamente utilizado en la descripcidon del crecimiento de plantas (incluidas
microalgas), animales, bacterias e incluso de células cancerigenas. Este modelo es
facilmente aplicable pues Unicamente requiere parametros bioldgicos significativos
como lo es la OD 7s0nm Y, €n cambio, provee de informacién importante como lo son
los parametros cinéticos, es decir: la velocidad especifica de crecimiento (u max),
el tiempo de latencia (A) y el tiempo de generacién o de division celular (G), estos
datos permiten evaluar si existe un correcto desarrollo de la biomasa, proporcionan
informacion relativa a la toxicidad de agentes externos, como lo son los filtros UV, y
muestran con exactitud las diferentes fases del crecimiento celular (latencia,

exponencial, estacionaria y de muerte) (Khim, 2020).

La Ecuacion 3 muestra el modelo de Gompertz.
Y=a-exp(—exp(b—c*T))eeeevriiirnnnn... Ec. 3
Donde:
e Y - Densidad celular.
e T - Tiempo.
e a - Poblacion inicial.
¢ b - Pendiente de la curva que describe la tasa de crecimiento.

e - Tiempo en el cual la tasa de crecimiento es de mayor magnitud.

El calculo de los parametros cinéticos se realiz6 utilizando las constantes a, by ¢
generadas al resolver la ecuacion del modelo de Gompertz como se indica a

continuacion:

¢ Velocidad especifica de crecimiento (umax.) = a - ¢
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e Tiempo de latencia (1) = %

In(2)
U max.

e Tiempo de generacion (g) =
Con la finalidad de obtener resultados con mayor confiabilidad, cada
experimento se realizé por triplicado. Para comparar los datos obtenidos para cada
tratamiento con los controles, ademas del célculo de los parametros cinéticos, se
calculo la media y la desviacién estandar.

En el caso del andlisis de remocion, las concentraciones cuantificadas
mediante HPLC se sometieron a un analisis de varianza (ANOVA) de dos vias, ya
gue Unicamente se comparoé la concentracion de filtros UV definida con respecto al
control, a un nivel de confianza del 95 %. Los gréficos y el modelado de datos se
realizaron utilizando el software GraphPad Prism 5.0.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 DETERMINACION DEL METODO DE CUANTIFICACION DE
OXIBENZONA Y HOMOSALATO MEDIANTE HPLC

Para la cuantificacion de oxibenzona y homosalato mediante HPLC se utilizé, como
se menciona en la seccion 6.3.4, un equipo Agilent 1260 Infinity y una columna
empacada con silice C-18 esférica Eclipse XDB-C18, 5 uM, 4.6 x 150 mm marca
Agilent. La columna se equilibré inicialmente con una solucion de 0.1 % de acido
trifluoroacético en agua; la muestra se inyecté en un volumen de 50 pL y se utilizé
un gradiente lineal con un flujo de 0.6 mL/min y &cido trifluoroacético al 1 % en
acetonitrilo como fase movil a una temperatura de 35 °C. La deteccion de la
oxibenzona se realiz6 utilizando un detector de arreglo de diodos (DAD) a una
longitud de onda (A) de 275 nm, mientras que para el homosalato se utilizd6 un
detector de fluorescencia (FLD).

Para establecer el limite de deteccién de ambos filtros solares se probaron
concentraciones de 0.05, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 3, 5, y 10 mg/L, las cuales, en el caso de
la oxibenzona, lograron cuantificarse de manera confiable desde la concentraciéon
de 5 mg/L, no obstante, en ninguna de las concentraciones probadas de homosalato
se obtuvieron resultados confiables ya que la variacién resultante indicaba

degradacion o precipitacion.

7.2 DETERMINACION DEL METODO DE SOLUBILIZACION DE
OXIBENZONA Y HOMOSALATO

Para la solubilizacion de ambos filtros UV se utilizo inicialmente DMSO en una
concentracion del 10 %, sin embargo, esta opcién se descartd debido a que los
filtros UV precipitaron y causé toxicidad para las microalgas. Posteriormente se
determind la solubilidad de ambos filtros UV utilizando concentraciones de 1000, 10,
5y 1 mg/L en etanol absoluto grado reactivo, donde se observé una solubilizacion

eficiente.
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A continuacién, se procedié a evaluar el efecto de este solvente en la
microalga C. vulgaris a través de una cinética de crecimiento, con la finalidad de
encontrar una concentracion de etanol que no resulte toxica; para ello, se colocaron
cultivos en presencia de etanol en concentraciones de 1, 5, 15y 30 %.

Los parametros cinéticos mostrados en la Tabla 4 indican que para la
concentracion de 30 % el tiempo de latencia (A) fue mayor que para las
concentraciones de 1, 5y 15 %, es decir, las células necesitaron mayor tiempo de
adaptacion para crecer en presencia de etanol, asi mismo, el tiempo de generacion
(G) y la velocidad de crecimiento especifica (4 max.) para la concentracién de 1 %
indican que las células crecieron a mayor velocidad en comparacién con el control
y la concentracion de 5 % de etanol, mientras que para 15y 30 % el resultado
negativo de estos parametros indican que ambas concentraciones son altamente
toxicas puesto que no hubo crecimiento; finalmente el valor de R? es mayor a 0.9y
mas cercano al obtenido en el control Unicamente con la concentracion de 1 % de
etanol.

En la Figura 4 es posible observar que no existe diferencia estadisticamente
significativa en el crecimiento de C. vulgaris en presencia de etanolal 1 y 5 % en
comparacién con el control bioldgico mientras que para las concentraciones de 15
y 30% si hay diferencia significativa, no obstante, se considera negativa ya que se
debe a la muerte celular. Los resultados y observaciones antes mencionados
indican que las concentraciones de 1 y 5 % permiten un adecuado crecimiento de
C. vulgaris, sin embargo, se eligié trabajar con la concentracion de 1 % debido a
gue se disminuye el riesgo de intoxicacion, hay mayor generacién de biomasa en
menor tiempo y permite economizar recursos del laboratorio.

Posteriormente se realiz6 una segunda cinética de crecimiento con S. acutus,
donde, dada la evidente toxicidad del etanol al 15y 30 % en C. vulgaris (por lo cual
ya no se continué con la toma de muestra después del dia 7), se probaron
Gnicamente las concentraciones de 1y 5 % de etanol; resultando, como se observa
en la Figura 4, que aunque no existe diferencia estadisticamente significativa entre
ambas concentraciones, utilizando etanol al 1 % el crecimiento es mayor con

respecto al control; mientras que los parametros cinéticos en la Tabla 4, muestran
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que no existe tiempo de latencia que indique toxicidad o dificultad de adaptacién de

la microalga ante la presencia de etanol en ambas concentraciones y que la

velocidad especifica de crecimiento, asi como el tiempo de generacion indican un

crecimiento adecuado de la microalga.

Al observar que tanto C. vulgaris como S. acutus pudieron adaptarse y crecer

en presencia de una concentracion de 1 % de etanol, se decidié utilizar esta

concentracion para ambas microalgas.

Tabla 4. Parametros cinéticos de C. vulgaris y S. acutus expuestas a diferentes

concentraciones de etanol en medio Bold basal.

EtOH EtOH
Parametros Control EtOH 1 % EtOH 5 %
o 15% | 30 %
cinéticos
Cv* Sa** Cv Sa Cv Sa Cv Cv
M max.
i 0.986 | 0.662 | 2.227 | 1.647 | 0.519 | 1.058 | -1.925 | -2.161
(dias™)
A (dias) 0.000 | 0.000 | 0.002 | 0.000 | 0.000 | 0.000 | 0.000 0.053
G (dias) 0.703 | 1.048 | 0.311 | 0.421 | 1.336 | 0.655 | -0.360 | -0.321
R2 0.945 | 0.971 | 0.955 | 0.931 | 0.857 | 0.825 | 0.403 0.323

*Cv- Chlorella vulgaris

** Sa-Scenedesmus acutus
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Evaluacion del efecto de etanol en Chlorella vulgaris
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Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de etanol en C. vulgaris y S.
acutus en medio Bold basal. Se puede observar que no existe diferencia
significativa en el crecimiento de C. vulgaris y S. acutus en presenciade 1y 5 % de
etanol, mientras que las concentraciones de 15 y 30 % resultaron téxicas para C.
vulgaris en comparacion con el control. Las diferencias estadisticamente
significativas en el crecimiento con respecto al control a una p<0.05 se indican con

(*). Prueba de Dunnet.
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Al continuar con los experimentos se observo que, al afiadir los filtros solares
en diferentes concentraciones, no se logré una correcta detecciéon de homosalato y
oxibenzona en el HPLC, posiblemente debido a que existe precipitacion, por ello se
opté por probar Tween 20 como agente solubilizante; para ello, se realizé una
cinética de crecimiento utilizando Tween 20 en concentraciones de 0.1y 0.5 % para
ambas microalgas.

Al igual que con el etanol, los datos generados a partir de la cinética de
crecimiento fueron procesados para su graficado y calculo de los parametros
cinéticos. En la Figura 6 es posible observar que, aunque no existe diferencia
estadisticamente significativa en el crecimiento de C. vulgaris y S. acutus en
presencia de Tween 20 a una concentracion de 0.1 y 0.5 % con respecto al control,
el comportamiento de la curva que representa el crecimiento de ambas microalgas
a una concentracion de 0.1 % se asemeja al del control, mientras que a una
concentracion del 0.5 % el crecimiento se ve disminuido. Por otro lado, en la Tabla
5 donde se muestran los parametros cinéticos, es posible observar que a una
concentracion de Tween 20 de 0.5 % el tiempo de latencia es mayor al del control,
lo cual implica posible toxicidad, ya que existi6 dificultad por parte de las microalgas
para adaptarse y entrar a fase exponencial, mientras que a una concentracion de
Tween 20 de 0.1 %, no existe tiempo de latencia para C. vulgaris, en tant para S.
acutus es mayor que el control pero menor que con 0.5 % de Tween 20, es decir,
existi6 menor tiempo de adaptacion y las microalgas se encontraban desde el inicio
entrando a fase exponencial; el tiempo de generacion fue mayor al del control y la
velocidad de crecimiento especifica disminuy6 para C. vulgaris, no obstante, hubo
crecimiento.

Ademas, al realizar una inspeccién visual (Figura 5), ambas microalgas
mostraron caracteristicas similares con y sin agente solubilizante, aunado al analisis
estadistico que indica que no existe diferencia significativa con respecto al control y
a la informacién obtenida del analisis de los pardmetros cinéticos, permitié definir
gue la concentracion de 0.1 % de Tween 20 no implica toxicidad y es posible utilizar

esta concentracion para los posteriores experimentos.
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Figura 5. Crecimiento de C. vulgaris y S. acutus en presencia de Tween 20 0.1 %.

Se observa que el crecimiento de los controles de a) C. vulgaris y b) S. acutus es

similar al crecimiento de ambas algas en presencia de Tween 20 a una concentracion

de 0.1 %.

Tabla 5. Parametros cinéticos de C. vulgaris y S. acutus expuestas a diferentes

concentraciones de Tween 20 en medio Bold basal.

Parametros Control Tween 20 0.1 % Tween 20 0.5 %
cinéticos Cv* Sa** Cv Sa Cv Sa
M max (dias?) | 0.9601 | 0.7204 | 0.6952 0.8123 2.2005 1.8096
A (dias) 0.0000 | 0.0280 | 0.0000 0.3065 0.0944 0.3355
G (dias) 0.7220 | 0.9621 | 0.9970 0.8533 0.3150 0.3830
R? 0.9817 | 0.9841 0.911 0.954 0.6657 0.9676

*Cv- Chlorella vulgaris

** Sa-Scenedesmus acutus
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Efecto de Tween 20 en Chlorella vulgaris
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Figura 6. Efecto del Tween 20 en C. vulgaris y S. acutus en medio Bold basal.
A pesar de que no existe diferencia estadisticamente significativa en el crecimiento
de ambas microalgas con respecto al control, se puede observar que la
concentracion de 0.1 % de Tween 20 permite un crecimiento adecuado de ambas
microalgas mientras que en presencia de Tween 20 al 0.5 % el crecimiento
disminuye. Las diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento con

respecto al control a una p<0.05 se indican con (*). Prueba de Dunnet
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7.3 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE OXIBENZONA Y
HOMOSALATO

Una vez seleccionado el Tween 20 al 0.1 % como agente solubilizante, se prosiguio
a definir la concentracion a utilizar de homosalato y oxibenzona, para lo cual fue
necesario probar diferentes concentraciones, descartando aquellas que resultaron
toxicas para las microalgas.

Ramos y colaboradores en 2015 reportaron la cuantificacion de
contaminantes emergentes en diferentes matrices de agua, siendo la concentracién
mas alta encontrada de 3.5756x10% mg/L de oxibenzona en agua de rio y de
6.079x10“ mg/L de homosalato en agua de mar (Ramos, Homem, Alves, & Santos,
2015), no obstante, debido a que se trata de contaminantes emergentes cuya
presencia aumenta al paso del tiempo se propuso comenzar a probar
concentraciones mas altas, por lo que inicialmente se utiliz6 medio Bold basal y
concentraciones de 1 mg/L, 0.5 mg/L, 0.25 mg/L y 0.05 mg/L de oxibenzona y
homosalato. Visualmente las microalgas presentaron caracteristicas muy parecidas
a las del control y estadisticamente no se observo diferencia significativa en el
crecimiento de las microalgas en presencia de los filtros solares en comparacion
con el control bioldgico (Figura 7), por lo que, al no haber una toxicidad evidente, se
procedi6 al analisis de los datos obtenidos a lo largo de la cinética.

Siguiendo el procedimiento descrito en los apartados anteriores, se realizo el
calculo de los parametros cinéticos. Los datos obtenidos para C. vulgaris y S. acutus
en presencia de oxibenzona se muestran en Tablas 6 y 7, respectivamente,
mientras que las Tablas 8 y 9 incluyen los datos para ambas microalgas en contacto
con el homosalato. Se observd que todas las concentraciones permitian el
crecimiento de las microalgas sin embargo la oxibenzona en concentracion de 0.25
y 0.5 mg/L generé tiempo de latencia mayor al del control para C. vulgaris y S.
acutus respectivamente mientras que Unicamente hubo tiempo de latencia con
homosalato a 0.05 mg/L para S. acutus, ademas, en presencia de oxibenzona el
tiempo de generacion y la velocidad de crecimiento especifica fueron muy similares

a las del control. Por su parte, el coeficiente de correlacion para la concentracion de
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1 mg/L fue el mas alto y cercano al control en casi todos los casos, por lo que se

consider6 como la concentracidbn Optima a utlizar, no obstante, al ser
concentraciones tan pequefas no fue posible obtener datos confiables al realizar la
cuantificacion de los filtros UV mediante HPLC, generando la necesidad de probar
el efecto de concentraciones mas altas tanto de oxibenzona como de homosalato.

Tabla 6. Pardmetros cinéticos de C. vulgaris expuestas a diferentes

concentraciones de oxibenzona en medio Bold basal.

Psirr?é?iitégs Control 1 mg/L | 0.5mg/L rggzli rgé)/?_
M max (dias?) | 0.6031 0.7273 0.554 3.2861 2.1001
A (dias) 0.0000 0.000 0.0000 0.0279 0.0000

G (dias) 1.1494 0.9508 1.2503 0.2109 0.3301
R? 0.9549 0.9883 0.9425 0.7942 0.9031

Tabla 7. Parametros cinéticos de S. acutus expuestas a diferentes concentraciones

de oxibenzona en medio Bold basal.

Parametros

0.25

concentraciones de homosalato en medio Bold basal.

Pfirﬁé?iitggs Control 1mg/L | 0.5mg/L rggzl?_ r?]é)/?_
M max (dias 1) | 0.6031 0.7732 0.7083 1.2693 | 2.2208
A (dias) 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 | 0.0000

G (dias) 1.1494 0.8965 0.9786 0.5461 | 0.3121

R? 0.9549 0.9287 0.7931 0.888 | 0.9066

o Control 1 mg/L | 0.5mg/L 0.5 mg/L
cinéticos mg/L
M max (dias %) 0.723 0.6088 4.5775 1.0836 1.4477
A (dias) 0.000. 0.0000 0.1889 0.0000 0.0000
G (dias) 0.9508 1.1386 0.1514 0.6397 0.4788
R? 0.9883 0.7861 0.4212 0.8417 0.8393
Tabla 8. Pardametros cinéticos de C. vulgaris expuestas a diferentes
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Tabla 9. Parametros cinéticos de S. acutus expuestas a diferentes

concentraciones de homosalato en medio Bold basal.

Psirr?gt]iitcr)(s)s Control 1 mg/L | 0.5mg/L r(r)];/?_ I’(T)]g/?_
M max (dias 1) | 0.0824 0.5571 0.5395 2.8053 3.4418
A (dias) 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0722

G (dias) 8.4077 1.2442 1.2847 0.2471 0.2014

R? 0.9883 0.8165 0.8073 0.7549 0.7991

Efecto de oxibenzona en Chlorella vulgaris
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Figura 7. Efecto de diferentes concentraciones de oxibenzona y homosalato

en el crecimiento de C. vulgaris y S. acutus en medio Bold basal. Se puede
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observar que no existe diferencia estadisticamente significativa en el crecimiento de
ambas microalgas en presencia de oxibenzona y homosalato a concentraciones de
0.05, 0.25, 0.5 y 1 mg/L. Las diferencias estadisticamente significativas en el
crecimiento con respecto al control a una p<0.05 se indican con (*). Prueba de

Dunnet.

Para continuar, se realizaron cinéticas de crecimiento donde se probaron
concentraciones de 1, 5y 10 mg/L de oxibenzona y homosalato en C. vulgaris, una
vez evaluado el comportamiento de esta microalga con las nuevas concentraciones
de filtros UV.

En la Tabla 10 se incluyen los parametros cinéticos del crecimiento de C.
vulgaris en presencia de oxibenzona. Es posible notar como en la concentracion de
10 mg/L el tiempo de latencia indica que las células necesitaron de un tiempo
prolongado para adaptarse; mientras que la velocidad especifica de crecimiento, asi
como el tiempo de generacién indican una menor duracion de la fase exponencial
en comparacién con el control, lo cual es sinbnimo de menor generacion de
biomasa, es decir, posible toxicidad. Por otro lado, la concentracion de 5 mg/L
permitié un mayor crecimiento celular en contraste con el control. Ya que no existié
tiempo de latencia, es posible suponer que no hubo complicaciones en la adaptacion
a la presencia de oxibenzona a estas dos concentraciones, lo cual puede
observarse de manera gréafica en la Figura 8 a pesar de que no existe diferencia
estadisticamente significativa en el crecimiento de C. vulgaris en presencia de
ninguna de las concentraciones probadas en comparacion con el control. Como se
pretende obtener los datos de remocion de la mayor concentracion de filtros UV
tolerable por las microalgas, se definié la concentracion de 5 mg/L de oxibenzona
como seleccionada para evaluar.

En el caso del homosalato, los parametros cinéticos mostrados en la Tabla
11 y el comportamiento mostrado en la Figura 8 permiten observar que la
generacion de biomasa en comparacién con el control fue menor. En el caso de las
concentraciones de 1y 5 mg/L se requirié de cierto tiempo de adaptacion ya que los

valores del tiempo de latencia son elevados, sin embargo, hubo crecimiento y la
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tendencia es muy similar a la del control, no asi para la concentracion de 10 mg/L
donde la fase exponencial fue mucho menor, y aunque el tiempo de adaptacién fue
menor en comparacion con las de 1 y 5 mg/L, la temprana llegada de la fase
estacionaria indica que no habra mas generacion de biomasa, por lo que
nuevamente se definié a la concentracion de 5 mg/L como la opcién para continuar

con el proyecto.

Tabla 10. Pardmetros cinéticos de C. vulgaris expuestas a concentraciones de 1, 5

y 10 mg/L de oxibenzona en medio Bold basal.

Pa_ra[n_etros Control | 1mg/L | 5mg/L | 10 mg/L
cinéticos

M max (dias 1) | 1.2947 | 2.4390 | 2.3158 | 0.6772

A (dias) 0.0000 | 0.0073 | 0.0000 | 0.5574

G (dias) 0.5354 | 0.2842 | 0.2993 1.0235

R? 0.9512 | 0.9475 | 0.9417 0.9853

Tabla 11. Pardmetros cinéticos de C. vulgaris expuestas a concentraciones de 1, 5

y 10 mg/L de homosalato en medio Bold basal.

Pa_ra[n_etros Control | 1 mg/L 5 mg/L 10 mg/L
cinéticos

M max. (dias?) | 1.2947 0.7728 0.8876 2.2667

A (dias) 0.0000 1.5131 0.3186 0.1443

G (dias) 0.5354 0.8969 0.7809 0.3058

R? 0.9512 0.9821 0.9735 0.9649
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Efecto de la oxibenzona en Chlorella vulgaris Efecto del homosalato en Chlorella vulgaris
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Figura 8. Efecto de 1, 5 y 10 mg/L de oxibenzona y homosalato en el
crecimiento de C. vulgaris en medio Bold basal. Se puede observar que existe
un mejor crecimiento al utilizar la concentracion de 5 mg/L en ambos filtros UV. Las
diferencias estadisticamente significativas en el crecimiento con respecto al control

a una p<0.05 se indican con (*). Prueba de Dunnet.

Hasta este punto se habia definido la concentracién de 5 mg/L de ambos
filtros solares como la concentracion a utilizar para C. vulgaris, sin embargo, de
nueva cuenta al realizar la cuantificacion mediante HPLC, los resultados indicaron
variaciones, probablemente ocasionadas por el medio de cultivo, que no permitieron
concluir que los resultados fueran confiables, por ello se procedi6 a sustituir el medio
Bold basal por medio TAP para S. acutus utilizando las concentraciones de 5y 10
mg/L Unicamente de oxibenzona ya que para el homosalato no se logré obtener
datos de cuantificacibn confiables debido a una posible fotodegradacién o
precipitacion, incluso con el cambio de medio.

En la Figura 9 se muestra el crecimiento de S. acutus durante los 6 dias de la
cinética; es posible observar cémo, aunque no existe diferencia estadisticamente
significativa, el crecimiento a una concentracion de 5 mg/L de oxibenzona es mayor
que el de 10 mg/L y con mayor similaridad al mostrado en el control, ademas, los
parametros cinéticos incluidos en la Tabla 12 muestran un tiempo de latencia

despreciable y una velocidad de crecimiento especifica, asi como un tiempo de
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generacion, con la misma tendencia que los del control para las concentraciones de
1y 5 mg/L pero un tiempo de latencia mas prolongado para la concentracién de 10
mg/L ademas de una velocidad de crecimiento especifica y un tiempo de generacion
menores, lo cual, como ya se ha mencionado anteriormente, implican posible
toxicidad y por lo tanto menor desarrollo de biomasa. Debido a lo anteriormente
expuesto, nuevamente se definid la concentracion de 5 mg/L como la més

conveniente a utilizar en los préximos experimentos para S. acutus con medio TAP.

Efecto de la oxibenzona en Scenedesmus acutus
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Figura 9. Efecto de 5y 10 mg/L de oxibenzona en el crecimiento de S. acutus
en medio TAP. Se observa que la concentracion de 5 mg/L tiene un mejor
crecimiento en comparacion con el control, aunque no existe diferencia significativa.
La diferencia estadisticamente significativa en el crecimiento con respecto al control

a una p<0.05 se indica con (*). Prueba de Dunnet.
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Tabla 12. Parametros cinéticos de S. acutus expuestas a concentraciones de 5y

10 mg/L de oxibenzona en medio TAP.

Parametros | o, 6| | BP3 5 mg/L | BP3 10 mg/L
cinéticos
§ max (dias 1) | 3.4038 | 3.0291 1.0915
A (dias) 0.0856 | 0.0551 0.1159
G (dias) 0.2036 | 0.2288 0.6350
R?2 0.942 0.9084 0.9895

Cabe mencionar que, aunque en este proyecto no se pretende encontrar la
concentracion ICso sino la capacidad de remocion de las microalgas ya
mencionadas, los resultados obtenidos contrastan con los reportados por Walton en
2019 quien encontr6 que para S. acutus la concentracion inhibitoria del crecimiento
con oxibenzona fue de 1.94 mg/L mientras que para homosalato fue de 0.4 mg/L a
las 96 h (Walton, 2018). Por su parte Lee y colaboradores, en 2020 probaron el
efecto de oxibenzona en S. obliquus donde, segun lo reportado, el crecimiento de
esta microalga se inhibié a una concentracion de 3.64 mg/L también a las 96 h (Lee,
et al., 2020), ademas, para Chlamydomonas reinhardtii, Mao y colaboradores
reportan una concentracion inhibitoria de 1.85 + 0.41 mg/L (Mao, He, Kushmaro, &
Gin, 2017), mientras que para la misma microalga, Esperanza y colaboradores en
2019, reportan una concentracion inhibitoria de 5 mg/L, lo cual demuestra que los
diferentes efectos dependen no solo de la metodologia utilizada en los
experimentos, sino también de la sensibilidad de cada especie de microalgas, no
obstante, aunque en este proyecto logré6 verse una aparente inhibicion del
crecimiento de ambas microalgas a una exposicion de 10 mg/L, tanto S. acutus
como C. vulgaris lograron crecer a una concentracion de 5 mg/L. La diferencia
encontrada respecto a los experimentos realizados por los autores ya mencionados
radica en el método de aireacion y a cambios en el medio de cultivo y con ello los

componentes y fuentes de nitrogeno, fésforo, potasio y carbono, etc.
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7.4 CUANTIFICACION DE CLOROFILA

Uno de los parametros mas relevantes para evaluar la salud celular es la
cuantificacion de pigmentos como la clorofila, la cual se encuentra directamente
relacionada con el fotosistema Il y en la cadena de transporte de electrones que
permite llevar a cabo los procesos fotosintéticos (Esperanza , Seoane, Rioboo,
Herrero, & Cid, 2019). La disminucion de clorofila, especificamente clorofila a, indica
que existen alteraciones en el metabolismo de las microalgas ocasionadas por
factores externos que puede traducirse como toxicidad.

Una vez definida la concentracion de filtros UV se procedié con la
cuantificacion de clorofila a. Como se muestra en la Figura 10 y en el Anexo 1, para
C. vulgaris unicamente hubo diferencia significativa a las 48 h, pero a las 72 h la
clorofila a cuantificada en presencia de 5 mg/L de oxibenzona fue similar al control
bioldgico, lo cual indica que la microalga pudo adaptarse a crecer en presencia de
oxibenzona. En el caso de S. acutus se puede ver una disminucién significativa a
las 48 y 96 h, no obstante, la cinética de crecimiento se detuvo y no se pudieron
obtener los datos necesarios para saber si existe recuperacion después del tiempo
evaluado.

Comparando estos resultados con lo reportado por Mao y colaboradores en 2017,
quienes encontraron que el contenido de clorofila a se ve reducido desde las 24 h
en Chlamydomonas reinhardtii en contacto con concentraciones de hasta 1 mg/L de
oxibenzona (Mao, He, Kushmaro, & Gin, 2017), mientras que Esperanza y
colaboradores en 2019 obtuvieron un incremento en la clorofila a utilizando la misma
microalga con concentraciones de 2 mg/L, esta diferencia puede deberse a los
métodos de cuantificacion utilizados ya que Mao y colaboradores utilizaron
espectrofotometria mientras que Esperanzay colaboradores cuantificaron mediante
citometria de flujo. En cualquier caso, podemos observar que los resultados
obtenidos en este proyecto indican una mejor tolerancia a la presencia de

oxibenzona por parte de C. vulgaris en comparacion con S. acutus.
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Figura 10. Cuantificacion de clorofilaa de C. vulgaris y S. acutus en presencia
de 5 mg/L de oxibenzona. Se puede observar como la concentracién de clorofila
a disminuye de manera significativa en comparacién con el control biolégico a las
48 y 96 h en S. acutus mientras que en C. vulgaris Unicamente disminuye a las 48
h, pero se recupera de las 72 a las 96 h. La diferencia significativa entre control y
tratamiento a una p<0.05 se indica con asteriscos (***) mientras que “ns” indica que

no existe diferencia significativa.

7.5 ANALISIS POR HPLC PARA EVALUAR LA REMOCION DE
OXIBENZONA Y HOMOSALATO

Para iniciar con la evaluacion de la remocion de filtros UV utilizando a las microalgas
C. vulgaris y S. acutus se generd una curva de calibracién estandar en HPLC
utilizando concentraciones de 0.625, 1.25, 2.5 y 5 mg/L de oxibenzona previamente
disuelta en etanol absoluto grado reactivo, para ello se utilizé un detector de arreglo
de diodos. En el caso del homosalato se utilizé6 un detector de fluorescencia y las
mismas concentraciones que para la oxibenzona, probando ademas

concentraciones estandar de 0.5, 1, 2, 5y 10 mg/L; como solvente se utilizé también
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etanol absoluto grado reactivo y adicionalmente DMSO, no obstante, Gnicamente se
logré obtener la curva de calibracion estandar de la oxibenzona ya que para el
homosalato se presento alta variacion de los resultados.

La recta de calibracion estandar, asi como la ecuacion de la recta se

muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Recta de calibracion estandar de oxibenzona. Se muestra la recta de
calibracién estandar de oxibenzona utilizando concentraciones de 0, 0.625, 1.25,

2.5y 5 mg/L con un valor de R?> 0.99.

Se inicio el andlisis para evaluar la capacidad de remocion de 0.05, 0.25, 0.5
y 1 mg/L de oxibenzona y homosalato en medio Bold basal, no obstante, al ser
concentraciones tan pequefias no se obtuvieron datos confiables al cuantificar
mediante HPLC.

Se continu6 con la evaluacion de 1, 5 y 10 mg/L de ambos filtros UV,
inicialmente por parte de C. vulgaris, pensando en continuar con S. acutus una vez
estandarizado el método, con la intencion de evitar el uso innecesario de recursos.
Para ello se tomd 1 mL de muestra cada 24 h y, como se indica en la metodologia,
se centrifugd para obtener el sobrenadante, el cual se analiz6 por HPLC para su
cuantificacion al momento de la toma de muestra o hasta un maximo de 24 h

posteriores. Para la conservacion de las muestras, estas fueron almacenadas a
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temperatura ambiente y en condiciones de oscuridad para evitar fotodegradacion y
precipitacion por disminucion de temperatura.

Utilizando los datos del area bajo la curva obtenidos para oxibenzona, se
calculo la concentracion final, con lo cual se obtuvo también el porcentaje de
remocion como se muestra en la Figura 12. Se puede observar que, en las tres
concentraciones utilizadas, existe una disminucion de la oxibenzona presente, aun
para los controles sin biomasa. Asi mismo, a las 48 h se alcanza arriba de un 90 %
de remocién, mientras que para las 72 h ya no fue posible cuantificar la oxibenzona.
En el caso del homosalato Unicamente fue posible obtener los datos de area bajo la
curva hasta las 24 h para los controles a las concentraciones de 1 y 5 mg/L, no
obstante, es posible observar que de igual manera existe una disminucién
significativa de la presencia de ambos filtros UV aln en los controles sin biomasa.

En ambos casos la disminucion en la concentracién de oxibenzona en los
controles sin biomasa indica que existe una fuerte degradacion abidtica de los filtros
UV, la cual podria tratarse de fotodegradacion. Sin embargo, revisando la literatura,
Rodil y colaboradores en 2009, realizaron también un estudio de la degradacion de
oxibenzona ocasionada por la luz solar donde, por lo menos hasta las 72 h, no se
registré una disminucién en la concentracion (Rodil, Moeder, Altenburger, & Schmitt-
Jansen, 2009). Otra posibilidad es que exista algun agente como componente del
medio nutritivo que actle como catalizador en el proceso de degradacion, por
ejemplo, nitratos. Liu y colaboradores en 2012 realizaron un estudio de la
biodegradacion de oxibenzona encontrando que, después del oxigeno, los nitratos
son los principales agentes encargados de su degradacion (Liu, Ying, Shareef, &
Kookana, 2012).

En el Anexo 2 es posible apreciar que el porcentaje de reduccion de la
concentracion de oxibenzona en los controles sin biomasa y de los ensayos en
presencia de C. vulgaris varia de acuerdo con la concentracion inicial, por ejemplo,
para la concentracién de 1 mg/L a las 24 h se obtuvo una reduccion del 84.56 %
para el control sin biomasa y un 81.59 % en presencia de biomasa, mientras que al
colocar una concentracion de 10 mg/L a las 24 h la oxibenzona disminuyd en un

99.24 % a las 24 h para el control sin biomasa y del 88.61 % para el ensayo en
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presencia de C. vulgaris, esto comprueba que la variacidbn de concentracion no
puede ser adjudicada a la presencia o ausencia de biomasa sino a algun factor
externo como lo son los componentes del medio. Por esta razon se propuso realizar
un cambio del medio nutritivo utilizado, sustituyéndolo por medio TAP, el cual

contiene cloruro de amonio como fuente de nitrdgeno en sustitucion de los nitratos.
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Figura 12. % de remocion de oxibenzona por C. vulgaris en medio Bold basal.
Se observa que se logra alcanzar arriba de un 90 % de remocion a las 48 h en las

tres concentraciones de oxibenzona utilizadas.

Para sustituir el medio nutritivo Bold basal, fue necesario un proceso de
adaptacion de las microalgas al medio TAP, por lo cual los siguientes experimentos
se llevaron a cabo inicialmente con S. acutus, ya que fue la microalga de mas rapida
adaptacion, y posteriormente con C. vulgaris. Ademas, debido a que el homosalato
ya no es detectable por el equipo de HPLC incluso desde las 24 h y a que no se
logré construir una curva de calibracion confiable, se decidié continuar Unicamente

con la oxibenzona. Cabe mencionar que para tener mas informacién respecto al
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fenémeno de remocién del filtro UV y debido al cambio de componentes del medio
TAP, donde en otros experimentos realizados en el laboratorio las microalgas han
demostrado tener un crecimiento mas rapido en comparacion con el medio Bold
basal, nuevamente se probaron concentraciones de 5y 10 mg/L de oxibenzona.
Los resultados obtenidos se muestran en el Anexo 3 e indican que existe una
disminucién en la concentracién de oxibenzona mayor al 90 % a las 48 h incluso en
los controles sin biomasa (Figura 13), sin embargo, aun existen concentraciones
cuantificables hasta las 96 h. Si bien puede pensarse que existe fotodegradacion o
precipitacion, esto sucede con menor rapidez utilizando medio TAP, lo que implica
que efectivamente los nitratos presentes en el medio Bold basal, que no estan
presentes en el medio TAP, podrian intervenir en la degradacion de la oxibenzona.
Debido a que no se observa diferencia en los resultados al utilizar 5 mg/L y
10 mg/L de oxibenzona, se definié la concentracién de 5 mg/L para posteriores
experimentos puesto que la concentracion de 10 mg/L parecia generar toxicidad

para las microalgas.
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Figura13. % deremociéon de5y 10 mg/L de oxibenzona por S. acutus en medio
TAP. Se observa que se logra alcanzar arriba de un 90 % de remocién a las 48 h
en las dos concentraciones de oxibenzona utilizadas. La diferencia significativa en
el % de remocion (P>0.05) se indica con asteriscos (***). Prueba de Fisher.
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A continuacién, se prob6é nuevamente la capacidad de remocion de 5 mg/L

de oxibenzona por S. acutus, sin embargo, se opt6 por reducir el tiempo de toma de
muestra a 12 h para obtener informacién mas especifica respecto al tiempo de
remocién, dado que hasta el momento se habia logrado remover arriba del 90 % de
la oxibenzona del medio a las 48 h.
Como se observa en el Anexo 4, se logra una remocion del 87.58 % a las 12 h y del
98.41 % a partir de las 72 h en los ensayos en presencia de S. acutus, a diferencia
de los controles sin biomasa donde la reduccion de la concentracion por fendbmenos
no bioldgicos es del 53.93 % a las 12 h y la mayor remocion alcanzada es del 80.17
% a las 84 h. En la Figura 14 se puede observar que desde las 12 h existe una
diferencia significativa en la disminucion de la concentracion de oxibenzona
presente en el medio al inocular con la microalga S. acutus donde se logra una
remocion maxima del 99.84 % en comparacion con los controles no biol6gicos.

Dentro de la literatura revisada, se encontro que Lee y colaboradores en 2020
evaluaron la capacidad de remocion de oxibenzona utilizando S. obliquus, para lo
cual también evaluaron los factores abibticos de remocion, con la finalidad de
descartar este efecto y poder atribuir sus resultados Unicamente a la microalga. Este
estudio sirve de referencia, ya que utilizaron los mismos fotoperiodos de 16 h luz y
8 h oscuridad en medio Bold basal y pudieron descartar la existencia de
fotodegradacion, lo cual contrasta con lo observado al inicio de los experimentos de
remocion de este proyecto. Como ya se habia mencionado, dentro de las principales
diferencias experimentales se encuentra la oxigenacién en sus experimentos, Lee
y colaboradores Unicamente agitaban los biorreactores cada 24 h de manera
mecanica, mientras que en este proyecto la aireacion se mantiene constante a lo
largo de las 96 h de cultivo (Lee, et al., 2020).
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Figura 14. % de remocién de 5 mg/L de oxibenzona a las 96 h por S. acutus en
medio TAP. Se observa que se logra alcanzar una remocion mayor al 90 % a partir
de las 24 h, asi como que existe una diferencia significativa (***) en presencia de la

microalga S. acutus con respecto al control sin biomasa (p>0.05). Prueba de Fisher.

Una vez lograda la adaptacion de C. vulgaris al medio TAP se prosigui6 con
la evaluacion de la remocion de oxibenzona, nuevamente con un tiempo de toma
de muestra de 12 h.

Analizando los datos del Anexo 5, es posible notar que la maxima
disminucion de la concentracion de oxibenzona se alcanza a las 96 h con un 88.25
% en los controles sin biomasa y del 98.92 % a las 72 h en presencia de la
microalga, es decir, sigue estando presente algun factor externo al biolégico que
contribuye a este fendmeno, sin embargo, efectivamente existe una diferencia
significativa en la remocién de oxibenzona por accién de C. vulgaris como se

observa en la Figura 15.
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Figura 15. % de remocién de oxibenzona por C. vulgaris en medio TAP. Se
observa que se logra alcanzar el 99 % de remocion a las 96 h (p>0.05). Prueba
de Fisher.

7.6 DESORCION DE LA PARED CELULAR

De manera simultanea a la evaluacién de la remocién de los filtros UV realizada por
C. vulgaris y S. acutus en medio TAP, se analiz6 la desorcion de la pared celular,
de igual manera mediante HPLC. La finalidad de este estudio fue corroborar qué
porcentaje de la pérdida de los filtros UV se debid a un proceso de adsorcion en la
pared celular de las microalgas utilizadas.

Para este proceso, se tomaron alicuotas de 50 mL al final de la cinética (96
h), las cuales fueron centrifugadas durante 10 min a 4000 rpm retirando el
sobrenadante. Posteriormente se afiadié 1 mL de etanol absoluto grado reactivo y
se resuspendio con ayuda de voértex hasta dispersar el pellet por completo. Se
centrifugd por segunda ocasion bajo las mismas condiciones para retirar y analizar

el sobrenadante mediante HPLC.
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El porcentaje de adsorcion de oxibenzona se muestra en la Tabla 13 donde es
posible notar que efectivamente un porcentaje de oxibenzona es adsorbido en la

pared celular.

Tabla 13. Anédlisis de remocion de oxibenzona de C. vulgaris y S. acutus
utilizando medio TAP. Se muestran los porcentajes de remocion por células

(adsorcién y absorcion) y fotdlisis.

Remocion de 5 mg/L de oxibenzona

Microalga Tiempo (h) | % de adsorcién | % absorcion | % fotdlisis
Chlorella vulgaris 96 0.96 10.60 88.20
Scenedesmus 96 1.06 22.89 76.00
acutus

Al realizar el célculo de la concentracion adsorbida y compararla con la
concentracion final presente en el sobrenadante en la evaluacion de la remocion de
oxibenzona, se encontré que la suma de ambas concentraciones no es igual a la
concentracion inicial de 5 mg/L, lo cual indica que ademas de la adsorcidn existen
otros métodos de remocién como la absorcion y la fotolisis. Ademas, como se
observo en los apartados anteriores, al cuantificar la oxibenzona en el control
abiotico también disminuy6 la concentracion, esto indica que efectivamente una
fraccidon de la concentracién de oxibenzona se pierde por fendmenos no bioldgicos,
sin embargo, el uso de microalgas mejora el proceso de remocion por lo que es una
alternativa para su implementacion en el tratamiento de agua contaminada con

oxibenzona.

En la Tabla 13 se incluyen los porcentajes de remocion generados por las
microalgas, los cuales son de 11.56 % para C. vulgaris y de 23.95 % para S. acutus.
A pesar de que los porcentajes de remocion son mayores para los factores
abidticos, como la fotdlisis; los resultados obtenidos en el presente proyecto resultan
satisfactorios pues coinciden con los reportados en la literatura por Lee y

colaboradores, quienes indican que con la microalga S. obliquus se logra una
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remocion del 23.3 al 28.5 % utilizando concentraciones de oxibenzona de 0.1 a 3
mg/L (Lee, et al., 2020), en contraste con lo reportado por Mao y colaboradores en
2017, con un 58.4 % de remocioén a una concentracion de 0.01 ng/L mientras que
para la concentracion de 5 mg/L Unicamente se le puede atribuir una remocién del
10 al 12 % en Chlamydomonas reinhardtii (Mao, He, Kushmaro, & Gin, 2017), lo
cual indica que la efectividad de las microalgas puede variar y disminuye conforme

aumenta la concentracion de este filtro UV.
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8. CONCLUSIONES

En la primera etapa se determind que el etanol absoluto grado reactivo a una
concentracion de 1 % permite la disolucion de la oxibenzona y no resulta toxico para
C. vulgaris y S. acutus, no obstante, los parametros cinéticos obtenidos demuestran
que el Tween 20 al 0.1 % permite un mejor crecimiento de las microalgas en
comparacion con el control sin agente solubilizante.

De las concentraciones utilizadas, la concentracion de 5 mg/L tanto de
oxibenzona como de homosalato permite un crecimiento adecuado de biomasa para
ambas microalgas, sin embargo, al no lograr cuantificar las concentraciones de
homosalato, se continu6 Unicamente con la evaluacion del efecto de oxibenzona.

La cuantificacion de clorofila a indica que C. vulgaris tiene la capacidad de
crecer sin aparente toxicidad en presencia de 5 mg/L de oxibenzona, ya que
Unicamente se obtuvo una diferencia significativa a las 48 h, pero la concentracion
se recupero a partir de las 72 h. En contraste, S. acutus presenté una diferencia
significativa en la disminucion de la concentracion de clorofila a las 48 y 96 h, sin
embargo, los parametros cinéticos indican que a una concentracion de 5 mg/L de
oxibenzona hubo incremento de biomasa para ambas microalgas, iniciando
directamente en fase exponencial, lo cual indica que no hubo fase de adaptacién
debida a toxicidad por parte de la oxibenzona.

Mediante el analisis de desorcion se determind que C. vulgaris remueve el
11.56 % de oxibenzona, de lo cual el 0.96 % corresponde a adsorcion y el 10.6 % a
absorcion. En el caso de S. acutus, el 1.06 % de la oxibenzona es removida
mediante adsorcion mientras que el 22.89 % es eliminado por absorcién, generando
un total del 23.95 % de remocion atribuido a las células. El resto de la oxibenzona
removida se atribuye hasta el momento a un proceso de fotodegradacion.

A pesar de que los resultados de la cuantificacidén de clorofila a de C. vulgaris
fueron similares a los del control bioldégico en presencia de 5 mg/L de oxibenzona
en comparacion con S. acutus donde al finalizar la cinética existié una disminucion
significativa, lo cual indica cierta dificultad de adaptacion por parte de la microalga;

S. acutus tiene mayor capacidad de remocion.
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La acumulacion de los filtros UV en los cuerpos de agua indica que la
fotodegradacion no es suficiente para evitar o prevenir el incremento de la
concentracion de oxibenzona, por lo que en sinergia con las microalgas es posible

lograr una disminucién desde el tratamiento previo a su descarga.
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ANEXOS

Anexo 1. Cuantificacién de clorofilaapara C. vulgaris y S. acutus en presencia
de 5 mg/L de oxibenzona. Se muestran los resultados de la cuantificacién de
clorofila en las muestras control (C) y en presencia de 5 mg/L de oxibenzona (BP3).

Cuantificacion de clorofila a

Tiempo Muestra Chl_orella Scenedesmus
(h) vulgaris (mg/L) acutus (mg/(L)
24 C 5.584 7.550
48 C 8.427 11.998
72 C 8.647 12.284
96 C 10.635 14.320
24 BP3 4.141 8.033
48 BP3 6.200 10.158
72 BP3 7.566 12.567
96 BP3 10.787 10.301
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Anexo 2. Evaluacién de la capacidad de remocion de oxibenzona vy
homosalato por C. vulgaris en medio Bold basal. Se observa una disminucién
significativa de la concentracién de oxibenzona al paso del tiempo en las muestras

control CT1y CT2, asi como en las muestras en contacto con la biomasa T1y T2.

Chlorella vulgaris

Oxibenzona Homosalato
Muestra Tle(hm)loO (l:r?lglilelrzglagclll(_))n ﬁ;e?u?\?éo C]S_Jncentracién % de Are?ul?\z/iéo la
(MUA/s) inal (mg/L) | reduccion (MUAVs)
*CT1 24 1 52.8 0.15 84.56 18.9
CT1 24 5 68.8 0.20 95.99 373
CT1 24 10 25.6 0.08 99.24 -
*T1 24 1 63.1 0.18 81.59 -
T1 24 5 50 0.15 97.07 -
T1 24 10 394.3 1.14 88.61 -
CT2 48 1 18.1 0.05 94.56 -
CT2 48 5 53.3 0.16 96.88 -
CT2 48 10 157.8 0.46 95.43 -
T2 48 1 29.9 0.09 91.16 -
T2 48 5 24.4 0.07 98.55 -
T2 48 10 79.2 0.23 97.70 -
*CT: Control sin biomasa. **T: Ensayo con biomasa.
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Anexo 3. Evaluacion de la capacidad de remocién de oxibenzonapor S. acutus
en medio TAP. Se observa una disminucion de la concentracion de oxibenzona al

paso del tiempo en las muestras control y en contacto con la biomasa.

... Scenedesmusacutus ...

Muestra Tiempo | Concentracion| Area bajo la Co_ncentracién % de_,
(h) (mg/L) curva (mUA/s) | final (mg/L) |reduccion
*CT11 24 5 285 1.09 78.11
CT12 24 5 402 1.54 69.19
CTl1 24 10 424 1.62 83.76
CTl12 24 10 340 1.30 86.96
*T11 24 5 146 0.56 88.71
T12 24 5 591 2.26 54.79
T11 24 10 189 0.73 92.71
T12 24 10 817 3.12 68.78
CT21 48 5 81.3 0.32 93.64
CT22 48 5 44 0.18 96.48
CT21 48 10 83.1 0.32 96.75
CT22 48 10 52.9 0.21 97.90
T21 48 5 11.4 0.05 98.97
T22 48 5 8.3 0.04 99.20
T21 48 10 181.5 0.70 93.00
T2 2 48 10 21.4 0.09 99.10
CT31 72 5 62.7 0.25 95.06
CT32 72 5 60.8 0.24 95.20
CT31 72 10 65.1 0.26 97.44
CT32 72 10 52.2 0.21 97.93
T31 72 5 10.3 0.05 99.05
T32 72 5 9.3 0.04 99.13
T31 72 10 21.2 0.09 99.11
T32 72 10 31.3 0.13 98.72
CT41 96 5 68.8 0.27 94.59
CT42 96 5 50.9 0.20 95.96
CT41 96 10 54.1 0.21 97.86
CT42 96 10 42 .4 0.17 98.30
T4 1 96 5 20.2 0.09 98.30
T4 2 96 5 18.5 0.08 98.42
T4 1 96 10 46.1 0.18 98.16
T4 2 96 10 72.9 0.29 97.14
*CT: Control sin biomasa **T:Ensayo con biomasa
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Anexo 4. Evaluacion de la capacidad de remocién de oxibenzonapor S. acutus

en medio TAP cada 12 h. Se observa una disminucion significativa de la

concentracion de oxibenzona al paso del tiempo en las muestras control, asi como

en las muestras en contacto con la biomasa.

Scenedesmus acutus

Tiempo | Concentracion Area bajo Concentracion % de
Muestral " inicial (mg/L) | 12 CUVa | Tl mg/L) | reduccion
(mUA/s)

*CT1 12 5 602.2 2.30 53.93
CT2 24 5 452.2 1.73 65.37
CT3 36 5 429.1 1.64 67.13
CT4 48 5 564.5 2.16 56.81
CT5 60 5 324.9 1.25 75.07
CT6 72 5 369 1.41 71.71
CT7 84 5 258 0.99 80.17
CT8 96 5 312.9 1.20 75.98
*T1 12 5 160.8 0.62 87.58
T2 24 5 59.7 0.24 95.29
T3 36 5 34.2 0.14 97.23
T4 48 5 46.9 0.19 96.26
T5 60 5 15.9 0.07 98.63
T6 72 5 18.7 0.08 98.41
T7 84 5 0 0.01 99.84
T8 96 5 0 0.01 99.84

*CT: Control sin biomasa

**T: Ensayo con biomasa
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Anexo 5. Evaluacion de la capacidad de remocién de oxibenzona por C.
vulgaris en medio TAP cada 12 h. Se observa una disminucion significativa de la
concentracion de oxibenzona al paso del tiempo en las muestras control, asi como

en las muestras en contacto con la biomasa.

Chlorella vulgaris

Muestra Tiempo Qo_npentracién Alz;e?u?\?éo Co_ncentracién % de_,
(h) inicial (mg/L) (MUA/s) final (mg/L) | reduccidn
*CT1 12 5 682 2.61 47.85
CT2 24 5 490.3 1.88 62.46
CT3 36 5 454.4 1.74 65.20
CT4 48 5 383.7 1.47 70.59
CT5 60 5 360.3 1.38 72.37
CT6 72 5 246 0.95 81.08
CT7 84 5 159 0.61 87.72
CT8 96 5 152 0.59 88.25
**T1 12 5 384.015 1.47 70.56
T2 24 5 146.05 0.56 88.70
T3 36 5 165.35 0.64 87.23
T4 48 5 86.325 0.34 93.26
T5 60 5 78.75 0.31 93.83
T6 72 5 12.05 0.05 98.92
T7 84 5 13.725 0.06 98.79
T8 96 5 14.8 0.06 98.71
*CT: Control sin biomasa **T: Ensayo con biomasa
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10.GLOSARIO

Abidtico: Que carece de seres vivos

Auxotrofo; Microorganismo que carece de la capacidad para producir nutrientes
especificos que permitan su proliferacion.

Bioacumulacién: Incremento de la concentracién de sustancias exdégenas en los
organismos Vvivos mayores a las presentes en el medio naturalmente.

Cenobio: Agrupacion de células de algas o protozoarios de comudn origen y niamero
fijo que proceden de la biparticion de una célula inicial.

Contaminante: Sustancias exdgenas presentes en el medio ambiente y que
pueden causar efectos adversos.

Disrupcion enddécrina: Modificacion de la homedstasis hormonal en los seres vivos
gue puede causar efectos adversos.

Espectrofotometria: Técnica analitica utilizada para medir la cantidad de luz que
absorbe una sustancia, midiendo la intensidad de la luz cuando un haz luminoso
pasa a través de la solucion muestra, con base en la ley de Beer-Lambert

Filtro UV: Revestimiento especial que absorbe o refleja la radiacién ultravioleta
Fotdlisis: Ruptura o descomposicién de enlaces quimicos por efecto de la luz y/o
radiacion.

Hermafroditismo: Todo organismo que presenta érganos reproductivos femeninos
y masculinos.

Heterotrofo: Dicho de un organismo: Incapaz de elaborar su propia materia
organica a partir de sustancias inorganicas, por lo que debe nutrirse de otros seres
Vivos.

Hidrofilico: Sustancia que tiene afinidad por el agua.

Hidrofébico: Sustancia que tiene afinidad a moléculas no polares y/o repelen el
agua.

Lipofilicidad: Que presenta afinidad por las grasas.

Mixotrofico: Organismos vivos capaces de obtener energia metabdlica tanto de
seres vivos como de la fotosintesis.

Xenobiético: Sustancia que no se encuentra o produce de forma natural en el

organismo.
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