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Introduccion



Contaminantes Emergentes

Los contaminantes emergentes son sustancias que no estan reguladas y se
descargan continuamente al ambiente debido a las actividades cotidianas e
industriales.

Dentro de estos contaminantes se
encuentran los filtros UV (FUV) que son
sustancias organicas que absorben Ia
radiacion solar peligrosa y se utilizan
comunmente para prevenir el cancer en la
piel por lo que su uso se ha incrementado
en productos de cuidado personal como
cremas, shampoos, perfumes, asi como
diferentes materiales como plasticos vy
pinturas.

P.D. Hansen, Risk assessment of emerging contaminants in aquatic systems, Trends in Analytical Chemistry. 26, 1095-1099 (2007).



Efectos de los FUV 7

Los FUV presentan actividad estrogenica,
pueden representar un riesgo de
bioacumulacion en los organismos expuestos
y potenciar la absorcion de otros compuestos
toxicos presentes en insecticidas o
repelentes de insectos.

Coral Normal y Expuesto a
Oxibenzona 926 h a niveles de ppb

Debido a sus descargas continuas en
cuerpos de agua, los FUV son considerados
contaminantes pseudopersistentes y se sabe
gue no pueden ser eliminados totalmente en
su paso por las plantas de tratamiento de
aguas residuales.

R.J. Witorsch, J.A. Thomas, Personal care products and endocrine disruption: A critical review of the literature, Critical Reviews in Toxicology. 40 (2010)
1-30.

W.W. Buchberger, Current approaches to trace analysis of pharmaceuticals and personal care products in the environment, Journal of Chromatography
A. 1218, 603-618 (2011).



Remocioén de contaminantes emergentes mediante 8
procesos biologicos de degradacion

La degradacion mediante microorganismos
es considerada el mecanismo de remocion ‘% sﬁ
mas importante en el ambiente. 1 ‘9

Las microalgas han sido utilizadas para la Scenedesmus acutus
remocion de diferentes contaminantes
organicos obteniendo buenos rendimientos.

Sin embargo, se considera que los productos
de la degradacion (metabolitos) suelen ser
mas peligrosos que los precursores debido al
aumento de su disponibilidad en el ambiente.

V. Matamoros, R. Gutiérrez, |. Ferrer, J. Garcia, .M. Bayona, Capability of microalgae-based wastewater treatment systems to remove emerging organic

contaminants: A pilot-scale study, Journal of Hazardous Materials. 288, 34—42 (2015).



Nombre

Oxibenzona

4-MBC

Octocrileno

Avobenzona

2-EHMC

Analitos en estudio

Estructura

Peso molecular

(g mol)

228.24

254.37

361.48

310.39

290.40

log

Kow

3.64

4.95

7.53

4.5]

5.66

Solubilidad en

agua

(mg L)
3.70
1.30
1.30

1.0

0.15



Objetivos

Desarrollar y validar una metodologia que permita el analisis de los FUV
oxibenzona (OXI), 4-metilenbenciliden alcanfor (MBC), octocrileno (OCT),
avobenzona (AVO) y 2-etilhexil-metoxicinamato (EHMC) presentes en el medio
de cultivo y en la biomasa de cultivos de la microalga Scenedesmus acutus
expuestos, utilizando como técnicas de preparacion de muestra la EFS y
DMFS, respectivamente, ademas de realizar el analisis por cromatografia de
liquidos con deteccion UV (CLAR-UV).

Realizar la identificacion de los metabolitos producidos mediante cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM).

10



Experimentacion
v Resultados
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Tabla 1.

Columna

Deteccion

Fase movil
Tiempo de andlisis

Velocidad del flujo

Condiciones cromatogrdficas

Tipo: ZORBAX SB C18
Tamano de particula: 5 um
Dimensiones: 4.6 x 250 mm

Tipo: UV
Longitudes de onda: 290, 310 y 360 nm

MeOH/ H,O 85:15 v/v
20 min

1 mL min!
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Obtencion de la muestra

Cultivo de Scenedesmus acutus
!Y ¥

Centrifugacion 3500 rom / 15 min
Absorbancia 1.0 a 683 nm

Biomasa

DMFS

Sobrenadante

13



Extraccion en Fase Solida

I) Acondicionamiento II) Carga 1) Elucién
- 5mL MeOH - 50 mL sobrenadante - 2.0 mL MeCN
-5 mL H,O - Secado al vacio
ST fr— ——
Frit e
250 mg C18
Frit —_ _U_
Residuos Residuos EXTRACTO

CON FUV



Cromatogramas obtenidos con los extractos de EFS

Blanco
0.0161 Estdndar a 5 ug mL-!
P Sobrenadante fortificado a 150 ng mL"!
0.0144
S
0.012-

0.010+

0.0081

0.006+

0.004

0.002

0.000+

-0.002

1.00 2.00 3.00 4.00 500 6.00 7.00 8.00 300 1000 11.00 1200 13.00 1400 1500 16.00 17.00 18.00 13.00
Minutes

1 = oxibenzona, 2 = 4-MBC, 3 = octocrileno, 4 = Avobenzonay 5 = 2-EHMC



Validacion del método por EFS 16

EHMC

linealidad (12) @ 0.9994 09990 09926 09902  0.9963
04 (+4) 79 (+4) 94 (£15) 85 (+16) 82 (+12)

Precision (repetibilidad)
200 ng mL-!' (CV% n=6) 8 15 4 13 19

LD (S/N=3) (ng mL") 10 12 10 ? 11
LC (S/N=10) (ng mL") 33 36 33 28 35

a) Evaluado en el intervalo de 80 a 1200 ng mL-1.

Parametro




Dispersion de matriz en fase solida — asistida por vortex

I) Homogeneizacion

»
N

15 mg biomasa /-

- @D)
100mg C18 \ /

l11) Agitacion en vértex

IV) Centrifugacion

3500 rom / 15 min

I1) Adicién de

eluyente

Il

> @

1.5 mL
MeOH/ H,O
80:20 v/v

V) Filtracién

,A,,i‘ Sobrenadante

1\ Membrana
-.‘i,‘

ﬁ nylon 0.40 um

EXTRACTO
CON FUV
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Cromatogramas obtenidos con los extractos de DMFS-AV

0.011+
0.0104
0.009
0.008
0.007 -
0.006
g 0.0054
0.0044
0.003
0.002

0.001+

Blanco
Estdndar a 5 uyg mL!

\ 2 Sobrenadante fortificado a 500 ng mg™!

S

0.000

-0.0014

1.00 200 300 400 S00 600 700 300 9S00 1000 11.00 1200 13.00 1400 15.00 16.00 17.00 18.00 1S5.00

1 = oxibenzona, 2 = 4-MBC, 3 = octocrileno, 4 = Avobenzonay 5 = 2-EHMC
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Validacion del método por DMFS-VA

Parametro
(0).{ MBC OCT AVO EHMC
Linealidad (r?) @ 0.9987  0.9983 0.9990 0.9982 0.9887
05 TTEE) 795 73E6)  77(
Precision (repetibilidad)
17 ng mg' (CV% n=6) 2 < 1 3 2
LD (S/N=3) (ng mg) 0.5 0.7 0.9 0.6 0.9
LC (S/N=10) (ng mg-) 1.7 2.3 3.0 2.0 3.0

a) Evaluado en el intervalo de 7 a 33 ng mg-"

19



Ensayos de exposicion de cultivos a Oxibenzona

Tiempos de exposicion

4,16y 24 h 500 ng mL-"!

Mvuestra expuesta Control Blanco
50 mL medio + 50 mL medio + 50 mL de cultivo sin
microalgas + contaminantes contaminantes

contaminantes

Concentracion de contaminante:

20



Ensayos de exposicion de cultivos a los FUV
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Analisis de los extractos por CG-EM
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Analisis de los extractos por CG-EM

12000000

10000000

Oxibenzona

8000000

6000000

4000000

2000000

Metanona

— Cultivo control oxibenzona
sin microalgas

— Cultivo expuesto a
oxibenzona

— Estandar metanona

155 16 16.5

17 17.5 18 185 19
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Reaccion de desmetilacion 24

Oxibenzona Metanona
O OH Citocromo O OH

F. Thies, L. H. Grimme. O -Dealkylation of coumarin and resorufin ethers by unicellular green algae: kinetic
properties of Chlorella fusca and Chlorella sorokiniana. Archives of Microbiology. 164, 203-211 (1995)




Otros FUV 25

Oxibenzona Octocrileno Avobenzona




Conclusiones -

« Se desarrolld una metodologia sensible que permite el monitoreo de FUV en la
biomasa y medio de cultivo de microalgas.

 Los metodos desarrollados presentaron buenos parametros de validacion y
demostraron ser utiles para la evaluacion de la remocion de oxibenzona del
medio acuoso.

 La microalga Scenedesmus acutus transforma la oxibenzona en metanona a
través de una reaccion de desmetilacion.

« Se espera que el método sea util para determinar el comportamiento de la
microalga frente a otros FUV.
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