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Bla]P
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C.v.
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kd
kDa
kHz

mM

ML

NADH
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LD

LE

PAG

PM

RZ

Rs

RSD

S. acutus
S. capricornutum
SDS-PAGE
SEC

T

Acetonitrilo

Acido desoxirribonucleico

Agencia para sustancias toxicas y registro de enfermedades
Benzo [a] antraceno

Benzo [a] pireno

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion
Coeficiente de variacion

Dispersion de Matriz en Fase Sélida
Desviacion estandar

Extracto crudo

Extracto crudo extracelular

Extracto crudo intracelular

Extraccion en Fase Sélida

Horas

Hidrocarburo Aromatico Policiclico
Constante de distribucién promedio
Factor de distribucion / particion

Kilo Daltones

Kilo Hertz

Factor de retencién (fase movil es agua)
Constante de reparto octanol/agua
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Milimolar

Medio liquido

Nicotinamida adenina dinucleétida
Limite de cuantificacion
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Limite de exclusién
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Peso molecular

Linealidad

Resolucién

Desviacion estandar relativa
Scenedesmus acutus

Selenastrum capricornutum
Electroforesis por gel de una dimension
Cromatografia de Exclusion Molecular

Temperatura




tr Tiempo de retencién

USEPA Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos
Ve Volumen de columna

Ven Volumen de elucién

Vi Volumen interno

Vo Volumen de vacio

Ve Volumen de retencion

Vit Volumen total

W Ancho a la base del pico

Vi
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RESUMEN
Los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) naturales o sintéticos son ubicuos, recalcitrantes y téxicos; con interés ambiental y
para la salud. La biodegradacion de los HAP por la accién de enzimas especificas de microalgas verdes aln no se ha reportado. Con
el objetivo de describir este tipo de sistema enzimatico se utilizaron bioensayos de degradacion de benzo[aJantraceno (B[aJA) y
benzo/a]pireno (B[a]P) por las microalgas S. capricornutum y S. acutus y el analisis conjunto de los metabolitos producidos y los
componentes moleculares presentes en extractos enzimaticos.

En los bioensayos de degradacion mencionados se usaron cultivos liquidos de S. capricornutum y S. acutus expuestos a B[a]A o B[a]P
(266 ng mL1) a diferentes intervalos de tiempo y condiciones especificas, proceso llamado de activacidn, con el cual se obtuvo el
sistema enzimatico involucrado en la biodegradaciéon y se determindé cromatograficamente la isomeria geométrica de los
metabolitos producidos. Posteriormente, por centrifugacion y lisis ultrasonica se obtuvieron los extractos crudos intra- y extra-
celulares para su fraccionamiento y evaluacién de la biodegradaciéon de HAP bajo luz-temperatura ambiente, agitacidn constante,
diferentes intervalos de tiempo y frente al HAP usado en la activacion. Ademads, en los extractos crudos intracelulares y
extracelulares se cuantifico la proteina total por el método de Lowry, teniendo mayor concentracién en el extracto crudo
extracelular sin importar el tiempo de exposicion. Las muestras se trataron por Extraccidon en Fase Sdlida y Dispersidon de Matriz en
Fase Sélida y los metabolitos de HAP se analizaron por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién.

De entre los bioensayos de activacion, en los de S. capricornutum frente B[a]P por 6 h se produjo la mayor cantidad del 4,5-dB[a]P
(159 £ 4 ng en medio liquido; 75 + 2.4 ng en biomasa) y del 7,8- dB[a]P (45 % 1.83 ng en medio liquido), mientras la menor
concentracion del 4,5-dB[ajP se hallé a las 72 h (11 £ 0.37 ng en medio liquido), este comportamiento permitié la obtencién de
extractos crudos con cantidades remanentes minimas de metabolitos que favorecieron su cuantificacion en la subsecuente
evaluacion de biodegradacion en los extractos crudos por exposicién al contaminante; siendo mayor a las 3 hy 6 h en el extracto
crudo extracelular (604.54 ng) e intracelular (250.72 ng); respectivamente. La biodegradacion de B[aJA en el extracto crudo
extracelular de S. capricornutum permitié cuantificar al 5,6-cis-dB/aJA (10.8 ng) después de 17 h al no estar presente el metabolito
en el control mientras en el extracto crudo intracelular se cuantificé a las 14 h (2.76 ng).

La biodegradacion de B[a]P por extractos crudos de S. acutus no se cuantificd incluso con una activacién de dos semanas pues la
cantidad del metabolito en el bioensayo no se diferencié de la presente en el control. La evaluacion de la biodegradacion de B[aJA
por S. acutus se cuantificéd con el 5,6-cis-dB[a]P en el extracto crudo intracelular (0.44 ng) y en el extracto crudo extracelular (4.57
ng) a las 48 h. Con base en las condiciones metodoldgicas presentadas y el comportamiento degradativo observado; el estudio de
la biodegradacion en extractos crudos fraccionados contd con un fuerte enfoque en S. capricornutum frente a Bla]P.

Después de determinar las condiciones dptimas de activacion de S. capricornutum se evalud la biodegradacion de BfaJP en los
extractos crudos provenientes de 12 cultivos activados por B[aJP y concentrados por evaporacion o filtracién (extracto crudo
intracelular y extracelular; respectivamente). Estos se analizaron por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion y deteccion por
fluorescencia compardndolos con controles, extractos crudos no expuestos a HAP, determinando la presencia de metabolitos y asi
la biodegradacién. Ademas, en los extractos crudos se determinaron pesos moleculares (PM) de interés por Cromatografia de
Exclusidon Molecular, entre ellos: 27.2 + 0.41, 38.15 - 41.97, 91.08 + 29.3 y 215.68 + 5.34 kDa, usando las columnas SRT SEC 300 y
Agilent Bio SEC-5.

Posteriormente con el fraccionamiento de los extractos crudos concentrados por Cromatografia de Exclusién Molecular, usando
Sephadex G-50, se observé mayor biodegradacion en la fraccién con componentes > 30 kDa confirmando el PM 38.15-41.97 kDa.
Las subfracciones obtenidas por uso de Sephadex G-100 y degradadoras de B[a]JP se analizaron por Cromatografia de Exclusién
Molecular analitica y electroforesis (SDS-PAGE) determinando PM de 20 y 50 kDa vinculandose con subunidades de di-oxigenasas;
de 38 y 82 kDa relacionandose con peroxidasas y de 48 kDa compatible con la descripcion de peroxidasas degradadoras de HAP.
Finalmente, los PM > 200 kDa resultaron de interés al considerar sistemas multicomponentes degradadores de HAP.

Con la informacién colectada se concluyd la presencia de distintas moléculas en la microalga verde S. capricornutum que
presuntamente forman parte de un sistema proteico multicomponente involucrado en el proceso de degradacién de HAP, liderado
por di-oxigenasas en el curso temprano de la eliminacidn de estos contaminantes.
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ABSTRACT
Natural or synthetic Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) are ubiquitous, recalcitrant, and toxic, with environmental and
health interest. The biodegradation of PAHs by the action of specific enzymes of green microalgae has not yet been reported.
To describe this enzymatic system, bioassays for the degradation of benzo[a]anthracene (B[aJA) and benzo[a]pyrene (B[a]P)
by the microalgae S. capricornutum and S. acutus and the joint analysis of the metabolites produced, and the molecular
components present in enzyme extracts.

The aforementioned degradation bioassays used liquid cultures of S. capricornutum and S. acutus exposed to B/aJA or B[a]P
(266 ng mL?) at different timeslots and specific conditions, a process called activation, with which the enzymatic system
involved in the biodegradation was obtained and the geometric isomerism of the metabolites produced was determined
chromatographically. Subsequently, by centrifugation and ultrasonic lysis, the crude intra- and extra- cellular extracts were
obtained for their fractionation and evaluation of the biodegradation of HAP under light-room temperature, constant
agitation, different timeslots and against the HAP used in the activation. In addition, in the intra- and extra- cellular crude
extracts, the total protein was quantified by the Lowry method, having a higher concentration in the extracellular crude extract
regardless of the exposure time. Samples were treated by Solid Phase Extraction and Matrix Solid Phase Dispersion and PAH
metabolites were analyzed by High Performance Liquid Chromatography.

Among the activation bioassays, those of S. capricornutum against B[a]P for 6 h produced the highest amount of 4.5-dB[a]P
(159 + 4 ng in liquid medium; 75 £ 2.4 ng in biomass) and 7.8-dB[a/P (45 % 1.83 ng in liquid medium), while the lowest
concentration of 4.5-dB[aJP was found at 72 h (11 + 0.37 ng in liquid medium), this behavior allowed obtaining crude extracts
with minimal remaining amounts of metabolites that favored their quantification in the subsequent evaluation of
biodegradation in the crude extracts due to exposure to the contaminant; being greater at 3 h and 6 h in the extracellular
(604.54 ng) and intracellular (250.72 ng) crude extracts; respectively. The biodegradation of B[aJA in the crude extracellular
extract of S. capricornutum allowed the quantification of 5,6-cis-dB[a]A (10.8 ng) after 17 h as the metabolite was not present
in the control while in the crude intracellular extract was quantified at 14 h (2.76 ng).

The biodegradation of B[aJP by crude extracts of S. acutus was not quantified even with a two-week activation as the amount
of the metabolite in the bioassay did not differ from that present in the control. The evaluation of the biodegradation of B[aJA
by S. acutus was quantified with 5,6-cis-dB/a]P in the crude intracellular extract (0.44 ng) and in the crude extracellular extract
(4.57 ng) at 48 hours. Based on the methodological conditions presented and the degradative behavior observed; the study
of biodegradation in fractionated crude extracts had a strong focus on S. capricornutum versus B[a]P.

After determining the optimal conditions for activation of S. capricornutum, the biodegradation of B/a/P was evaluated in
crude extracts from 12 cultures activated by B/a/P and concentrated by evaporation or filtration (intracellular and extracellular
crude extract; respectively). These were analyzed by High Performance Liquid Chromatography and fluorescence detection,
comparing them with controls, crude extracts not exposed to HAP, determining the presence of metabolites and thus
biodegradation. In addition, molecular weights (MW) of interest were determined in the crude extracts by Molecular Exclusion
Chromatography, including: 27.2 £ 0.41, 38.15 - 41.97, 91.08 + 29.3 and 215.68 + 5.34 kDa, using the SRT SEC 300 and Agilent
Bio columns. SEC-5.

Subsequently, with the fractionation of the concentrated crude extracts by Molecular Exclusion Chromatography, using
Sephadex G-50, greater biodegradation was observed in the fraction with components > 30 kDa, confirming the PM 38.15-
41.97 kDa. The subfractions obtained by using Sephadex G-100 and degrading B[aJP were analyzed by analytical Molecular
Exclusion Chromatography and electrophoresis (SDS-PAGE) determining PM of 20 and 50 kDa binding with subunits of di-
oxygenase subunits; of 38 and 82 kDa relating to peroxidases and of 48 kDa compatible with the description of HAP-degrading
peroxidases. Finally, PM > 200 kDa were of interest when considering PAH-degrading multicomponent systems.

With the information collected, it was concluded the presence of different molecules in the green microalga S. capricornutum
that presumably form part of a multicomponent protein system involved in the PAH degradation process, led by di-oxygenases
in the early course of the elimination of these contaminants.




1. INTRODUCCION

Los HAP son un conjunto de mas de 100 compuestos conformados por la fusién de dos o mas anillos
aromaticos que presentan una configuracién lineal, angular o de racimo. Por su peso molecular se
clasifican en HAP de bajo peso molecular y de alto peso molecular, estos ultimos formados por al menos
la fusion de 4 anillos de benceno. Los HAP son resultado de la combustion incompleta de materiales
organicos a altas temperaturas y su deposicién a bajas temperaturas (Haritash y Kaushick, 2009), y

proceden de actividades antropogénicas o naturales (Guntupalli et al., 2019, Lee et al., 2017),

Los HAP son contaminantes ubicuos y recalcitrantes por su resonancia de electrones, cardcter hidrofdbico,
altos puntos de ebullicion y baja presidén de vapor (Suresh, et al., 2012). Los sistemas vivos pueden estar
expuestos a los HAP por inhalacidn, contacto o ingesta de animales y vegetacion contaminados (ATSDR,
1995, Wagrowski e Hites, 1997). Los HAP al ingresar a los sistemas vivos cuentan con una gran afinidad

por tejido adiposo provocando dafios a la salud, siendo el cancer el mas grave (USEPA, 2017).

El alto impacto de los HAP a la salud genera interés en organismos ambientales como la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en inglés). Esta agencia ha determinado
una lista prioritaria de HAP para su investigacion (Stellman et al., 2001). Dentro de esta se encuentra el
benzo[a]pireno (B[a]P), el HAP con mayor potencial carcinogénico, usado como modelo de remocién y
degradacion de este tipo de compuestos (Srivastava y Kumar 2019, Chen et al., 2018; Fanali et al., 2018;

Qin et al., 2017).

La degradacion de los HAP se puede realizar por procesos fisicos, quimicos y microbioldgicos (ATSDR,
2020). Mientras la degradacion fisicoquimica se basa en métodos caros con alta demanda energética,
peligrosos y contaminantes (Suresh, et al., 2012, Bilinska et al., 2019, Sriprapat y Thiravetyan, 2016), la
degradacion microbioldgica se posiciona como una alternativa en la eliminacién de HAP al proporcionar
un alto nivel de remocidn (Haritash y Kaushik, 2009), siendo una técnica econdmica y ambientalmente

segura (Giovanella et al., 2020, Subashchandrabose et al., 2012).

La biodegradacidon de HAP de bajo peso molecular se ha estudiado con bacterias y hongos publicando
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distintos sistemas enzimaticos mediados por oxigenasas, peroxidasas, el sistema del citocromo P-450,
entre otros (ATSDR, 2017, Rodrigues et al., 2015, Zhu et al., 2019). Estos procesos de degradacidn estan
limitados por la presencia de HAP de alto peso molecular y condiciones ambientales como el tipo de
microorganismos presentes impactando en la formacion de los metabolitos (Kanally y Harayama, 2010;

Koukkou y Vandera, 2011; Vila y Gri foll, 2009). (Suresh, et al., 2012).

Entre los productos de la degradacidn de organismos eucariontes y procariontes figuran los compuestos
oxigenados resultado de la actividad de mono- oxigenasas con un PM de 21.9 a 49 kDa (Kim et al., 2004;
Luo et al., 2016), di- oxigenasas con subunidades grandes (a) con PM de 50 kDa y subunidades pequefias
(B) de 20 kDa (Krivokok et al., 2003; Van Beilen y Witholt, 2007). También, se han publicado mono-
oxigenasas que trabajan en conjunto con el sistema citocromo P-450, con tamafios de 44.8 kDa a 48.7 kDa
(Luo et al., 2016; Brezna et |., 2006; Abdel-Shafy et al., 2016) y enzimas extracelulares como ligninas y
lacasas con PM de 62 kDa (Wang et al., 2018; Arun y Eyini, 2011; Teng et al., 2019; Steffen et al. 2003;
Gianfreda et al. 1999; Acevedo et al., 2011), incrustando un atomo de oxigeno (Ghosal et al. 2016)
produciendo principalmente trans-dihidrodioles como sucede en hongos lignoliticos (Subashchandrabose
et al., 2012). Por otra parte, las di-oxigenasas actian como complejos enzimaticos con ferredoxinas
reductasas con un PM de 43.82 kDa (Hunold 2021) y acoplandose al ion hierro sulfuro con PM de 9.91 a
22 kDa (Cvetkovska et al., 2018), estos complejos enzimaticos catalizan la adicion de 2 4tomos de oxigeno
(Cerniglia, 1993; Kanaly y Harayama 2010) generando principalmente cis-dihidrodioles, proceso observado
en bacterias (Kelley et al., 1990, Wang et al., 2018). El sistema enzimatico responsable de la degradacion

de HAP presente en las microalgas aun no se define.

El proceso de degradacién de HAP por microalgas se ha centrado en compuestos de bajo peso molecular.
La literatura ha involucrado la presencia de di-oxigenasas posterior a la deteccién de cis-dihidrodioles
(Warshawsky, et al., 1995). Estudios posteriores contraponen esta declaracidn mostrando evidencia de
mono-oxigenasas al identificar trans-dihidrodioles y compuestos mono-hidroxilados (Ke et al., 2010;
Heitkamp y Cerniglia, 1989). El analisis de estos productos de degradacion se ha dificultado ante su

inestabilidad a la luz, temperatura, y sus bajos niveles de produccidn (Clark, 1993).

La Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn es un método éptimo para la determinacidn y andlisis,

incluso a niveles traza, de los metabolitos de HAP, que puede aportar informacidon del proceso de

e
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biodegradacién involucrado. Adicionalmente, esta técnica se combina con pretratamientos de muestra
basados en la Extraccidn en Fase Sélida y Dispersidn de Matriz en Fase Sdlida que favorecen el andlisis de
matrices complejas y proveen mejores resultados (Olmos-Espejel et al., 2012), en comparaciéon con

técnicas cldsicas como extraccién liquido-liquido, permitiendo el seguimiento de la degradacion.

El proceso de biodegradacién se puede estudiar por un monitoreo continlo, realizando una lectura
constante de los compuestos de interés, o un monitoreo discontinuo con la determinacion de productos
al final del proceso 6 a intervalos de tiempo establecidos (Bergmeyer, 1974), usando Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion como metodologia de andlisis (Churchwell et al., 2005) y seguimiento de

metabolitos y componentes proteicos (Schnell et al 2006).

La obtencion de los componentes proteicos de microsistemas bioldgicos puede realizarse por métodos
fisicos y quimicos. En bacterias figura el método fisico de ultrasonido, seguido del uso de materiales
porosos para la limpieza y fraccionamiento de extractos obtenidos por Cromatografia de Exclusion
Molecular (Brezinski y Gorczyca 2019). Este proceso de obtencion ademas ha favorecido la determinacion
de sistemas enzimaticos a través de la descripcion de sus PM (Li et al., 2019) y la determinacién de procesos
de biodegradacion a través de la fortificacion de los extractos obtenidos usando contaminantes y el

seguimiento de sus productos de degradacion (Tammen et al., 2007).

Este trabajo contribuye con una novedosa descripcion del perfil proteico que se presenta en el proceso de
degradacion de HAP presente en microalgas verdes como Selenastrum capricornutum, el cual en la
actualidad solo deduce la existencia de oxigenasas como el posible sistema enzimatico, a través del tipo
de metabolitos. Este trabajo confirma que los productos de degradacién formados por S. capricornutum
estan relacionados con la actividad de di-oxigenasas. También, describe por primera vez el perfil proteico
de extractos celulares crudos y fraccionados por Cromatografia de Exclusion Molecular capaces de
degradar a los HAP en estudio. Los resultados muestran que en el proceso de degradacidn participa un
sistema enzimatico multicomponente. El perfil proteico obtenido por Cromatografia de Exclusidon

Molecular se corroboré por electroforesis (SDS-PAGE).




2. HIPOTESIS

Si se obtienen extractos de cultivos de microalgas verdes como Scenedesmus acutus y Selenastrum
capricornutum, que para activar su capacidad degradadora de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos de
alto peso molecular se expondran a estos contaminantes por un intervalo de tiempo adecuado y bajo
condiciones especificas, se podra aislar el contenido proteico con el que se caracterice el perfil de peso
molecular correspondiente a los componentes enzimaticos involucrados en el proceso de degradacién de

Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos de alto peso molecular.




3. OBIETIVOS

3.1. GENERAL

Obtener extractos extra e intracelulares provenientes de cultivos de Selenastrum capricornutum y

Scenedesmus acutus que manifiesten actividad degradativa de B[a]P y B[aJA, con el fin de caracterizar por

sus tamanos moleculares a las enzimas o componentes enzimaticos participantes en su degradacion

mediante analisis por cromatografia de exclusién molecular.

3.2. PARTICULARES
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Determinar al B/a]JP y B[a]JA y sus respectivos metabolitos en cultivos y extractos enzimaticos extra
e intracelulares de S. capricornutum y S. acutus expuestos a los contaminantes, a través del uso

de una metodologia analitica validada.

Encontrar las condiciones de lisis celular, mediante el empleo de una sonda de ultrasonido,
apropiadas para la obtencidon de extractos intracelulares que contengan enzimas activas para

degradar HAP procedentes de cultivos de las microalgas verdes S. capricornutum y S. acutus.

Determinar las condiciones apropiadas de incubacién para la activacion o induccion de enzimas

degradantes de B[a]JP y B[aJA en cultivos de S. capricornutumy S. acutus.

Evaluar la biodegradacion en el extracto crudo extracelular e intracelular mediante la
cuantificacion de B[a]P, B[aJA y sus respectivos metabolitos en ensayos de exposicion individuales

a cada uno de los HAP.

Realizar el fraccionamiento y subfraccionamiento de los extractos crudos para su posterior analisis
por Cromatografia de Exclusion Molecular analitica en donde se estimara el peso molecular de los

componentes proteicos inducidos o inhibidos durante la degradacion de los HAP.

Corroborar por electroforesis (SDS-PAGE) los PM encontrados por Cromatografia de Exclusidn

Molecular.




Metodologia

4. ANTECEDENTES

4.1. Hidrocarburos aromaticos policiclicos
Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP) son contaminantes ubicuos, recalcitrantes y perjudiciales
para la salud, provocando desde anemia hasta cancer (USEPA, 2017). Por tanto, es de interés la remocién

y la biodegradacién de los HAP logrando el entendimiento de los mecanismos involucrados.

Los HAP son un grupo de mas de 100 compuestos diferentes y se conforman por la fusidon de 2 o mas
anillos aromaticos contando con una configuracién angular, lineal o de racimo. Los HAP cuentan con altos
puntos de ebullicidon y fusion, alta hidrofobicidad, baja presién de vapor y resonancia de electrones;
caracteristicas que les confieren su caracter recalcitrante favoreciendo su amplia distribucién (Suresh, et

al., 2012).

4.1.1. Origen de los HAP

Los HAP son producto de la combustion incompleta de materiales organicos a altas temperaturas (500 —
800 °C) o deposicion de estos a bajas temperaturas, 100 — 300 °C (Haritash y Kaushick, 2009). Por tanto,
su origen se encuentra tanto en actividades antropogénicas como en procesos naturales como incendios

o erupciones volcanicas favoreciendo su biodisponibilidad ambiental (Kaushick, 2006).

En el ambiente los HAP se encuentran como mezclas complejas (Cerniglia, 1993), los de bajo peso
molecular suelen estar en fase gas, mientras los de alto peso molecular se unen a material particulado o
materia organica (Zhang y Tao, 2009, Zhanget al.,2019), interactuando con componentes ambientales
como el ozono atmosférico (Srogi, 2007). De esta manera, las condiciones ambientales determinaran su
destino final (Alegbeleye et al., 2017), impactando la via de exposicion (Arey y Atkinson, 2003), al igual que
sus propiedades fisicoquimicas (Kang et al., 2016). Por ejemplo, sus altos coeficientes de reparto carbon-
agua (log Kcw) y octanol-agua (log Kow) generaran procesos de acumulacion y adsorcién a la materia
orgdnica. Este proceso presente en organismos vivos recibe el nombre de bioacumulacion, mientras que
el incremento en la concentracién del contaminante al avanzar por la cadena tréfica se conoce como

biomagnificacion (Newman, 2014).
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4.1.2. Exposicion a HAP

El caracter hidrofdbico de los HAP permite su distribucidon en matrices adiposas por contacto, ingesta o
inhalacién generando diversas consecuencias como: el dafio a rifiones e higado, anemia hemolitica,
formacién de aductos de ADN y cancer (USEPA, 2017, Carrat, et al, 2019). Entre los HAP, B[a]P cuenta con

un elevado nivel carcinogénico, siendo el indice de referencia de los demas HAP (Juhasz y Naidu, 2000).

Los HAP, debido a sus efectos insalubres y su amplia distribucién, son monitoreados por organismos
ambientales como la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en
inglés). La USEPA en el afio 1979 emitio una lista de 16 HAP, considerados para su investigacion prioritaria,

los cuales se muestran en la figura 4.1 junto con sus propiedades fisicoquimicas (Stellman et al., 20001;

Haritash, 2009).

‘o‘“f‘
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12 13 14
Compuesto # de P.M. Solubilidad Log F.C. Vs Fusion Ebullicién
anillos (g/mol) (mg/mL) Kow B[a]P °Cc °C
1. Naftaleno 2 128 31.7 3.37 0.001 80 218
2. Acenaftileno 3 152 16.1 4.00 0.001 92 280
3. Acenafteno 3 154 3,9 3.92 0.001 95 279
4. Fluoreno 3 166 1.8 4.18 0.001 116 295
5. Antraceno 3 178 0.07 4.54 0.01 218 342
6. Fenantreno 3 178 1.3 4.57 0.001 101 340
7. Fluoranteno 4 202 0.26 522 0.001 109 375
8. Pireno 4 202 0.14 5.18 0.001 393 150
9. Criseno 4 228 0.0006 591 0.01 254 448
10. Benzo[a]antraceno 4 228 0.002 591 0.1 159 435
11. Benzo[b]fluoranteno 5 252 0.0012 5.80 0.1 168 -
12. Benzo[k]flucranteno 5 252 0.00055 6.00 0.1 217 480
13. Benzo[a]pireno 5 252 0.0033 591 1 179 495
14. Indeno[1, 2, 3, -cd]pireno 6 276 0.62 6.50 0.1 164 536
15. Benzo[g, h, i]perileno 6 276 0.00026 6.50 0.01 277 500
16. Dibenzo[a, h]antraceno 6 278 0.0005 6.75 5 262 -

P.M. : peso molecular Solubilidad en agua. Kow: Concentracion de una sustancia en una mezcla bifasica octano!
agua 1:1 como mide la solubilidad diferencial de un soluto en los disolventes. F.C. Factor carcinogénico (Fuente:
Kdéstner, 2000)
Figura 4.1. Estructura de los Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos de investigacion prioritaria para la
Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos y sus principales propiedades fisicoquimicas.
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Algunos metabolitos de los HAP cuentan con efectos mas severos que los compuestos progenitores
interactuando con proteinas celulares y generando efectos cancerigenos e incluso teratogénicos. Resultan
de importancia los procesos de remocién de estos contaminantes, siendo los tratamientos quimicos los

mas caros y peligrosos (Suresh, et al., 2012).

4.2. Procesos de eliminacion de HAP por biodegradacidn.

La biodegradacion es una alternativa de remocion y degradacién de los HAP que también puede ser usada
en conjunto con procesos fisicoquimicos como: la incineracién, extraccion de perdxidos y procesos de
calentamiento (Rivas et al., 2009 y Gaur et al., 2018). La biodegradacién es un proceso realizado por
organismos vivos para el manejo de contaminantes en el ambiente y se puede realizar a través de
bacterias, hongos y plantas (Kanaly y Harayama, 2010; Koukkou y Vandera, 2011; Vila y Grifoll, 2009, Kim
et al., 2008, Talano et al., 2012 y Lu et al., 2019).

El proceso de biorremediacién transforma moléculas orgdnicas complejas, como los HAP, a otras de
caracter mas simple denominados metabolitos. Esta conversidn usa tres mecanismos: adsorcion,
absorcién y degradacion. Los dos primeros mecanismos solo remueven los contaminantes. La adsorcion
es independiente del metabolismo, por tanto, la unién entre grupos funcionales de los contaminantesy la
superficie celular sucede en células vivas y muertas como con los metales que se enlazan a grupos
carboxilo y fenol de Chlorella vulgaris, una microalga verde (Birungi y Chirwa, 2015). En la absorcién, los
contaminantes son ayudados por portadores que atraviesan la membrana celular acumuldandose dentro
de los sistemas vivos, como por ejemplo los HAP de bajo peso molecular que difunden pasivamente la
membrana celular de Pseudomonas fluorescens LP6a (Bugg et al., 2000). La degradacién por otra parte usa
los HAP como fuente de carbono, mineralizdndolos gradualmente por ataques oxidativos dirigidos por
oxigenasas hidroxilantes. En la degradacidn participan sistemas enzimaticos que adicionan atomos de
oxigeno formando productos de degradacidn que podrdn ser incorporados en metabolismo central del

sistema vivo (Haritash y Kaushik, 2009).

Factores ambientales como pH, temperatura, humedad, salinidad y contaminantes adicionales e
igualmente la microbiota complementaria juegan un papel importante en los procesos de remocién y
degradacion (Suresh, et al.,, 2012). Por ejemplo, se ha publicado que metales pesados ralentizan los
procesos mencionados inhibiendo el crecimiento microbiano por toxicidad (Ke et al., 2010 y Gojkovic et

al., 2015). Ademas, la presencia conjunta de diferentes HAP de alto peso molecular estd ligada al aumento
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de toxicidad e induccién de la biodegradacion (Rodrigues et al.,, 2013). Por otra parte, algunos
microorganismos mesofilos a su temperatura éptima de crecimiento, 25 - 40 °C (Kadri et al., 2017) y bajo
condiciones aerobias, se ha publicado favorecen el proceso de oxidacion de HAP. (Jones et al., 2008 y
Sayara et al., 2010). Este proceso en organismos procariontes y eucariontes se realiza por enzimas como
mono-oxigenasas, di-oxigenasas o peroxidasas que logran la formacién de radicales que desestabilizan los
HAP (Bumpus et al.,1989 y Da Silva et al., 2004, Haritash y Kaushik, 2009). La oxidacion que se realiza por

este proceso puede ser del tipo: terminal, sub terminal u w-oxidaciéon (Beilen y Witholt, 2003).

La oxidacidn terminal sucede en el Ultimo carbono de un hidrocarburo lineal generando un grupo -OH que
por accién de una deshidrogenasa y una aldehido-deshidrogenasa formara un aldehido y un acido graso;
respectivamente. Después, por una B-oxidacidn el metabolito se incorporard al metabolismo central, o por
una w-oxidacién se realizard un segundo ataque oxidativo en el carbono terminal del extremo opuesto
formando un &cido graso. La oxidacién sub terminal formard un alcohol secundario que por
deshidrogenacién producird una cetona sub terminal y después de un ataque oxidativo un éster. Este
proceso rompera el hidrocarburo, formando una molécula de acetato y una de alcohol. Un proceso similar
se observard en la oxidacién de moléculas aromaticas. La figura 4.2. muestra las propuestas del inicio del

proceso de biodegradacidon de HAP en bacterias y hongos ademas de las enzimas involucradas.

11
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PMR, propano Mono-oxigenasas Mono-oxigenasa hierro ho-hemo similar a MMOs C3 Bacterias
BMOs, butano Mono-oxigenasa Mono-oxigenasa hierro no-hemo similar a MMOs C2-C9 Bacterias
BMOp, butano Mono-oxigenasa Mono-oxigenasa ligada a cobre C2-C9 Bacterias
CYP153 C-P450 soluble C5-C12 Bacterias
CYP52 C-P450 unida a membrana C10-C16 Levaduras
Relacionadas con Alk B Mono-oxigenasa hierre no-hemo C3-C13, C10-C20 Bacterias
AlmA Mono-oxigenasa unida a flavinas C20-C30 Bacterias
LadA Mono-oxigenasa termofilica dependiente de flavinas C10-C30 Bacterias
Dioxigenasa Dioxigenasa cobre dependiente de flavinas C10-C30 Bacterias

Figura 4.2. Propuesta de biodegradacién microbiana aerobia y anaerobia de Hidrocarburos Aromaticos
Policiclicos (Haritash y Kaushik, 2009). La tabla muestra las enzimas observadas al inicio de la
biodegradacion de alcanos, cicloalcanos y alquilbencenos (Beilen y Funhoff, 2007).

4.2.1. Biodegradacion de HAP por bacterias

Distintos tipos de bacterias, entre ellos Gram (-) como Pseudomonas y Gram (+) formadoras o no de
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esporas (Paenibacilos y Nocardias; respectivamente), han sido evaluados en el proceso de biodegradacion
de HAP involucrando la presencia de di-oxigenasas (Haritash y Kaushik, 2009). Si bien los genes descritos
en las bacterias Gram (=) y Gram (+) asociados a la degradacidon de HAP son distintos entre si, ambos
codifican para el empleo de HAP en ciclos celulares (Suenaga et al., 2009, Kweon et al., 2010) describiendo
una posible evolucién conjunta. En bacterias al igual que en otros sistemas vivos la degradacion de HAP
esta definida por su niumero de anillos, para aquellos de mds de 5, el B[a]P es el modelo degradacion. La

figura 4.3. muestra una propuesta de su proceso de degradacién por bacterias.

7,8 cis-dihidrodiol-B[a]P

0
(o]
OH
OH
acido 4,5-criseno dicarboxilico acido cis -4-(8-hidroxipiren-7-il}-2-oxobut-3-encico acido cis-4-(7-hidroxipiren-8-il)-2-oxobut-3-encico

'

+
96 ]
OO HO O
(o]

acido 7,8-hidroxipireno-8-carboxilico acido 7,8 dihidropireno-8-carboxilico

Figura 4.3. Degradacién de B[a]P por bacterias. Los compuestos cis- 7,8- y 9,10- dB[a]P fueron separados
después de incubar Beijernickia B836 (Gibson et al.,, 1975). Ademas, cis- 4,5- y 9,10- dB[a]P fueron
propuestos al aislar los acidos 4,5-criseno di carboxilico y cis-4-(8-hidroxipiren-7-il)-2-oxobut-3-enoico
(Schneider et al., 1996). Las flechas en el esquema involucran multiples pasos de degradacién.

13



Antecedentes

Como se ha observado en las bacterias, las di-oxigenasas forman parte de un complejo enzimatico no
ligado a membrana conformado por: reductasas (que catalizan la ganancia de electrones de un agente
oxidante), hidroxilasas y ferredoxinas que en conjunto catalizan la adicién de dos 4tomos de oxigeno a
través de un proceso Oxido-reductor aerobio que rompe el anillo aromatico; proceso mediado por la
aportacién de 2 electrones a través de la coenzima NADH que actla como agente reductor. (Cerniglia,
1993; Kanaly y Harayama 2000). Los electrones aportados se transfieren a una ferredoxina, proteina de
bajo peso molecular con un nicleo de hierro-azufre (Cammack, 1992). La ferredoxina acarreard los

electrones a una hidroxilasa con sitios de unidn para el oxigeno y se incorporardn los dos dtomos de éste.

En el proceso de degradacion se producen metabolitos cis-di-hidroxilados los cuales pierden su
aromaticidad (Wang et al., 2017). Posteriormente, el cofactor NAD+ reconstituird el anillo formando
catecol que sera escindido en posicién orto o meta entre grupos hidroxilos por un ataque mediado por di-
oxigenasas. Finalmente, se formaran intermediarios del ciclo del acido citrico, parte del metabolismo

central. La figura 4.4 muestra el proceso general de la degradacidon microbiana aerébica.

Hidrocarburos

v S

Ataque inicial por o
oxigenasas

Degradacién por rutas

periféricas
NH.,*
gci“} ) Cn ) 0,
a L

Ciclo de acidos
tricarboxilicos Ceo

Uoroelidsay

H.0
CO-

Biomasa
celular

\

[ Crecimiento

Figura 4.4. Proceso general aerobio de biodegradacion microbiana de hidrocarburos ligado a la produccion
de biomasa (Fritsche y Hofrichter, 2008).

La tabla 4.1. muestra caracteristicas fisicoquimicas de algunos metabolitos de HAP de alto peso molecular

(Heitkamp et al.,, 1988a; 1988b; Kelley et al.,, 1990). Las condiciones anaerobias no suelen ser
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favorecedoras y la degradacion sucede en presencia de moléculas aceptoras de electrones como NO?¥,

S04%, CO,, Fe** (Rainer y Housna, 2011 y Boopathy, 2017).

Tabla 4.1. Caracteristicas fisicoquimicas de metabolitos tipo di-hidrodiol provenientes de la degradacion

de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos de alto peso molecular.

Compuesto P. molecular Fusién Ebullicién  Solubilidad Log Kow (®
g/mol °C °C pg L1@
Y
[ T 1 262.3 198 460 2.05 4.56
on
o
5,6 dB[a]A
[
1 T J 262.3 178 496 1.87 3.25
on
8,9 dB[a]A
on ;
Ho = Xy 262.3 178 475 1.87 3.42
10,11 dB[a]A
Ho.
I 286.32 200 470 0.214 2.53
(LT
1,2 dB[b]F
o AN
wo L \ | 286.32 200 470 0.214 2.53
i
11,12 dB[b]F
|
Y 286.32 202 478 0.67 4.39
L
9,10 dB[b]F
= 286 212 498 0.43 4.01
8,9 dB[k]F
o i )
’ Y 286.32 210 499 0.43 4.01
9,10 dB[a]P
[ )
[ [ [ 286.32 218 512 0.61 3.83
4,5 dB[a]P
I
[
T 286.32 218 512 0.42 4.01
7,8 dB[a]P

a: 20 °C

b: Valores obtenidos con el software USEPA (2012) Estimation programs Interface suite ™ for Microsoft v 4.10 USEPA,

Washington, DC, USA
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Un proceso de degradacidon a cargo de un sistema multicomponente microbiano se ha observado en
Pseudomonas sp. LB400 frente benceno, naftaleno y tolueno, que cuenta con tres fracciones proteicas
solo activas en conjunto. En este proceso se describieron involucradas di-oxigenasas, flavoproteinas y el
cofactor NADH que en conjunto median la ruptura de los anillos aromaticos y la degradacién di-hidrodioles
(Haddock et al., 1993). Este sistema multicomponente también se describié en la degradacidn de naftaleno
de nueva cuenta por Pseudomonas sp. NCIB 9816 presentando una di- oxigenasa colectada a través de 3
fracciones las cuales mostraron actividad en una relacién 1:1:1y de nueva cuenta en presencia del cofactor

NADH (Enseley et al., 1981).

4.2.2. Biodegradacion de HAP por hongos

Como se ha mencionado, los sistemas eucariontes como los hongos son capaces de degradar HAP con
enzimas que se presentan en funcidn de los contaminantes de exposicion y la composicion del sustrato.
Los hongos lignoliticos como: Bjerkandera adusta, Phanerochaete chrysosporium y Pleurotus ostreatus
cuentan con enzimas mono-oxigenasas que incrustan un atomo de oxigeno al anillo de benceno mientras
un atomo mas de oxigeno es reducido hasta la formacién de agua (Suresh, et al., 2012). La figura 4.5.

muestra una propuesta del proceso de degradacion de Bfa]P por hongos.

Los sistemas de enzimas extracelulares lignoliticas degradan e incluso mineralizan HAP de bajo peso
molecular (Cajthaml et al., 2002) por oxidacién a través de la formacién de cationes radicales vy
subsecuentes quinonas (Vyas et al., 1994). Estos sistemas estan conformados por tres grupos de enzimas
degradadoras de HAP: peroxidasa de lignina, fenol oxidasa (lacasa, tirosinasa) y peroxidasa (Hofrichter et

al., 1998 y Mori et al., 2015).
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Figura 4.5. Degradacion de Bfa]P por hongos a compuestos hidroxilados y dihidrodioles via epdxidos y diol-
epoxidos para obtener cis- y trans- tetraol (Juhasz y Naidu, 2000)

En levaduras, la presencia de mono-oxigenasas, hidrolasas y el sistema citocromo P-450 reorganizan los
HAP en compuestos mono-hidroxilados para degradarlos en trans-di-hidrodioles y posteriormente generar
una ruptura orto o meta entre carbonos hidroxilados o entre carbono y carbono hidroxilado;
respectivamente (Cerniglia et al., 1985). Este proceso genera compuestos mono-aromaticos como catecol
y protocatecuato parte del metabolismo central. La figura 4.6. ilustra un proceso de degradacién
observado en hongos. La degradacién de B[a]P por hongos ademds de generar los metabolitos

mencionados también involucra la formacidn de quinonas y tetrahidroxilados (Haemmerli et al., 1986).
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Figura 4.6. Mecanismo de degradacién de fenantreno por el hongo Irpex lacteus (Haritash y Kaushik, 2009)

4.2.3. Biodegradacion de HAP por microalgas

La amplia biodegradacién de HAP de bajo peso molecular estudiada en microalgas como Chlorella vulgaris
(Kong et al., 2010), Scenedesmus platydiscus, Scenedesmus quadicauda y Selenastrum capricornutum (Lei
et al., 2007) contrasta con la poca investigacion de la biodegradacién de HAP de alto peso molecular como
B[a]P o B[a]A. En la biodegradacion de HAP de alto peso molecular se ha usado, entre otras microalgas, a
Selenastrum capricornutum como modelo de degradacion obteniendo di-hidrodioles, hidroxidos vy
quinonas (Warshawsky et al, 1995; Olmos- Espejel et al., 2012; Garcia de Llasera et al, 2016). La figura 4.7.
muestra la hidroxilacion de compuestos mono- y poli- ciclicos y su ruptura por oxigenasas para
posteriormente participar en el metabolismo central. Sin embargo, no existe identificacion del sistema

enzimatico involucrado en la degradaciéon de los HAP por microalgas.
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Figura 4.7. Degradacion de compuestos mono- y poli- aromaticos por accién de mono- y di-oxigenasas. Se
muestra en las secciones A) |. Hidrocarburos aromaticos mono vy policiclicos, A) Il. Naftaleno y Pireno, B)
sustratos de mono-y di-oxigenasas y C) metabolitos intermediarios comunes en la ruptura metay orto del
anillo (lzquierdo, 2013)

2

La identificacion de cis-dihidrodioles en la biodegradacion de HAP por microalgas verdes ha permitido el
establecimiento de la presencia de di-oxigenasas (Warshawsky, et al., 1995). Por otra parte, la presencia
de compuestos monohidroxilados ha determinado la acciéon conjunta de mono-oxigenasas y el sistema
citocromo P-450 (Ke, et al., 2010). La biodegradacién y vida media de los contaminantes depende de
factores como las caracteristicas del sistema vivo, el medio de contencidon e interaccién microbiana.
Algunas microalgas capaces de degradar HAP (Suresh, 2016), adicionalmente, han presentado efectos de

degradacion sinérgica ante la presencia de mds de un HAP o sistema vivo (Haritash y Kaushick, 2009).

La evaluacion de la biodegradacién de HAP por microalgas verdes ha mostrado que el proceso cuenta con
similitudes con la degradacion fungica transformando a los HAP en trans-dihidrodioles y quinonas
(Subashchandrabose et al., 2015). En contra parte Warshawsky y colaboradores (1995) propusieron que
las microalgas generan cis-dihidrodioles por accidn de di-oxigenasas como en sistemas procariontes

heterotroficos.

4.2.3.1. Microalgas de interés en degradacion de HAP

La nutricidn de las microalgas puede ser heterdtrofa, autotrofa o la mezcla de ambas. La fotosintesis, via
principal de su nutricidon, emplea la clorofila a para absorber luz en el intervalo de 430 a 663 nm, al igual

que las plantas superiores. Su estrecha relaciéon con las plantas, ademas de bacterias, hongos y

e
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protozoarios otorga variabilidad en su clasificacidn taxondmica teniendo una agrupacion artificial

(Dreckmann, et al., 2013).

La estructura de las microalgas es eucaridtica, excepto por las verde-azules que son procariotas. Pueden
contar con flagelos como estructuras de locomocion, su pared celular esta formada por celulosa,
glicoproteinas e incrustaciones de silice o carbonato de calcio. Sus cloroplastos le aportan caracter
estructural mientras los tilacoides paralelos a la membrana pueden semejar hasta cuatro cubiertas mas.

Sus reservas de almiddn se distribuyen en el citoplasma en forma de granulos (Rojo, 2010).

La reproduccién con la que cuentan las microalgas es sexuada o asexuada con recombinacién genética o
sin ella; respectivamente. Se desarrollan predominante en sistemas acuaticos o en asociacidon con un
sustrato. La adaptaciéon y evaluacidn conjunta de diferentes cepas de microalgas se ha evidenciado por
transferencia genética, enriquecimiento selectivo, hibridacion de colonias y componentes proteicos

similares como algunas di-oxigenasas (Suresh, et al., 2012, Dreckmann, et al., 2013).

Se ha publicado que las microalgas verdes son capaces de degradar hidrocarburos alifaticos e HAP al ser
una fuente de carbono ideal. Algunas especies que cuentan con esta capacidad son Scenedesmus acutus,
y Selenastrum capricornutum entre otras (Izquierdo, 2013; Olmos, et al., 2012). A través del tiempo se han
estudiado mediante distintos métodos los procesos de degradacién de diferentes contaminantes, como el

de los HAP, realizados por diferentes microalgas verdes. La tabla 4.2. muestra algunos de estos estudios.

Tabla 4.2. Métodos para el estudio de la biodegradacién de contaminantes por empleo de microalgas
(Subashchandabrose, et al., 2013).

Contaminante Alga Método Referencia
Substitutos de anilina Scenedesmus Relacién cuantitativa estructura- Lu et al. (2007)
y fenoles obliquus actividad
Cu, Cd y Zinc Chorella sp. Disefio de mezcla terciaria Franklin et al.

(2002)

Cd y antraceno Desmodesmus Prueba de inhibicién de Bascik-Remisiewicz

subspicatus crecimiento et

al. (2011)
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Contaminante Alga Método Referencia
Farmacos Pseudokirchneirella Longitud de polimorfismo de Vannini et al.
subcapcapitata fragmentos amplificados (ALFP)  (2011)
y analisis proteico 2-DE
Diferentes Scenedesmus Concepto de accion Walter et al. (2002)
compuestos vacuolatus independiente y concentracion
organicos de adiciones
CuyCd Chlorella vulgaris Transcripcién de genes por dos Qian et al. (2009)

Fenantreno, B[aJP, Cd Chlorococcum sp.

y Pb

vias, prueba de ANOVA

Estudios por disefio factorial

Suresh et al. 2013

4.2.3.1.1. Scenedesmus acutus

Scenedesmus es un género de microalga verde con mas de 70 especies (Guiry, 2015). De entre ellos

Scenedesmus acutus es una microalga verde clorofita unicelular, de forma alargada a causa de sus polos

celulares, con paredes lisas, cenobial, agrupada comunmente en pares, no mévil. Es formadora de colonias

comunmente en agua potable. Esta especie es usada en la obtencién de biocombustibles (Timmins, et al.,

2009; Kapdan, et al., 2006). La figura 4.8A muestra este microorganismo.

Figura 4.8. Microalgas usadas en la investigacidon. A) Scenedesmus acutus (Y. Tsukii, Japon, 2003) B)
Scelenastrum capricornutum (Virdg Hajnalka, Hungria, sin reporte de afio).
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4.2.3.1.2. Selenastrum capricornutum

Selenastrum capricornutum es una microalga verde clorofita unicelular, no madvil, con forma de medialuna
y un volumen aproximado de 40 a 50 um3. Esta microalga, proveniente de sistemas acudticos
epicontinentales eutrdficos u obligatorios, es sensible a sustancias téxicas, por tanto, su crecimiento se
usa para evaluar la calidad del agua (ISO, 1989, Environment Canada, 2007). La figura 4.8. B muestra este

microorganismo.

Las dos microalgas descritas en las 2 secciones previas han sido empleadas para evaluar el proceso de
degradacion de los HAP otorgando datos de remociéon de diferentes HAP y el tipo de metabolitos
generados en la degradacion. La tabla 4.3. resume algunos estudios de biodegradacion de HAP por

Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus publicados en la literatura.

Tabla 4.3. Estudios de biodegradacién de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos por uso de las microalgas
Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus

Referencia Especie Exposicion (pg Metabolitos % Remocion /
mL1?) generados t. exposicion
(dias)
Warshawsky et al., S. capricornutum B[a]P 40 a2 1200 dihidrodioles- 99% vy 97.4% /
1995 S. acutus HAP, quinonas, 4
hidroxi-HAP
Lei et al., 2003 S. capricornutum Pireno 0.1 SR 88.4% /0.5

Chan et al., 2006 S. capricornutum Pir, fen, flu, B[a]JP  dihidrodioles, 96 -100% / 7

0.1a1.0 hidroxi-HAP 99% / 0.67
dihidrodioles (B[a]P)
Warshawsky et al., S. capricornutum B[a]P 0.16 hidroxi-B[a]Py 50% /14
2007 dihidrodioles
Lei et al., 2007 S. capricornutum Flu, Fen, Pir, hidroxi-HAP y 40-90% / 7

B[a]P0.10a 1.0 benzopiranona

Ke et al. 2010 S. capricornutum Flu, Fen, Hidroxi-HAP, 75-92% /7
Fluoreno, B[a]P, quinonas,
Pir0.15a 1 dihidroxi-HAP
Olmos-Espejel et al.,  S. capricornutum Bla]P 0.26 dihidrodioles 95% /3
2012 S. acutus
Garcia de Llasera et
al., 2016
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4.3. Lisis celular

La extraccion de componentes intracelulares por lisis celular permite su evaluacién. La lisis se puede
realizar por métodos fisicos, quimicos o biolégicos y se pueden obtener componentes proteicos con los
gue se puede evaluar la biodegradacion de HAP. La seleccién del método de extraccidn dependerd de las
caracteristicas del sistemay del producto intracelular (pureza y resistencia); determinando las operaciones
a realizar, el tiempo y costo. Los principales métodos de lisis celular se presentan en la tabla 4.4.

Posteriormente, se describird el método de lisis por ultrasonido, que es el que se utilizé en este trabajo.

Tabla 4.4. Principales métodos fisicos, quimicos y bioldgicos de lisis celular

Métodos fisicos Métodos quimicos Métodos bioldgicos
eUltrasonido e Tratamiento con acido e Enzimas digestivas

e Medio e Liofilizacidon e Detergentes ® Fagos

liquido ePrensas Gaulin / Manton ® Extraccién con e Agentes inhibidores de
ePrensa de French disolventes pared celular
eMolinos Dyno / Coloidal e Cambio en la presion

e Medio eMolino de perlas osmoética

sélido ePrensas X / Hughes

e Congelacion-descongelacién

4.3.1. Ultrasonido como método de lisis celular

El ultrasonido es usado en tratamientos de desinfeccion, filtracién, deshidratacion y extraccion ademas de
procesos médicos (Posch, 2008). Los equipos de extraccion por ultrasonido emplean medios liquidos y
generadores eléctricos, magnéticos o cinéticos que por empleo de un transductor generan energia

acustica rondando los 20 KHz (Adam, et al., 2012).

La energia acustica generard zonas de baja presion que evaporaran rapidamente el liquido formando
burbujas de gas colapsando por diferencias de presion, provocando un flujo acelerado con una tensién de
corte sobre las células de hasta 10 kilo Pascal. Este proceso conocido como cavitacidn genera poros hasta
la necrosis de la célula (Yuan et al., 2015), efectos dependientes de factores como la intensidad, sefiales
de transduccién intracelular, reorganizacion del citoesqueleto, cambios en la expresién de genes y la

sintesis de proteinas (Lecina, et al., 2016).

El ultrasonido como método de extraccidn es eficiente, econdmico y ecoldgico frente a los métodos
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quimicos o biolégicos (Posch, 2008). La tabla 4.5. muestra estudios de microalgas en donde se usoé el

ultrasonido.

Tabla 4.5. Ejemplos de estudios que usaron ultrasonido para la lisis de microalgas

Autor (afo) Especie Frecuencia e intensidad Volumen Tiempo  Efectividad
(min)

Simon (1974) Anabaera No publicada; 1000 W 100 plL 2 75% de las

cylindrica cm proteinas

son liberadas

Tang et al (2003) Spirulina 1.7 MHz; 0.6 W cm? No 9 Inhibicién del
plantensis publicado crecimiento
Hao et al (2004) Spirulina 1.7 MHz; 0.07 W cm3 800 mL 5 ~50%
plantensis 20 kHz; 0.014 W cm3 destruccion
33.33%

destruccién

Mahvi y Cyanobacteria 42 kHz; 0.07 W cm3 1000 mL 2.5 100%
Dehghani (2006) destruccién
Zhang et al Microcystis 20 kHz; 0.08 W cm’ 1000 mL 10 14.29%
(2006) aeruginosa 1320 kHz; 0.08 W cm3 destruccién

55%

destruccidn

Joyce et al. Microcystis 40 kHz; 0.021 W cm?3 200 mL 30 Aglutinacion
(2010) aeruginosa 864 kHz; 0.049 W cm™ 21.3%
destruccién

Pawalee et al Crecimiento 200 kHz; 0.015 W cm3 200 mL 30 94.9%
(2011) natural de destruccién
microalgas
Wu (2011) Microcystis 40 kHz; 0.0466 W cm3 400 mL 30 4.31%
aeruginosa 864 kHz; 0.0929 W cm3 destruccidn
61.11%

destruccién
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4.3.1.1. Tipos de ultrasonido

Por intensidad de emision los equipos se clasifican de intensidad baja (100 KHz a 1 MHz) y de intensidad
alta o de potencia (18-100 KHz) y son usados en procesos de monitoreo y extraccidn; respectivamente.
Los mas usados son los de potencia que procesan una muestra generando cambios fisicos y quimicos en
ella (Azuola y Vargas, 2015). Por el transductor con el que pueden contar los equipos de ultrasonido se
clasifican en los de manejo de liquidos y cuentan con un vibrador que homogeneiza y mezcla; los
magnéticos que generan un cambio de dimensiones por un flujo magnético, siendo de gran potencia, pero
con menor eficiencia eléctrica y los piezoeléctricos que con cristales generan vibraciones de alta frecuencia
amplificadas por un cono metdlico con una eficiencia > 95% y capacidad de usar distintas frecuencias,

volviéndose los mas usados. (Posch, 2008).

4.3.1.2. Ventajas y desventajas de los métodos ultrasénicos

Los elevados requerimientos de energia en los equipos de ultrasonido generan altas temperaturas de
operacién que pueden danar los componentes celulares termolabiles por formacion de radicales libres o
vortices que aumentan la tensidn de corte (Li, et al., 2012). Su control se puede lograr con el ajuste de
volumen total de la muestra, de ciclos y de potencia, con periodos intermedios sin cavitacion permitiendo

el enfriamiento de la muestra. (Posch, 2008).

Factores adicionales que afectan el proceso de extraccidén por ultrasonido son: adhesién, propiedades
celulares, tipo y volumen de disolventes a emplear, ademas de la composicién de la muestra (Azuola y
Vargas, 2007). En conjunto incrementan la reactividad, el rendimiento de las reacciones, y la

descomposicion molecular (Posch, 2008).

4.3.1.3. Lisis de microalgas por ultrasonido

Las células mas sensibles a las ondas ultrasdnicas son las de origen animal después las bacterias Gram (-)
y bacterias Gram (+). Siendo las levaduras las menos afectadas y las esporas, el componente celular mas
resistente (Yuan et al., 2015). La composicidn de las microalgas es similar a la de bacterias Gram (-) lo que
abre la posibilidad de emplear el ultrasonido para degradar la pared celular y extraer componentes

intracelulares.

Los equipos utiles en la lisis de microalgas, ilustrados en la figura 4.9., cuentan con una demanda

e
25




Antecedentes

energética de 100 a 400 w y una salida acustica que comienza en los 20 KHz. Cuentan con parametros
modulables como intensidad, temperatura y tiempo de ejecucién incluso por ciclos (Posch, 2008). Algunos

equipos cuentan con sondas intercambiables (sonotrodos).

Transductor

Horno
Amplificador

Sonotrodo

Generador
ultrasonico Muestra

Medio de lisis

Figura 4.9. Esquema instrumental de un equipo de ultrasonido por sonda.

Se ha observado que los medios liquidos de microalgas sometidos a ultrasonido moderado pierden su
flotabilidad, sin efectos perjudiciales mostrando cambios limitados en la superficie del sistema y estrés
dentro de la célula (Lecina, et al., 2015), favoreciendo la visualizacion de componentes intracelulares por
la dispersidén de las burbujas de gas en su interior. Al aumentar la energia proporcionada, la concentracion
extracelular de clorofila aumenta asumiendo una disrupcién celular (Lecina et al., 2017, Wu et al., 2011).

Los efectos del ultrasonido se ilustran con algas verde-azules y microalgas listadas en la tabla 4.7.

Tabla 4.7. Principales efectos provocados por tratamiento ultrasdnico en algas verde-azules y microalgas
(Lecina, et al, 2017)

Energia Microalga Objetivo Frecuencia kWh?! Mecanismo Referencia
/m?3
Arthrospira Extraccion de B 20 KHz 214.8 Deyy
platensis carotenos Rathod
(2013)
Microcystis Inhibicién de 25 KHz 26.67 Zhang et al.
Alta aeruginosa crecimiento Cavitacién (2006)
ruptura celular transitoria

26



Antecedentes

Energia Microalga Objetivo Frecuencia kWh? Mecanismo Referencia
/m?3
Chlamydo-  Disrupcion celular 20 KHz 22.2 Gerde et al.
monas (2012)
reinhardtii
Separacion Monodus Agregacion celular 2.1 MHz 16-24  Agregacion Bosma et
ultrasdnica subterraneus inducida al. (2003)
Baja Arthrospira Ruptura de 20 KHz 1.1- Cavitacién Lecina, et
sp vesiculas de gas 2.2. estable al. (2017)

Con la microalga Chorella vulgaris sometida a ultrasonido se demostré una destruccidn del 56.7% al contar
con una pared celular robusta. Su pared compuesta por acido Urico que varia el pH y la viscosidad provocd
el aislamiento de componentes celulares de modo que, los medios de lisis deben estar compuestos por
amortiguadores como el amortiguador TRIS o el amortiguador O’Farrell para favorecer la digestibilidad,
mantener estables los componentes celulares extraidos (Janczyk, 2005) y posteriormente analizarlos por

técnicas analiticas como Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn (Li et al., 2012).

4.4. Cromatografia de exclusién molecular

La Cromatografia de Exclusion Molecular conocida también como filtracion sobre gel o permeacion sobre
gel, es util en el fraccionamiento de muestras, purificacion y separacion de biomoléculas como proteinas,
enzimas, polisacdaridos, acidos nucleicos y otras macromoléculas. Cuenta con una fase estacionaria porosa
qgue permite la elucién diferencial de los solutos en funcién de su tamafio, y/o forma molecular,
disminuyendo la complejidad de la muestra y el empleo de técnicas posteriores permitiendo el andlisis de

componentes menos abundantes (UAH, 2017).

Este proceso cromatografico no depende de interacciones fisicoquimicas entre los analitos y la fase
estacionaria, la cual cuenta con una adsorcion minima de los componentes de tal manera que el
amortiguador de trabajo (fase mévil), no afecta la resolucién y con un flujo isocratico se pueden obtener
los componentes de interés. Cromatografia de Exclusion Molecular permite un analisis automatico de
biomoléculas sensibles a cambios de pH y condiciones ambientales, ademdas de muestras con iones
metdlicos o cofactores pudiendo tratarlas a un intervalo amplio de temperaturas sin necesitar
tratamientos posteriores obligados. Y lo mas importante, posibilita la extraccion secuencial de los

componentes por su PM favoreciendo el proceso de purificacién, y posterior almacenamiento de las
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fracciones. El fraccionamiento sucede sobre el gel y por dentro de éste usando disolventes acuosos (Life
Ciences, 2017). La Cromatografia de Exclusion Molecular consta de tres modalidades: preparativa, analitica

y de desalado.

4.4.1 Modalidades exclusion molecular

La modalidad preparativa separa dos o mds biomoléculas a través del fraccionamiento de la muestra
correspondiente del 0.5 al 4 % del volumen total de la columna (Vt), a un flujo bajo, para su analisis o
almacenamiento. El tamano habitual de las particulas de la fase ronda los 12 um, en funcién del tamafioy
la calidad del empaquetamiento se proporcionara una resolucion de moderada a alta. La longitud de las
columnas esta en el intervalo de 30 a 100 cm. La altura y el didametro del empaque determinaran el

volumen de muestra, volumenes pequefios de muestra pueden eluir por gravedad.

La modalidad analitica se emplea para realizar el andlisis de los componentes de una muestra sin un
proceso obligado de fraccionamiento. El andlisis emplea detectores Ultravioleta con arreglo de fotodiodos,
de dispersidon de luz de multidngulo o de fluorescencia, ademds de espectrometros de masa. Esta
modalidad es util en la evaluacién de la calidad y propiedades de una muestra con un volumen del 0.3 al
0.5 % del Vt de la columna y una longitud promedio de 30 cm. El tamafo de particula de las fases ronda
los 4 a 12 um proveyendo una alta resolucién en columnas pre-empacadas. La precisién y reproducibilidad
se favorece con sistemas de cromatografia liquida en lugar de emplear bombas peristalticas o flujo a

gravedad.

La metodologia de desalado e intercambio de amortiguador se usa para separar moléculas pequeiias,
como la sal, de moléculas mds grandes como las proteinas; proceso Util para el analisis cromatografico y
almacenamiento posterior. El volumen de la muestra puede alcanzar hasta el 30 % del Vt de la columna
(10 cm de longitud promedio) empacada con particulas grandes que generan una contrapresion baja a
flujos altos. La separacion y analisis de los componentes de las muestras se pueden estudiar por ciertos

pardmetros cromatograficos.

4.4.2. Parametros cromatograficos en exclusién molecular

Los resultados de esta técnica se expresan graficamente en cromatogramas que muestran la
concentracién y elucién de los componentes de la muestra de acuerdo con su tamafo molecular. Las

moléculas grandes son acarreadas junto con el volumen de vacio (Vo, aproximadamente, el 30% del
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volumen total de la columna) mientras las moléculas de menor tamario saldrdn ligeramente antes del

volumen geométrico que ocupa la fase (Vc).

El volumen de elucién (Ve) de los componentes, a veces referido como volumen de retencidn (Vr) se puede
observar graficamente en los cromatogramas y varia en funcién del volumen de la muestra aplicado y las
caracteristicas del empaque de la columna. El factor de distribucién o de reparto “Kd” define la elucién de
un componente como su distribucién entre dos fases, independientemente de las dimensiones de la

columna (ecuacioén 1).

concentracion del soluto en la fase estacionaria

Ecuacion 1. Kd = — —
concentracion del soluto en fase mévil

El volumen de la fase movil entre las particulas de la fase compondra el Vo mientras el volumen dentro
correspondera al volumen del poro (Vi), las moléculas pequeiias eluyen con el (Vt) de la columna, suma

de los dos primeros voliumenes y que en conjunto describen el Kd como se muestra en la ecuacién 2:

Ve—Vo_Ve—Vo
Vi ~ Vt—Vo

Ecuacion 2. Kd =

De esta manera los componentes grandes tendran un Kd cercano a 0 y los mas pequefios mostraran un
valor de Kd cercano a 1. Valores > 1 reflejaran efectos de adsorcién no especificos y valores alrededor de
0 mostraran la formacidn de canales y la necesidad de re-empacar la columna. Al ser dificil de determinar
el Vi se suele cambiar por la constante de distribucion promedio (Kav) sustituyendo el Vt por el Vc. La Kav
suele ser mas sensible a variaciones de parametros como el flujo siendo importante la determinacion del

Vc de la fase, su determinacion se muestra en la ecuacién 3.

E 6n3. K Ve—-Vo
cuacion 3. Kav = —————
Ve—-Vo

Se ha observado que los PM de los componentes y su elucién cuentan con una relacion sigmoidea. Por
tanto, se emplean los logaritmos de los PM para construir curvas de calibracion y evaluar la selectividad
de las columnas, caracteristica dependiente de la distribucién del tamafio de poro de las fases, obteniendo

pendientes menos pronunciadas para moléculas globulares.
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El intervalo de fraccionamiento de una fase refiere los PM con acceso parcial entre los poros. Por lo tanto,
el limite de exclusion (LE) determinard las moléculas que seran excluidas y acarreadas por el Vo, el cual
puede ser determinado por la curva de calibracidn. La cual al contar con una pendiente pronunciada
mostrara una mejor separacion (alta selectividad). La seleccion de la fase debe procurar que los

componentes de interés se encuentren dentro del intervalo lineal.

La Cromatografia de Exclusién Molecular solo se impacta por efectos estéricos, pero existen algunas
interacciones generadas por la fase y biomoléculas altamente cargadas con una fuerza idnica muy baja.
Por ejemplo, las moléculas aromaticas que eluyen en fases densas presentaran interacciones hidrofdbicas.
Estas interacciones adicionales se pueden contrarrestar con la seleccién adecuada del amortiguador de

corrida.

La resolucidn (Rs) de los componentes es el grado de separacion de estos y depende de la selectividad de
la fase y el ensanchamiento de los picos cromatograficos afectado por factores como las caracteristicas y
calidad de la fase y de la columna, el volumen de la muestra, el flujo, la viscosidad de la fase mdvil y el

equipo usado en el proceso. La expresion de Rs se muestra en la ecuacion 4.

» Ve2 —Vel
Ecuacién 4. Rs = T o
/7 (W1 +w2)
Donde Vel y Ve2 son el volumen de elucidon de dos compuestos adyacentes y w1l y w2 son el ancho a la
base de los picos de interés. La Rs se afectara por la calidad del empaquetamiento de la fase siendo
inevitable la dilucién de la muestra fendmeno conocido como difusion. La separacion se limitara por el Vc
y se caracterizara por la determinacién de los platos tedricos por metro y el factor de asimetria de los

picos.

4.4.3. Condiciones o variables para optimizar en exclusién molecular

La preparacién de la muestra y el amortiguador debe procurar la eliminacién de impurezas por
centrifugacidon o filtracién para minimizar el riesgo de bloqueo y la necesidad de procesos de limpieza
astringente aumentando el tiempo de vida de los empaques. El amortiguador de fosfato de sodio usado

en el intervalo de concentracidon de 10 a 50 mM y de pH de 7 a 7.4; en presencia de cloruro de sodio (150
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mM), son usados ampliamente para la separacion de distintos componentes proteicos facilitando procesos
de purificacién, analisis subsecuentes y almacenamiento. El ingreso de burbujas de aire al empaque se
debe evitar con la desgasificacion del amortiguador y manteniendo la temperatura similar a la columna

antes de su uso.

La optimizacién de la resolucidon depende de factores como las caracteristicas de la fase, el volumen de
muestra, caracteristicas de la columna y del sistema cromatogrifico ademdas de los pardmetros
experimentales. La fase debe contar con un adecuado intervalo de trabajo y un tamafio de particula
pequeio. Discernir entre dos columnas puede apoyarse en una pendiente pronunciada de la curva de
calibracién asociada a una dptima resolucion de los componentes. Un tamafio de particula pequefio sera
mas eficiente con la desventaja de generar una alta contrapresién. Un proceso de desalado puede emplear

fases con las que los componentes de alto peso molecular se obtengan en el Vo.

Muestras de bajo volumen evitaran el traslape de picos cromatograficos, por el contrario, una muestra de
alta concentracién de proteinas afectara la viscosidad y por consiguiente la separacion. El volumen de
muestra que también influye en la resolucién solo se podra definir experimentalmente a pesar de las
recomendaciones. El volumen de las muestras complejas debe corresponder al 0.3 - 5% del Vt de la
columna. El tamafo de la columna generalmente definido por el volumen de la muestra determina asi que
muestras de gran volumen ocuparan columnas mas largas impactando la resolucién (mostrando una
relacién de la raiz cuadrada de la longitud) y los tiempos de trabajo. De no contar con la instrumentacién
adecuada, la separacidn de grandes volimenes puede realizarse en diversas columnas pequefias juntando

al final las fracciones de interés o por previa concentracién de las muestras.

Alcanzar una resolucion adecuada en el menor tiempo posible puede afectarse por el flujo de la fase movil.
Por tanto, flujos bajos permitiran una la resolucién adecuada, pero afectardn a moléculas pequefias.
Aumentos en el flujo mostraran una pérdida de resolucién, este efecto puede controlarse usando un
mayor volumen de muestra. Una concentracidn alta de la muestra aumentard la viscosidad y de esta
manera también aumentard el fendmeno de difusion determinando que algunas proteinas no deberan
sobrepasar ciertos valores de concentracion. Considerando que el flujo maximo posible decrece en funcién

de la viscosidad del eluyente.

Caracteristicas del amortiguador como: el pH, la fuerza idnica y la composicion afectaran la estabilidad de
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los componentes a separar. Condiciones extremas pueden generar disociaciones, asociaciones o
formacidn de complejos proteicos. Estos efectos pueden controlarse por agentes aditivos repercutiendo
en la viscosidad y por tanto en la separacidn. Por ejemplo, el empleo de detergentes favorecerd la
separacion de componentes membranales a costa del funcionamiento del componente a separar. Algunos
desnaturalizantes como clorhidrato de guanidina o urea aumentaran la solubilidad sin embargo las

proteinas también pueden ser desnaturalizadas (Janson,2011).

Por tanto, los soportes deben ser inertes, estables y resistentes, con un tamafio de poro uniforme y
diametro de particula variable en funcién del uso, capaces de formar una red de poros que como se ha
mencionado retengan los componentes de menor tamaino de la muestra entre los poros del soporte
mientras los de mayor tamafio son excluidos y salen de la columna rapidamente, generando diferencias

de elucién (UAH, 2017). Este proceso se ilustra en la figura 4.10.

A &
AR

<  Moléculas
de interés

A\ (mAU)

& Impureza

- 0 5 10 15 20 25 30 35 40
4 Volumen (mL)

Figura 4.10. Esquema del proceso de cromatografia de exclusion molecular a nivel analitico y preparativo
para el analisis, fraccionamiento y limpieza.

4.4.4. Tipos de empaques en exclusién molecular

Las fases usadas para realizar el proceso de filtracidén sobre gel, compatibles con el empleo de disoluciones

acuosas, utiles en la separacion de macromoléculas bioldgicas mayormente estan conformadas por silice
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0 agarosa con bajas cantidades de grupos idnicos o hidréfilos que puedan interactuar con los compuestos

de interés. Algunas propiedades se muestran en la tabla 4.8.

Tabla 4.8. Principales propiedades fisicoquimicas de las fase estacionaria usadas en la cromatografia por
exclusion molecular con base en su conformacion.

Propiedad Conformacion
Silice Particulas de agarosa
Composicién quimica  SiO; Polisacaridos
Superficie de Silanoles bloqueados para minimizar  No requiere
recubrimiento la adsorcidn
Estabilidad de pH 2-8 a nivel operacional 3-11 operacional 1-12 limpieza y

almacenamiento

Estabilidad mecanica  Rigida, alta estabilidad a la presion Rigidez alcanzada por
entrecruzamiento quimico

Porosidad Puede ser controlada para la Puede ser controlada para la
variacion de la separacion variaciéon de la separacion

Las fases comercialmente disponibles se clasifican por tamafio. Existen de tamafo estdndar con una
particula de 4 a 12 um y las usadas en Cromatografia de liquidos de ultra alta resolucion con un didmetro
< 4 um. Generalmente entre mas pequeia la particula darda mejores resoluciones. Las fases para
Cromatografia de liquidos de ultra alta resoluciéon proveen corridas rdpidas de alta resolucién a costa de
una alta contrapresion volviendo necesario equipamiento especifico ante perdidas de resolucion por

volumenes muertos, calor y flujos de corte.

Las columnas pre-empacadas son altamente recomendables para analisis de rutina debido a su
empaquetamiento uniforme. Las fases con base en agarosa cuentan con bajas interacciones no especificas
derivando en leves variaciones entre diferentes inyecciones y analisis. Ofrecen una alta resolucion
acompafiada de diferencias menores en el tiempo de retencion y volumen de retencién con una desviacion
estandar relativa <6% y <10%; respectivamente. Estas fases pueden ser utilizadas en la evaluacién de
formacién de agregados (ensayos de pureza). La seleccidén de la fase debe considerar el objetivo del

experimento, el PM de los componentes de interés y la escala final de la purificacién.

Las columnas con base en dextran y agarosa otorgan una estabilidad fisicoquimica en un intervalo de
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temperatura de trabajo de 4 a 40 °C. Este tipo de fase con particulas de 13 um ofrece intervalos de trabajo
de 0.1 hasta 600 kDa. Por otra parte, las fases con particulas de 9 um permiten una mejoria en la Rs de
proteinas globulares de gran tamafio de hasta 1 x 10* kDa. Finalmente, fases con particulas de 34 um son

utiles en el escalamiento de ensayos.

Las fases de agarosa entrecruzada cuentan con amplios intervaloss de separacién y bajas interacciones
entre las proteinas y la fase estacionaria. Son altamente rigidas permitiendo tratar con eluyentes viscosos.
Su intervalo de trabajo va de 5 a 5000 kDa y de 1 a 300 kDa con particulas de 13 ym y 11 um;
respectivamente. Estas fases son ampliamente utiles con moléculas pequefias y ensayos a microescala,

mencionando que las moléculas pequenas pueden sufrir interacciones hidrofébicas.

Las fases de sefacril ofrecen una alta resolucidon en un intervalo amplio con particulas de un tamafio de
hasta 50 um siendo Utiles para moléculas muy grandes. La composicién de esta fase consta de la unién de
dextran y n-n-metileno bis-acrilamida formando una fase hidréfila con fenédmenos de adsorcién no
especificos. Estas columnas emplean amortiguadores acuosos, aditivos y agentes desnaturalizantes en el

intervalo de 4 a 40 °C.

Las fases de Sephadex son utiles en diferentes aplicaciones como el fraccionamiento, desalado y cambio
de amortiguador. Su empleo depende de los componentes de la muestra y el volumen de este no debe
sobrepasar el 30% del Vt. Estan conformadas por el entrecruzamiento de dextran con epiclorhidrina. En
estas fases él LE y el intervalo de trabajo se controlan por la variacién del entrecruzamiento de las fases.
Los componentes con PM por encima del LE, ademas de sales y colorantes pueden ser separados de la
muestra. Sephadex G-25 es la fase mas comun para realizar la separacidn de proteinas globulares. Por otra
parte, G-10 es util en el desalado, mientras la fase G-50 es usada en la separacion de moléculas de gran
tamafio (> 30 kDa). Las distintas fases se pueden adquirir en diferentes tamafos de particula entre ellos la
superfina, fina y media; siendo Utiles a pequeiia escala, flujos elevados y a gran escala; respectivamente.
Estas fases son estables con amortiguador acuoso en un intervalo de pH de 2 a 13. La seleccidn de la fase
debe contemplar que el PM mas alto exceda él LE. Comercialmente estas fases se encuentran como un
polvo seco para empacar columnas usando fosfato de sodio (10 - 50 mM, pH 7 - 7.4) como amortiguador
y fase movil. Para evitar interacciones idnicas se pueden utilizar adiciones de cloruro de sodio (25 mM). La
instrumentacién cromatografica emplea [dmparas Ultravioleta con una emisién aproximada de 280 nm

para la lectura de proteinas. Una configuracién tandem de estas columnas puede separar muestras de
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gran volumen (>60 mL) con componentes de alto peso molecular. También se pueden considerar procesos

de concentracidn previos para muestras de gran volumen.

La limpieza de las fases se puede realizar con un Vc de hidréxido de sodio o acido acético (0.5 M), para
después usar 2 Vc del amortiguador. Dependiendo de la muestra analizada se cambiaran los filtros de la
columna y/o se descartaran 2 a 3 mm de la fase superior. Las columnas usadas en procesos de preparacion
se sugieren sean removidas de la fase y esta sea sometida a un proceso de autoclave (121 °C/ 20 min). El
almacenamiento se puede realizar en el amortiguador de corrida al 20% de etanol en un intervalo de 4 a
30 °C. La consideracién del flujo reverso solo se tomara en cuenta al contar con casos severos de

contaminacion.

4.4.5. Aplicaciones de la exclusion molecular.

Este procedimiento es exitoso en la separacidn, deteccién e identificacion de proteinas de baja abundancia
provenientes de células eucariotas o procariotas complejas, proveyendo tiempos de separacién cortos y
precisos a través de bandas cromatograficas definidas. No genera pérdida de muestra ni degradacion del
soporte al no interactuar entre ellos. El lisado celular previo puede producir baja presencia de proteinas

totales volviendo necesario que la extraccion se realice en condiciones estables (Life Science, 2017).

Las aplicaciones de esta metodologia van desde analiticas pasando por el control de calidad hasta bio-
terapéuticas. Es un método util en la determinacién del tamafo molecular de los componentes de una
muestra determinando el perfil de los componentes presentes. Ademas, este proceso es util en el
monitoreo de la calidad y estabilidad de una proteina, complementando el estudio de formacién de
complejos, agregados y formas degradadas de las proteinas presentes describiendo su interaccién y las

condiciones en las que se realiza.

4.5. Métodos de extraccion de metabolitos de HAP con adsorbentes

El aislamiento de componentes de muestras complejas por métodos convencionales como extraccion
liguido-liquido cuenta con la desventaja de requerir grandes cantidades de disolventes ademas de pasos
adicionales de limpieza. Por lo que son necesarios métodos analiticos rapidos, selectivos y sensibles para
determinar metabolitos potencialmente mas tdxicos (Luan, et al., 2007). Como sucede con la identificacion
y analisis de metabolitos de HAP que se afectan por su propia inestabilidad resultado de factores como

luz, temperatura, pH y aire (Clark, 1993) y su bajo nivel de concentracion.
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4.5.1. Extraccion en fase sélida

Un procedimiento eficaz para el aislamiento de metabolitos de HAP es la Extraccidon en Fase Sdlida o la
Dispersion de Matriz en Fase Sélida. Estas técnicas basan su éxito en la miniaturizacién consumiendo

menos reactivos, matriz y tiempo, proporcionando recobros altos.

Extraccion en Fase Solida es un tratamiento para la limpieza y preconcentracidén simultanea de muestras
acuosas. Este procedimiento es similar a cromatografia de liquidos al retener compuestos de interés. La
Extraccion en Fase Solida emplea columnas de 1 a 5 cm de longitud empacadas con 50 mg a 10 g de
adsorbente de tipo hidrofilo o hidrofdbico (incluso de intercambio idnico o mixtos). El adsorbente serd
activado con un volumen de disolvente de hasta 8 veces el volumen del sorbente. La fase mévil involucrada
en el proceso fluird libremente o por un pequeiio diferencial de presion por uso de vacio o un flujo de gas.
La muestra se cargara para limpiar y retener componentes en la superficie del adsorbente relacionando
su desempefio con el volumen de muestra, la cantidad de soporte y flujo usados. El subsecuente paso de
lavado con disolventes de diferente polaridad elimina interferentes y el proceso culmina con la elucién de
los analitos de interés al detener la interaccion con el adsorbente colectandolos en el menor volumen
posible. El recobro estara gobernado por la interaccidn del analito con el sorbente (Cromlab, 2022). Este

proceso se puede observar en la figura 4.11.

1. Activacién 2. Carga 3. Lavado 4. Elucion
A Impurezas

Compuestos
p _} ™ de interés

Figura 4.11. Diagrama de los 4 pasos presentes en el proceso de Extraccién en Fase Sdlida para la
eliminacion de impurezas y la colecta de compuestos de interés a partir de muestras liquidas.

36



Antecedentes

En el analisis de HAP de bajo peso molecular a nivel traza la metodologia de Extraccidn en Fase Sélida ha
involucrado recobros >80% (He et al, 1998) y de 60-80% para HAP de alto peso molecular
(Kanchanamiayoon y Tatrahun, 2009) empleando C-18 como fase sélida. Olmos-Espejel y colaboradores
(2012) desarrollaron una metodologia de Extraccidon en Fase Sdlida en linea y fuera de linea acoplada a
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion para el andlisis y cuantificacion de metabolitos de B[a]P
presentes en cultivos de Selenastrum capricornutum. Con esta técnica determinaron la presencia de
compuestos tipo di-hidrodiol e hidroxilados. Con base en esta técnica Hernandez Blanco y Garcia de Llasera
(2016), realizaron el seguimiento de di-hidrodioles hasta por 48 h empleando cultivos de la microalga

verde Selenastrum capricornutum expuestos a HAP de alto peso molecular como Bfa]A y B[a]P.

La Extraccion en Fase Sélida es una técnica robusta y util en el seguimiento de metabolitos de HAP tipo di-
hidrodiol y mono-hidroxilados compatible con métodos cromatograficos y muestras bioldgicas de diverso
origen (Marqués et al., 2021). Algunos factores importantes que impactan su rendimiento son: el equilibrio
(relacién de la concentracion molar entre las dos fases), factor de retencion (diferencia de elucion entre
un compuesto de interés y aquel que no es retenido en relacidn con el analito no retenido); exclusion (por
adicidn excesiva del analito o un flujo rdpido de los eluyentes que limita el equilibrio o alcanza el volumen
de fuga), factores fisicoquimicos (area superficial, tamafio y dimensiones de particula, la capacidad del

sorbente, fuerza de disolventes y el didametro del poro) (Simpson, 2000).

4.5.2. Dispersion de matriz en fase sdlida

El tratamiento de materia organica para la extraccidon de hidrocarburos cominmente usa el método de
Soxhlet y gran cantidad de disolventes (Grice et al, 1988; Matchette y Dowel, 2012). Una alternativa a este
método es Dispersion de Matriz en Fase Sdlida en esta, la muestra es obtenida por centrifugacion,
maceracion, pulverizacion entre otros métodos. Posteriormente la muestra se dispersa y homogeneiza
con adsorbentes como la fase silice C-18 previamente activada con disolventes en un recipiente inerte
para su empaquetamiento en una columna de cristal o polimero. El proceso continda con el lavado, que
realiza la eliminacidn de interferentes y termina con la elucién de los analitos (Stashenko, et al., 2014).

Este proceso se esquematiza en la figura 4.12.
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Figura 4.12. Diagrama de los 4 pasos presentes en el proceso de Dispersion de Matriz en Fase Sélida para
la eliminacién de impurezas y la colecta de compuestos de interés a partir de muestras sélidas.
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Los soportes con un didmetro pequefio (3-10 um) proveen tiempos de elucion prolongados mientras los
de un didmetro mas grande (40 um), usados con mayor frecuencia, ofrecen tiempos de elucién reducidos
y son menos costosos. La relacion muestra: soporte, varia de 1:1 a 1:4 y el tipo de disolvente impacta

directamente en el proceso de separacién y elucion.

La Dispersién de Matriz en Fase Solida ofrece una separacion rapida y eficiente excluyendo el riesgo de
degradacion por procesos de calentamiento. Fue desarrollada en 1989 por Steven Barker y asemeja
aspectos de Extraccidn en Fase Sélida realizando la extraccidn y limpieza en una sola etapa, reduciendo el
tiempo de analisis y el empleo de disolventes. Mientras en Extraccidn en Fase Sélida la ruptura de la
muestra es un proceso adicional con pérdida de componentes, en Dispersién de Matriz en Fase Sélida
sucede con la dispersidn aumentando la superficie de extraccién con interacciones fisicoquimicas diversas
y mas fuertes entre la muestra, el analito de interés, el soporte, y los disolventes simultaneamente.
Ademas de involucrar las propiedades del soporte generando una superficie de absorcién mayor

involucrando toda la columna, mientras en Extraccion en Fase Sélida solo la parte superior.

Los analisis existentes de extraccién de HAP por Dispersion de Matriz en Fase Sélida ofrecen buenos
resultados partiendo de matrices como suelos y plantas (Sanchez-Brunete et al., 2007) con rendimientos

altos (Pena et al., 2008) hasta partes por trillon, niveles ultra traza. Esta técnica resulta util en la
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preconcentracion de los metabolitos de la degradacion de HAP por microalgas verdes (Olmos-Espejel et
al., 2012). El aislamiento de metabolitos de HAP de alto peso molecular a través de Dispersion de Matriz
en Fase Sélida con silice C-18 como soporte (Hernandez Blanco y Garcia de Llasera 2016) permitié el
seguimiento de los metabolitos tipo di-hidrodiol en la biomasa de la microalga verde Selenastrum
capricornutum expuesta a HAP de alto peso molecular, entre ellos B[aJA y B[a]P, logrando la observacion

de los metabolitos hasta por 48 h de exposicidn.

4.6. Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion y analisis de HAP

Las técnicas mas usadas en la determinacién de HAP suelen ser cromatograficas ademas de electroforesis
capilar (Graupner et al., 2014), espectrofotometria (Dissanayake, 2010), y métodos semicuantitativos
como los fluorimétricos (Greene et al., 2017). La cromatografia es un método fisico de separacién en el
cual los componentes de una muestra son distribuidos en dos fases, una de las cuales es estacionaria y la
otra movil, moviéndose en direccion fija (IUPAC, 2017). Las condiciones de operacion dependeran de las

propiedades fisicoquimicas de los analitos y la matriz.

Analisis de muestras ricas en HAP (agua, sedimentos marinos, tejidos entre otras), realizados por
cromatografia de gases (GC, por sus siglas en inglés) han usado diversos detectores entre ellos los de
ionizacion de flama, trampa de iones, fluorescencia o espectrometria de masas (Banedé, et al., 2017;
Cajthaml, et al, 2002; Izquierdo, 2013, Ke, et al., 2010). Por otra parte, Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién es una técnica util en la determinacion de compuestos volatiles de alto peso molecular
mediante detectores selectivos permitiendo el seguimiento de HAP y sus metabolitos. La tabla 4.9.
muestra un resumen de analisis de HAP realizados con base en Cromatografia de Liquidos de Alta

Resolucién y diferentes técnicas de tratamientos de muestra.

Tabla 4.9. Analisis de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién en diversas muestras por uso de distintas técnicas de tratamiento.

Referencia HAP Muestra Técnicas de tratamiento de  Deteccidn
muestra
Deka et al., 14 HAP  Filtro de papel, Ultrasonido, filtracion,
2022 muestreo pasivo rotavapor, limpieza por silice Ultravioleta
Myint Zaw et Bla]A, Té Extraccion en fase sdlida Ultravioleta
al., 2022 Bla]Py asistida por vortice con arreglo
B/b]F de diodos
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Referencia HAP Muestra Técnicas de tratamiento de  Deteccidn
muestra
Tong et al., 2022 8 HAP Agua Extraccion en fase sdlida por Longitud de
barra magnética (MSPE) onda variable
Abril et al.,, 2022 14 HAP  Materia particulada Sequedad para volatilizar Fluorescencia
suspendida obtenida materia orgdnica, ultrasonido,
de plantas de cemento rotavapor, filtracion
Zhang et al,, 5 HAP Agua de grifo Micro extraccion en fase Longitud
2022 sélida en tubo y anlisis por variable
sonda de titanio
Moradi et al., 7 HAPy Muestras urbanas de Mezcla de disolventes Fluorescencia
2022 22 aire y Ultravioleta
alquil-
HAP
Fasano et al., 10 HAP  Queso Saponificacion, extraccion Fluorescencia
2016 liquido-liquido y EFS
Santonicola et 14 HAP  Leche Saponificacion, extraccion Fluorescencia
al., 2017 liquido-liquido y EFS
Battisti et al., 13 HAP  Yogur Saponificacion y extraccion Fluorescencia
2014 liquido — liquido
Onopiuk et al., 6 HAP Cérnicos sometidos a Saponificacion, EFS y Ultravioleta y
2022 procesos de liofilizados fluorescencia
calentamiento
Gorovtsov etal., 16 HAP Comunidades Saponificacidn Fluorescencia
2022 microbianas de suelos
contaminados
Houessou etal., 16 HAP Bebidas de café Saponificacidn alcalina Fluorescencia
2007
Du et al., 2022 16 HAP  Suelos de tierras de Extraccion con soxhlet y -
cultivo disolventes
Martinez- 11 HAP  Bacterias Extraccion con disolventes y Longitud
Toledo et al., rotavapor variable
2022
Sillapawisut et 6 HAP Agua de: grifo, rio, EFS en jeringa Fluorescencia

al., 2022

desechos, salobre

EFS: Extraccion en Fase Sélida
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4.7. Electroforesis

Las técnicas electroforéticas son de gran importancia para el analisis de proteina siendo un sistema
conformado por un anodo y un catodo enlazados por un electrolito. Electroforesis es un término general
para englobar la migracién y separacién de particulas cargadas (iones) a causa de un campo eléctrico y

diferencias en su movilidad.

La movilidad es dependiente de factores como tamafo, forma y carga de la particula; ademas de Ia
temperatura de separacion. Los pardmetros electroforéticos son la corriente, voltaje y potencia, sin dejar
de lado la fuerza idnica, pH, viscosidad, tamafio de poro entre otras caracteristicas. Estos factores
describen el medio en el que se realiza la separacion. El proceso de electroforesis tiene la desventaja de
generar un aumento de temperatura mediante la corriente eléctrica que al variar generara diferencias de

migracion de proteinas siendo primordial mantener una temperatura constante.

4.7.1. Electroforesis en gel

También conocida como electroforesis de zona, es un sistema continuo de: electrolito, pH y fuerza idnica,
qgue provocan un efecto de tamizado dependiente del soporte usado. Esté en forma de gel suprime las
corrientes térmicas de conveccién y difusion ofreciendo un formato convencional de revelacidn, la tincion
del soporte. Sin embargo, la movilidad y resolucién pueden afectarse por factores como: intercambio
idnico con la matriz, osmosis y heterogeneidad del soporte. Los soportes habitualmente constituidos por
poliacrilamida (PAG) o agarosa se encuentran comercialmente disponibles para trabajos de rutina. Los
geles de PAG son bien definidos, mecanicamente estables, inertes y transparentes con un tamafo de poro
variable. Siendo este parametro el que limita y mejora la eficiencia de la resolucién de las proteinas (PM >

500 kDa). En la figura 4.13. se muestra un esquema de la instrumentacion.
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Anodo Catodo

Fuente de

Electrolito

Estandares
de PM

Figura 4.13. Esquema de la instrumentacion utilizada en la realizacién de electroforesis SDS PAGE.

El gel PAG esta compuesto por mondmeros de acrilamida polimerizados en presencia de radicales libres
del iniciador que suele ser persulfato de amonio o riboflavina. La reaccion de polimerizacion se regula por
adicion de aminas terciarias y el tamafio de los poros se ajusta por la concentracion de acrilamida. La
relacion de acrilamida y el agente de entrecruzamiento genera un tamizado molecular que modula la

separacion en funcidn del tamafio de los componentes.

Para que la muestra se solubilice y no sufra agregacion se adiciona urea o detergentes no idnicos como
agentes de disociacidn. Adicionalmente para evitar la oxidacién de los grupos tiol y la formacidén de enlaces
disulfuro se emplean agentes reductores como el B-mercaptoetanol que en conjunto con los agentes de
disociacion separan deliberadamente las proteinas y sus agregados en las subunidades correspondientes.

Estas condiciones suelen ser Utiles en la electroforesis SDS-PAG.

En la electroforesis de zona la muestra se aplica sobre las ranuras del gel. Posteriormente, al aplicar el
campo eléctrico los componentes migran de acuerdo con su movilidad. Las placas de gel ofrecen una
separacion rapida y fina ademas de estabilidad térmica culminando el proceso con la tincién del gel. Su
version horizontal es la mas recurrente al contar con una refrigeracion eficiente y flexibilidad entre otros

beneficios frente a otras técnicas.
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4.7.2. Electroforesis (SDS-PAGE)

Este es el método de seleccidn para andlisis de mezclas complejas de proteinas. Siendo habitual el empleo
de sistemas multifdsicos manejando un gel de apilamiento de poro grande no restrictivo en el cual se
realizara una isoteoforesis sin efecto de tamizado molecular. Este primer gel se encuentra sobre un gel de
separacion que se caracteriza por un poro pequefio en el cual como su nombre dicta se realiza la
separacion. Cada gel contara con condiciones distintas Utiles para muestras diluidas proporcionando una
resolucidn superior a la ofrecida por un gel de concentracién Unica. La tasa de migracion de una proteina
se comparara con la tasa de migracidén de proteinas estandar de PM definido, obteniendo estimaciones

precisas del PM de los componentes proteicos presentes.

El andlisis de proteinas en geles de electroforesis realizado por el proceso de tincién emplea el uso de un
fijador para precipitar las proteinas y evitar la difusién fuera del gel. Los geles se tifien uniformemente
sumergiéndolos completamente en la soluciéon de tincion. El proceso dependera del grosor del gel siendo
el azul de coomassie y el negro de amido los tintes mas habituales. Al finalizar la tincidn por fotografiado
o escaneado por densitometria se registrara la posicion e intensidad de las bandas plasmadas en el gel

caracterizando el PM de los componentes proteicos de la muestra y eventualmente identificandolos.

4.7.2.1 Empleo de electroforesis en la protedmica de microorganismos degradadores de
contaminantes

Esta técnica ha resultado util en la determinacion de los sistemas enzimaticos involucrados en la
degradacion de HAP de alto peso molecular como antraceno y B[aJP. Luo y colaboradores (2016)
demostraron mediante la evaluacién de sustratos cataliticos la presencia de una proteina (49 kDa)
involucrada en la degradacién de los HAP por Rhodococcus. Por otra parte, Subashchandrabose vy
colaboradores, (2019), demostraron la sobre expresién de amidohidrolasa en Rhodococcus wratislaviensis
inducida por pireno y B[a]P. Este ultimo provocé la sobre expresion de una sefial asociada a un PM de 40.3

kDa.

El proceso de electroforesis se ha usado para la caracterizacién de consorcios microbianos degradadores
HAP de bajo peso molecular como fenantreno, naftaleno y pireno. Un grupo microbiano compuesto por
Chryseobacterium BP-1, Pseudomonas putida BP-2, Stenotrophomonas BP-3 y Achromobacter BP-4 se ha
descrito en la degradacion de naftaleno determinando la presencia de la enzima 2,3-di-hidroxibifenil di-

oxigenasa involucrandose también en la degradacion de bifenilos policlorados con una notable tolerancia
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a un amplio intervalo de contaminantes organicos persistentes (Xu et al., 2021).

Chen y colaboradores (2015), demostraron que la bacteria Shewanella xiamenensis BCO1 sobre produce
proteinas con PM entre 35-55 kDa como respuesta ante el incremento de calcio y compuestos aromaticos.
Los analisis se realizaron por electroforesis (SDS-PAGE) y tuvieron seguimiento por espectrometria de
masas en tdndem. El incremento de Ca?* permitié que el microorganismo secretara sustancias poliméricas
que pueden formar una capa densa protectora para mitigar el efecto de estos contaminantes. Este
comportamiento se ha observado en otros microorganismos de igual manera en presencia de bajas

concentraciones de compuestos aromdticos como Hu y colaboradores (2019) lo demostraron.

El andlisis electroforético (SDS-PAGE) mostré que algunas proteinas en el intervalo de 20.1 a 97.2 kDa
respondieron a la exposicién de HAP, siendo este efecto mas intenso frente al pireno. Este analisis generd
un interés en el intervalo de PM de 40 y 50 kDa, con muy pocas sefiales suprimidas, mostrando que los
compuestos poliméricos extracelulares varian en funcién de la concentracion de los contaminantes (Jia et
al., 2022). Sphingobium sp., es una bacteria involucrada en un consorcio de fitorremediacién de HAP la
cual ha mostrado un aumento de concentracién de proteinas valuado también por electroforesis, pero en

esta ocasion empleando gradiente de desnaturalizacion (Dominguez et al., 2020).

Hongos como Penicillium oxalicum involucrados en la degradacion de HAP y aislados de cuerpos de agua
han descrito la presencia del sistema citocromo P-450 caracterizado por variaciones proteicas a través de
electroforesis que mostrd una sobre produccién de 10 proteinas relacionadas con una respuesta de estrés.
Entre la acumulacién de proteinas figuraron: epdxido hidrolasas, oxidorreductasas y enzimas transferasas
encontradas en la fraccion citosdlica y microsomal; en esta ultima la proliferacién fue mayor con proteinas
de PM en el intervalo de 16.1 kDa a 80.1 kDa observada por electroforesis de dos dimensiones (Camacho-
Morales, et al., 2018). Algunas enzimas como la lacasa que ha sido colectada de hongos lignoliticos como
Trametes sp. MA-X01 y estudiadas por electroforesis (SDS-PAGE), se han visto involucradas en la
degradacion de colorantes mostrando un PM aproximado de 62 kDa trabajando con temperatura y pH

dptimos (60 °C, pH de 3 a 5) favorecidas ante la presencia de metales como Mg?*, Mn?*, Zn?*" y Cu?*.

4.7.3. Enzimas microbianas identificadas en el proceso de degradacion de HAP

En algunos sistemas microbianos incluso se han identificado los sistemas enzimaticos degradadores de

HAP de alto peso molecular, es el caso de Mycobacterium sp. RJGII-135 capaz de degradar el B[a]P
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formando di-hidrodioles en presencia de di-oxigenasas las cuales se encuentran bajo investigacion para su
identificacion (Schneider et al., 1996). Adicionalmente, Rhodococcus sp. bacteria degradadora de B[a]P
mostro la sobreproduccion de genes ligados a la presencia de mono- y di- oxigenasas presentando una

subunidad larga identificada como 2,3- catecol di-oxigenasa (Subashchandrabose et al., 2019).

En bacterias como Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 se han descrito sistemas multi enzimaticos
involucrados en la degradacion de HAP compuestos por di- y mono- oxigenasas y el sistema citocromo P-
450 (Brezna et al., 2006), este ultimo seguido por la presencia de trans-dihidrodioles, como ha sucedido
con Streptomyces flavovirens, frente fenantreno (Sutherland et al., 1990). En los hongos se han encontrado
a la lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa, lacasa, citocromo P-450 y epdxido hidrolasa (Srivastava y
Kumar, 2019). En procesos aerobios de biodegradacion de HAP se han observado di-oxigenasas
formadoras de cis-dihidrodioles que posteriormente serdn deshidrogenados, deshidroxilados,
metabolizados por protocatecuato y catecoles para finalmente ser internalizados en el ciclo de acidos
tricarboxilicos, formando CO, y agua como con la proteobacteria Beijerinckia sp. frente B[aJP y B[a]a

(Gupta et al., 2014; Harayama y Timmis 1992, Jain et al., 2005; Gibson y Subranian, 1984).

La bacteria Amycolatopsis tucumanensis DSM 45259 expuesta a fenantreno analizada por SDS-PAGE
demostro la sintesis de diferentes proteinas entre 6.4 a 200 kDa identificadas por espectrometria de masas
(MALDI-TOF). Y por electroforesis de dos dimensiones se elucido el proceso de degradacion. Los PM mas
remarcables fueron de 39.72 a 71.35 kDa sugiriendo la presencia de oxigenasas multicomponentes.
También estuvieron presentes amido hidrolasas y enoil-CoA hidratasas, enzimas asociadas en la

degradacion de diferentes bacterias Gram (-) (Navarro-Llorens et al., 2005, Vandera et al., 2015).

En Micobacterium sp. PYR-1 se ha observado la sintesis de la aldehido-deshidrogenasa-gen nidA
pertenecientes a una subunidad grande (50 kDa) de di-oxigenasas participes en la degradacion de pireno,
fenantreno y dibenzotiofeno (Khan et al., 2001, Lee et al., 2007, Navarro-Llorens et al., 2005). Como se
observa las di-oxigenasas participan activamente en los primeros pasos de la degradacion de HAP como
sucede con Amycolatopsis tucumanensis DSM 45259 frente naftaleno, fenantreno y pireno que muestra

polipéptidos en un intervalo de 6.4 a 200 kDa (Bourguignon et al., 2019).

Por exposicion de Mycobacterium 6PY1 a pireno y analisis por electroforesis en dos dimensiones se

determind una secuencia péptica de dos di-oxigenasas nombradas Pdo1 de 52 kDa y Pdo2 conformada por
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una subunidad a de 52 kDa y una subunidad B de 20 kDa (Krivobok et al., 2003). Un componente similar
se observé en Sphingomonas CHY-1 expuesta a HAP de alto peso molecular degraddndolos y evidenciando
la participacién de una di-oxigenasa hidroxilante del anillo agrupada a hierro molecular conformando un

hexamero de aproximadamente 200 kDa (Jouanneau et al., 2006).

La bacteria Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 replicada por E. coli mostré la capacidad de oxigenar pireno
mediante dos componentes (citocromo P-450 44.8 kDa y PipA 48.7 kDa) y un sistema transportador de
electrones no identificado adaptativo (Brezna et al.,, 2006). Kim y colaboradores (2004), empleando
también Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 determinaron la accién de una catalasa-peroxidasa (85.2 kDa),
una mono-oxigenasa (21.9 kDa), una subunidad pequefia de di-oxigenasa (18 kDa) y una aldehido-

deshidrogenasa (52 kDa) mediante electroforesis en dos dimensiones.

Algunos HAP de alto peso molecular resistentes a di-oxigenasas pueden ser eliminados por mono-
oxigenasas del sistema citocromo P-450 generando intermediarios férricos (Ortiz de Montellano, 1995).
Enzimas degradadoras de HAP de bajo y alto peso molecular como la CYP108J1 se han relacionado a un
grupo de genes reguladores de respuesta de nitrito, maltosa, deshidrogenasa, ferredoxina y ferredoxina
reductasa empleando electrones provenientes de cofactores como NADPH y cuyo analisis por SDS-PAGE

genera tres bandas predominantes con PM de 52.3, 44.3 y 15 kDa (Luo et al., 2016).

Las principales enzimas involucradas con el sistema citocromo P-450 en la degradacidon de componentes
orgdanicos son mono oxigenasas, deshidrogenasas, epdxido hidrolasas y enzimas lignoliticas (Masfaraud et
al., 1992; Hassanshahian et al., 2015; Agrawal et al., 2018). Ademas de enzimas protectoras del estrés
oxidativo como peroxidasa dismutasa, glutation s-transferasa y catalasa (Ren et al., 2015; Shen et al.,
2016). En general los organismos procariontes bajo condiciones aerdbicas y anaerdbicas contienen mono-
oxigenasas y di-oxigenasas (Baek et al., 2011), hidroxilantes del anillo aromatico (catecol 1,2 di-oxigenasa)
y lipasas degradadoras de pireno y B[aJP como en el bacilo Gram (-): Serratia marcesencs (Pandey et al.,
2012; Lyu et al., 2014). Destacando que el gen de catecol 1,2-di-oxigenasa también se ha encontrado en

otras especies como Gordinia sputi y Corynebacterium (Shen et al., 2009).

En hongos, se ha observado el empleo de lignina en la degradacién de B[aJA en suelos contaminados
generando CO, presentando bajas concentraciones de B[aJA- 7,12-diona e intermediarios oxigenados

sugiriendo que la lignina induce la formacidon de oxidorreductasas y di-oxigenasas (Gu et al.,2022),
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cruciales en la degradacidn de compuestos aromaticos y describiendo una posible transformacién

cometabdlica en la degradacion del BfaJA (Sun et al., 2020).

Estudios de clonacién y expresién por electroforesis del hongo Pleurotus ostreatus, han descrito la
presencia de una proteina (57 kDa) y lacasas (50 - 82kDa) involucradas en la oxidacién de B[a]P
(Mohtashami et al., 2019). Estas lacasas y subunidades (28 kDa) han sido caracterizadas por electroforesis
(SDS-PAGE) y Cromatografia de Exclusién Molecular preparativa (Younes y Sayadi 2011). Ademas, en
hongos el sistema citocromo P-450 se ha involucrado en la formacion de epdxidos (Haritash y Kaushik,

2009; Syed y Yadav, 2012; Syed et al., 2013) y trans-dihidrodioles (Moody et al., 2005).

Algunos ensayos de exposicidon de microalgas a HAP han mostrado inhibicién o induccién de material
proteico como con Chorella ssp. MM3 frente pireno que sobre produjo una proteina de 47.7 kDa similar a
una enzima de Volvox carteri f. nagariensis de importancia en procesos energéticos. Esta enzima,
nombrada DLAT. gi|302837029, se publico como uno de los tres componentes del complejo piruvato

deshidrogenasa del alga verde Micractinium pusillum (Li et al., 2012).

Ensayos recientes de Chlamydomonas reinhardtii 503 frente B[a]A describieron la presencia de las enzimas
homogentisato 1,2-di-oxigenasa (49.9 kDa), carboximetilenobutenolidasa (25.8 kDa), ribulosa 1,5
bifosfatasa carboxilasa (subunidad grande 55 kDa, y subunidad pequefia 13 kDa, para un tamafio en
conjunto de 70 kDa) y ubiquinol oxidasa (39.9 kDa) involucradas en el proceso de biodegradacion de HAP
(Luo et al., 2020). El proceso de degradacion de fenantreno por Chlorella vulgaris ha mostrado las enzimas
catecol 2,3- di-oxigenasa y catecol 1,2 di-oxigenasa (31.6 kDa y 34 kDa) postulando la actividad de estas
enzimas sin asociacidon entre metabolitos producidos y las enzimas presentes (Tomar y Jajoo 2021). La
enzima glucociltransferasa (76 kDa) se ha referido en la biotransformacion de pireno en diferentes

especies de microalgas (Lei et al., 2003; Pathak et al., 2018).

Si bien la enzima de microalgas mas caracterizada ha sido la nombrada dihidrolipoamida acetiltransferasa.
(DLAT, 50- 69 kDa) de la microalga Chlorella sp. MM3 (Subashchandrabose et al., 2017), los principales
compuestos involucrados en la degradacidon de HAP por microalgas son las di-oxigenasas y el sistema
citocromo P-450 sin lograr aislar y caracterizar estos sistemas por completo. Toda esta informacion
muestra que los estudios de degradaciéon de los HAP por microalgas son bastos involucrando

principalmente a los de bajo peso molecular, pero con poca informacidon acerca de los procesos
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involucrados. La tabla 4.10 muestra a manera de resumen las enzimas microbianas descritas en la

degradacion de HAP por esta seccidn.

Tabla 4.10. Enzimas microbianas involucradas en la degradacién de Hidrocarburos Aromaticos

Policiclicos.
Microorganismo HAP degradado Proteina expresada Peso molecular
(kDa)
Amycolatopsis naftaleno, di- oxigenasas multicomponentes 6.4 a2 200
tucumanensis fenantrenoy hidroxilantes, amido hidrolasas y enoil-
DSM 45259 pireno CoA hidratasa
Beijerinckia sp. B/a]P y B[a]A di- oxigenasas NP
frente
Chlamydomonas B/a]A homogentisato 1,2-di-oxigenasa. 49.9
reinhardtii 503 carboximetilenobutenolidasa, ribulosa 1,5 25.8
bifosfatasa carboxilasa subgy subp y 70, sub 55, sub
ubiquinol oxidasa 13y 39.9
Chlorella ssp. Pireno DLAT. gi|302837029 47.7
MM3, Volvox 69
carteri f.
nagariensisy
Micractinium
pusillum
Chlorella vulgaris Fluoranteno catecol 2,3- di-oxigenasa y catecol 1,2 di- 31.6y34
oxigenasa
Corynebacterium  HAP de diferente catecol 1,2-di-oxigenasa NP
y Gordinia sputi PM
Hongos como B/a]P y B[a]A lignina B[a]A- 7,12-diona NP
Pleurotus mono-oxidasas y lacasas 50y 80 (sub 28)
ostreatus
Mycobacterium Diferentes HAP di- / mono- oxigenasas y citocromo P-450 NP
vanbaalenii PYR- de alto peso - citocromo P-450y PipA 44.8y 48.7
1 molecular, Subunidad grande de di-oxigenasas, 50
pireno, aldehido-deshidrogenasa

fenantrenoy
dibenzotiofeno

catalasa-peroxidasa, mono-oxigenasa,
subunidad pequena de di-oxigenasa y
aldehido-deshidrogenasa

85.2,21.9,18y
52

Mycobacterium Pireno dos di-oxigenasas: Pdol y Pdo2 (dos 52y 52 (sub 20)
6PY1 subunidades)
Rhodococcus sp. Bla]P mono- y di- oxigenasas NP
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Microorganismo HAP degradado Proteina expresada Peso molecular
(kDa)
catecol 2,3- catecol di-oxigenasa y
amidohidrolasas
Serratia Pireno Y B[a]P mono- y di-oxigenasas y lipasas NP
marcesencs
Sphingomonas HAP de alto peso di-oxigenasa hidroxilante del anillo Hexamero =
CHY-1 molecular 200
Streptomyces HAP de alto peso Citocromo P-450 NP
flavovirens molecular
Hongos HAP de alto peso lignina peroxidasa, manganeso NP

molecular

peroxidasa, lacasa citocromo P-450y
epoxido hidrolasa

NP: no publicado, sub: tamafio subunidad.
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5. METODOLOGIA

5.1. Descripcion del plan general

La experimentacion se implementé con base en 7 principales ejes los cuales fueron: 1) La realizacién de
bioensayos de exposicion a B/aJP o B[aJA de los cultivos. Separacidon del medio liquido y biomasa de S.
acutus y S. capricornutum para establecer las condiciones de activacidn para la produccidon de enzima(s)
degradadora(s). 2) El Establecimiento de las condiciones cromatograficas para el analisis de HAP (B[aJA y
B[a]P) y sus metabolitos. Validacion del método Extraccion en Fase Solida / Dispersién de Matriz en Fase
Sélida-Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn-Deteccién por Ultravioleta /Fluorescencia. 3) La
evaluacion de la configuracion geométrica de los metabolitos de B[a]P. 4) La obtencidn de los extractos
crudos enzimaticos extra- e intra- celulares. 5)La evaluacién de la degradaciéon de HAP en los extractos
crudos provenientes de cultivos activados o no activados. Evidencia de la presencia del sistema de
biodegradacion por deteccion y cuantificacion de metabolitos 6) El fraccionamiento grueso vy fino por
Cromatografia de Exclusion Molecular preparativa de los extractos crudos. 7) La valoracién del perfil
proteico por Cromatografia de Exclusion Molecular y electroforesis (SDS-PAGE). La figura 5.1. muestra un

diagrama del proceso general el cual se resume a continuacion.

1) En el desarrollo experimental se emplearon cultivos de las microalgas verdes S. acutusy S.
capricornutum de 15 mL. Estos contaron con una absorbancia 1 asociada a un crecimiento exponencial
(5 x 108 células mL1). Los cultivos fueron expuestos a los HAP de alto peso molecular BfaJAy Bla]P (266
mg mL?) bajo condiciones de exposicidn (luz amarilla, 28° o 34 °C, 50 rpm), proceso denominado en
este trabajo como activacion. Los bioensayos de activacion se realizaron por intervalos de tiempo que
dependieron de la especie de microalga y el HAP usado, los cuales se indican en la seccién 5.3.4.1.
Adicionalmente, se prepararon controles de 15 mL de cultivos con absorbancia 1, bajo condiciones de
exposicion (luz amarilla, 28° 0 34 °C, 50 rpm) y en ausencia de los HAP. Los bioensayos de exposicion
a los HAP se efectuaron a 28 °C en el intervalo de 1.5 a 6 h para confirmar el proceso de degradacién

con el monitoreo de los metabolitos y los HAP en medio liquido y biomasa.

2) Se usaron disoluciones de los estandares de los HAP y metabolitos para establecer las
mejores condiciones cromatograficas para su analisis y tuvieron concentraciones de 1 ug mL!y 10 ng

mL respectivamente.
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Figura 5.1. Diagrama general de los bioensayos y andlisis realizados para la evaluacion de la degradacion de B[aJA y B[a]P en extractos crudos y

fraccionados por Cromatografia de Exclusién Molecular.
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3) Después, se empled el bioensayo de 6 h para realizar la evaluacion de la configuracién
geométrica de los metabolitos de B[a]P por Extraccion en Fase Sélida / Dispersién de Matriz en Fase

Sélida y Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn y deteccién por fluorescencia.

4) El medio liquido (15 mL) y la biomasa (5 mg de biomasa seca) provenientes de los cultivos
fueron colectados por centrifugacion (3900 rpm, 15 min) y acumulados en grupos de 4 cultivos. Cada
grupo de medio liquido se filtré través de una membrana centricon (30 kDa de 2 6 15 mL de capacidad)
llevandolos a un volumen de 0.5 é 2 mL. Por su parte, la biomasa proveniente de cada cultivo fue
suspendida de manera individual en medio de lisis (5 mL) y se les realizé la lisis celular por ultrasonido.
Los lisados celulares fueron colectados individualmente por centrifugacion (3900 rpm, 4 °C, 15 min), y
colocados en conjunto en un solo matraz donde se redujeron por empleo de un rotavapor bajo

condiciones suaves a un volumen final de 2 mL.

5) Los volumenes reducidos fueron identificados como extractos crudos (extracto crudo
intracelular y extracto crudo extracelular) provenientes de biomasa y medio liquido; respectivamente.
Posteriormente, los extractos crudos fueron fraccionados por Cromatografia de Exclusién Molecular
preparativa empleando los empaques: Sephadex G-50 y Sephadex G-100. Las fracciones obtenidas
fueron sometidas a los ensayos de evaluacién de la biodegradacion, y posterior analisis por
Cromatografia de Exclusiéon Molecular analitica, en busqueda de diferencias proteicas en los
cromatogramas obtenidos de las fracciones de extractos crudos expuestas a HAP de alto peso
molecular comparadas con los cromatogramas de las fracciones de extractos crudos control sin

exposiciéon al HAP.

6) Para evidenciar la presencia del sistema enzimatico responsable de la biodegradacién, los
extractos crudos se expusieron a los HAP para determinar la cantidad de metabolitos producidos bajo
condiciones de luz y temperatura ambiente (a 50 rpm) a diferentes intervalos de tiempo indicados en
la seccidn 5.3.4.1., ensayos identificados como “ensayos de evaluacidon de la biodegradacién”. La
evaluacidn de la biodegradacion se realizé cuantificando la produccidon de metabolitos en los extractos
crudos y diferencidandolas de su produccidon en los bioensayos de activacidon los cuales fueron
considerados como controles de residuos. Estos ultimos correspondieron a extractos crudos

provenientes de cultivos activados, expuestos a las condiciones de evaluacién de la biodegradacién en
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ausencia de HAP.

7) Finalmente, las fracciones gruesas obtenidas con la fase Sephadex G-100 (8 mL) fueron
llevadas a un fraccionamiento fino empleando esta misma fase en volumenes de 2 y 1 mL. En dichas
fracciones colectadas de este proceso se realizaron ensayos de evaluacidon de la biodegradacion
monitoreando la aparicidon de metabolitos por Extraccion en Fase Sélida-Cromatografia de Liquidos de
Alta Resolucién y obteniendo el perfil proteico presente por Cromatografia de Exclusion Molecular
analitica. El perfil proteico de las fracciones que presentaron formacidon de metabolito fue confirmado
por electroforesis de una dimension (SDS-PAGE) y comparado con fracciones obtenidas por
Cromatografia de Exclusion Molecular de los controles provenientes de cultivos incubados en ausencia
de HAP de alto peso molecular. Las diferencias observadas en el perfil proteico de los componentes

intra-y extra- celulares de los cultivos de las microalgas verdes se asociaron a la degradacion del B[a]P.

5.1.1. Instrumentacién y material

En la tabla 5.1. se muestran las diferentes condiciones, materiales y actividades desarrolladas en la

investigacion.

Tabla 5.1. Resumen de condiciones, materiales y actividades desarrolladas en esta investigacion.

Métodos

Instrumentacion y material

1. Estandares
HAP

- Andlisis
cromatografico
de HAP

- Extraccion:
Extraccién
en Fase
Solida
(EFS)/
Dispersion
de Matriz
en Fase
Soélida

B[a]P pureza > 99 % B[a]A pureza = 96 % de Chem service (West Chester, PA,
EUA). Almacén a 4 °Cy oscuridad.

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) con equipo Varian 9065
Polychrom con bomba ProStar 210. Fase mévil CH;OH:H,0 85:15% Flujo 1 mL
mint. Software Workstation 6.0 1989-2003. Detector Ultravioleta con
arreglo de fotodiodos A 263 nm (B[a]P), 287 nm (B[a]A]. Rizo de inyeccion 20
uL / temperatura ambiente. Columna Hypersil ODS Thermo Scientific (150
mm x 4.6 mm x 5 um). Pre-columna Nucleosil C18 (20 mm x 2.0 mm x 5 um).

Cartuchos de 6 mL / 1 mL. Empaque Supelco Supelclean LC-18 (45 um) de
Sigma Aldrich. Filtros de polietileno de 20 pm y didmetro de 12.7mm / 6.4
mm. Jeringas de plastico de 20 mL con adaptadores mariposa. Viales de
vidrio transparente y ambar de 4 mL/ 1.5 mL. Matraces Kitasato con tapones
horadados y cadnula de acero inoxidable acoplados al sistema de vacio.
Mortero de agata con pistilo. Extracto con HAP 4 / 1 mL en la mezcla de
CH3CN: H20 al 100% / 90% en EFS y DMFS; respectivamente.

e
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Métodos

Instrumentacion y material

(DMFS) de
HAP

2. Metabolitos

- Andlisis
cromatografico
de metabolitos

- Extraccion:
EFS / DMFS de
metabolitos

4,5-cis-dihidrodiol benzo[ajpireno (4,5-cis-dB[a]P) / 4,5-trans-dihidrodiol
benzo[a]pireno (4,5-trans-dB[a]P) / 7,8-cis-dihidrodiol benzo[a]pireno (7,8-
cis-dB[a]P) / 7,8-trans-dihidrodiol benzo[ajpireno (7,8-trans-dB[a]P) / 5,6-
cis-dihidrodiol benzo[aJantraceno (5,6-cis-dB[aJA) pureza = 99 % de NCI
Chemical Carcinogen Reference Standards Repository (Kansas, Missouri, EE.
UU.). Almacén a 4 °Cy oscuridad.

CLAR Varian ProStar con bomba Varian 9012. Fase mévil CH;OH:H,0 62: 38%
Flujo 1 mL min’. Rizo de inyeccién 20 uL / temperatura ambiente. Columna
Microsorb- MV 100-5 C18 (250 x 4.6 mm). Pre-columna Nucleosil C18 (20
mm x 2.0 mm x 5 um). Detector Varian ProStar 363 A excitacién de 264 nm,
A emision de 390 nm. Software Workstation 6.0 1989-2003.

Material listado en seccidon 1. Extracto con metabolitos metabolitos 3 / 1.5
mL en la mezcla de CH3CN: H,O al 55% / 40% en EFS y DMFS;
respectivamente.

3. Cultivos de
microalgas

-Ensayos de
activacion de
cultivos

- Ensayo de
evaluacion de
degradacion en
extractos
crudos

- Obtencion de
extractos por
ultrasonido. Lisis
celular

- Concentracion
de extractos

Scenedesmus acutus y Selenastrum capricornutum de la coleccidon de
cultivos de algas de la Universidad de Austin, Texas (EE. UU.). Medio liquido
y medio sélido Bristol con componentes grado reactivo [NaNOs (2.94 mM),
CaCly-2H,0 (0.17 mM), MgS04-7H,0 (0.30 mM), KzHPO4 (1.29 mM), KH;PO,
(1.29 mM), NaCl (0.43 mM) y peptona proteosa al 0.1% m/v]. Agar
bacteriolégico (MCD LAB, Edo Mex, Mex) para medios solidos. Tubos
fluorescentes de 14 W, temporizador Steren Temp O08E. Agitador orbital
Hinotek HZ 300. Exposicidn a luz blanca, en medio con pH 7.

Incubadora Jeio Tech SI-600R acoplada a ldmpara de luz amarilla de 40 W.
Agitador orbital Thermo Scientific Compact Digital Mini Rotator.

Procesador ultrasdnico digital 450 Branson (400 watts, 20 kHz) con
micropunta de 1/8 de pulgada. Procesador ultrasonico Cole Palmer CP 505
(400 watts, 50/60 kHz) con micropunta de 1/8 de pulgada. Viales de vidrio
transparente de 12 mL, tubos de centrifuga de 15 mL y bafio de hielo.
Microscopio dptico modelo National Optica acoplado a camara digital
Hinotek modelo HD Lite. Amplitud al 20% pulsos de 10 segundos y pausas de
5 segundos para 5 minutos totales de exposicién al ultrasonido

Rotavapor Biichi R-205 con bafio calefactor B-490, bomba recicladora
B740/8, bomba de vacié V-500, controlador V-805. Membranas de filtracién
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Métodos

Instrumentacion y material

YM-30 centricon de 2 y 15 mL. Centrifuga Sigma 2-5. Centrifuga de alta
velocidad Beckman-Coulter Allegra 64R.

4. Proteinas
totales (Lowry)

Tubos de centrifuga de 1.5 mL. Agitador Vortex-Ginie SI-P236, Scientific
Industries. Espectrofotdmetro Genesys 10S Thermo Scientific. Celdas de
metacrilato de 2 mL. Na,COs, CuSO,y NaOH (J.T. Baker). KNaC4H406-4H,0,
reactivo Folin y albumina de suero bovino de Sigma-Aldrich. SDS de Kodak
de (Rochester, Nueva York, EE. UU.). Selenastrum capricornutum y
Scenedesmus acutus (5 x10° células mL™).

5. Cromatografia
de Exclusion
Molecular

- Cromatografia
de Exclusion
Molecular
analitica

- Cromatografia
de Exclusion
Molecular
preparativa

Estandares: Tiroglobulina (669 kDa), amilasa (200 kDa), albumina (66 kDa),
anhidrasa (29 kDa), aprotinina (6.51 kDa) y uracilo (0.12 kDa) de Sigma-
Aldrich. Almacén a -20 °Cy oscuridad.

CLAR Waters 1525 con bomba binaria Waters 1525. Fase mdvil
amortiguador de fosfatos 0.015 M pH 7 flujo de 1 mL min %. Rizo de inyeccidn
20 uL / temperatura ambiente. Columnas SRT SEC 300, 5-1250 kDa, (5 um
300 A 7.8 x 300 mm) y Agilent Bio SEC-5, 0.5-150 kDa, (5 pm 150 A 7.8 x 300
mm). Pre-columnas de la fase estacionaria correspondiente (5 um, 7.8 X 50
mm). Detector Ultravioleta con arreglo de fotodiodos Waters 2998 con A
variable de 205 a 280 nm. Software Empower 3.

Columnas de vidrio chemglass de 20 cm3®/ 30 cm3. Empaque Sephadex G-50
(1.18 g), 1.5 a 30 kDa / G-100 de Sigma (0.71g), 4 a 150 kDa. Amortiguador
Tris 0.05 M pH 7.6 de Bio-Rad pureza 99,8% (Hércules, California, EE. UU.).
Azul dextran (2000 kDa) y azul de bromofenol (0.67 kDa) de Thermo
Scientific).

6. Electroforesis

Nano-Drop One (280 nm), Electroforesis de una sola dimensién (1-DE) SDS-
PAGE. Configuracion electroforética: gel concentrador SDS-PAGE (4%) vy gel
de resolucidn (12%). Amortiguador Urea (6M) — amortiguador tris-HCI
(0.1M), pH 8.5 y Amortiguador de carga. Lisozima (1 pg pL?), Fuente de
poder a 135 V, solucién de tincion constituida por: amonio (8% m/v), acido
fosférico (2%), metanol (20%) y azul Coomassie G-250 (0.1%) y agua
destilada. Densitdmetro GS-900 y biomarcadores Bio-Rad. Estandares de PM
correspondiente a 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20y 15 kDa

7. Otros equipos
y materiales

Agua (18.2 MQ.cm™ a 25 °C) de Simplicity UV Millipore (Bedford, MA, EE.
UU.). Acetonitrilo, isopropanol, metanol grado HPLC y NaCl de J. T. Baker
(Phillipsburg, Nueva Jersey, EE. UU.).

Balanza analitica Ohaus Adventurer Pro AV114C. Autoclave Tuttnauer
2540EL. Sonda potenciométrica Corning 220. Micropipetas Eppendorf de
volumen variable. Material de cristaleria de volumen variable.
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5.2. Metodologia analitica

5.2.1. Andlisis cromatografico de HAP

Para seleccionar las condiciones de la determinacién en medio liquido y biomasa de B[aJA y B[a]P se
probaron diferentes columnas y composicion de la fase mévil, con las cuales se realizaron pruebas para
seleccionar el mejor sistema cromatografico. Los diversos sistemas cromatograficos usados estan descritos

en la tabla 5.2.

Tabla 5.2. Sistemas cromatograficos usados en el andlisis de BfaJA y B[a]P y sus metabolitos.

Compuesto Sistema Columna Fase Movil Detector
1 ODS Hypersil CH3;0OH Ultravioleta
Hidrocarburo 5 um, 150 mm x 4.6 mm 100 A 263 nm - B[a]P
2 ODS Hypersil CHsOH: H,0 287 nm - BlaJA
5um, 150 mm x 4.6 mm 85:15
3 Chiralpak IC CH3CN: H.O
5um, 4.6 mm x 250 mm 90:10
4 Eclipse XDB-C18 CH3OH: H.0 Fluorescencia
Metabolitos 3.5um, 4.6 mmx 150 mm  65:35 A excitacion 264
5 Hypercarb CHs:CN nm, emisiéon 390
5 um, 3 mm x 150 mm 100 nm
6 Envirosep PP CH30H: H.0
5um, 4.6 mm x 125 mm 65:35
7 Microsorb-MV 100-5 C-18 CH3OH: H,O

5um, 4.6 mm x 250 mm 62:38

Todos los sistemas contaron con un flujo de 1 mL min "ty temperatura ambiente

5.2.2. Andlisis cromatografico de metabolitos

Para la separacion de los metabolitos se optimizaron y evaluaron pardmetros cromatograficos como la
resolucidn, factor de capacidad, eficiencia y selectividad. Los sistemas cromatograficos usados se enlistan
en la tabla 5.2. La separacion se optimizo con los estandares de los compuestos cis- y trans- del 4,5 dB[a]P
y 7,8 dB[a]P, ya que su presencia ha sido vinculada como productos de degradacién del B[a]P. Los
estdndares fueron usados a una concentracion de 10 ng mL. Adicionalmente, se analizé al 5,6-cis-dB[a]A

como producto de degradacidn de B[a]A.
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5.2.3. Extraccion en fase sélida

La extraccion de los analitos provenientes de muestras liquidas se realizé por Extraccion en Fase Sélida
(Olmos-Espejel et al., 2012). El material usado esta enlistado en la tabla 5.1., seccién 2. La fase estacionaria,
300 mg de silice C-18, se empaco en cartuchos de polipropileno de 6 mL y se contuvo por filtros en la base
y la parte superior de la fase. En el acondicionamiento se emplearon 2 mL de metanol, 1 mL de Acetonitrilo
(ACN) y 10 mL de H,0 desionizada. El volumen de las muestras dependioé de su origen, trabajando con 15
mL del medio liquido y volumenes menores al trabajar con fracciones de los extractos crudos. La muestra
se aplico con un flujo continuo a gravedad; la eliminacidn de los interferentes de la muestra (lavados), se
realizd con agua desionizada (10 mL) y mezclas de ACN: H,0 al 10% (10 mL), 20% (3 mL), y 30 % (1 mL) con
flujo asistido por vacio. Por ultimo, la elucién de los metabolitos se realiz6 con mezclas de ACN: H,0 al 55%
(3 mL) seguida de la elucién del HAP con ACN al 100% (4 mL); los extractos que contenian a los metabolitos
y HAP se eluyeron continuamente a gravedad colectandolos en viales de vidrio ambar y transparente;

respectivamente, para posteriormente analizarlas por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.

5.2.4. Dispersion de matriz en fase sélida

La extraccion de los analitos provenientes de la biomasa microalgal se realizé por Dispersién de Matriz en
Fase Sélida (Hernandez Blanco y Garcia de Llasera, 2016). El material usado esta enlistado en la tabla 5.1.,
seccion 2. En la Dispersidn de Matriz en Fase Solida se emplearon aproximadamente 5 mg de biomasa
seca homogeneizada con silice C-18 (100 mg) previamente activada con metanol (1 mL / 100 mg de fase)
y secada para su uso, por vacio. La mezcla se empaco en cartuchos de polipropileno de 1 mLy se contuvo
con filtros en la base y la parte superior de la mezcla. La eliminacién de los interferentes de la muestra
(lavados), se realizé con agua desionizada (10 mL), y mezclas de Acetonitrilo (ACN):H,0 al 10% (10 mL) y
20% (5 mL). Por ultimo, la elucién de los metabolitos se realizé con mezclas de ACN: H,0 al 40% (1.5 mL)
seguida de la elucion del HAP con ACN: H,O al 90% (1 mL); los diferentes disolventes fluyeron
continuamente asistidos por vacio exceptuando las mezclas de los disolventes para extraer los metabolitos
y los HAP, de las cuales su colecta se realizé a gravedad colectando los analitos en viales de vidrio ambar
y transparente; respectivamente. Los extractos obtenidos se analizaron por Cromatografia de Liquidos de

Alta Resolucion.

5.2.5. Validaciéon de la metodologia cromatografica y del tratamiento de muestra

La validacidn del método empled medio liquido obtenido por centrifugacion y biomasa de cultivos de la
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microalga Selenastrum capricornutum de un volumen de 15 mL. Las muestras fueron colectadas por
centrifugacién. El procedimiento de fortificacidon para la evaluacidn de los recobros y la validacién del

método de determinacion de los HAP y metabolitos de seguimiento se describe a continuacién.

5.2.5.1. Analisis de B[a]JA y B[a]P por Extraccién en Fase Sélida / Dispersion de Matriz en Fase Sélida-
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion

La validacion del método para el analisis de los HAP se realizd6 mediante la fortificacién de medio liquido y
muestras de biomasa de Selenastrum capricornutum por triplicado. El HAP, el componente del cultivo y
las concentraciones de fortificacion se encuentran listadas en la tabla 5.3. Posteriormente, se realizd el

analisis estadistico al completar el anadlisis cromatografico de los componentes del cultivo fortificado.

Tabla 5.3. Condiciones utilizadas en la validacién del método usado en la determinacidn y cuantificacién
de B[a]Py B[a]JA en medio liquido o biomasa.

Analito Concentracion en medio liquido Concentracion en biomasa
ug mL*! ng mg™*
Bla]P 0.1,0.3,0.5,0.8,1.1,14,1.7,2 0.1,0.3,0.5,0.8,1.1,14,1.7,2
Bla]A 0.2,0.5,0.7,1,1.3,1.6, 2 0.2,0.5,0.7,1,1.3,1.6, 2

Las muestras fortificadas con BfaJP (0.5, 0.8 y 1.1 pug mL™) obtenidas del medio liquido y la biomasa seca
fueron usadas para evaluar la reproducibilidad en el recobro en las metodologias del tratamiento de
Extraccion en Fase Sélida y Dispersion de Matriz en Fase Sdlida. Por otra parte, las muestras fortificadas
con B[aJA (0.5, 1.0 y 1.6 pg mL?) obtenidas del medio liquido y biomasa, también se emplearon para
evaluar la reproducibilidad en el recobro por Extraccién en Fase Sélida y Dispersion de Matriz en Fase
Sélida para este analito. La reproducibilidad se evalué intradia por la desviacidn estandar relativa. El limite
de deteccion (LD) y el limite de cuantificacién (LC) se calcularon a través del método estadistico de los
minimos cuadrados. De este anadlisis se obtuvo la pendiente (m) del intervalo lineal, la ordenada y la
desviacidn estandar (DS). (BjércK 1990; Allegrini y Oliveri 2014). Este proceso relaciond la pendiente del
intervalo lineal y la desviacidn estandar de la ordenada, esta relacién multiplicada 3.3 veces y 10 veces

sirvieron para determinar el LD y LC; respectivamente.
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5.2.5.2. Analisis de metabolitos de interés de B[a]JA y B[a]P por Extraccion en Fase Sélida / Dispersion
de Matriz en Fase Sdlida-Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién

Las concentraciones de las fortificaciones realizadas en medio liquido y biomasa seca variaron con el
metabolito (4,5-cis-dB[a]P, 7,8-cis-dB[a]P y 5,6-cis-dB[a]JP) y la muestra ocupada; éstas se enlistan en la
tabla 5.4. La experimentacion contd con tres réplicas en la evaluacién realizada intradia. EI LD y el LC se
calcularon usando la m del intervalo lineal, la ordenada y su DS, valores obtenidos por el método
estadistico de los minimos cuadrados (BjorcK 1990; Allegrini y Oliveri 2014). El medio liquido y la biomasa
fortificadas por alicuotas de los metabolitos fueron usadas en la evaluaciéon de la reproducibilidad

(recobro, DS) del tratamiento de muestra (Extraccion en Fase Sélida y Dispersion de Matriz en Fase Sélida).

Tabla 5.4. Condiciones utilizadas en la validaciéon del método usado en la determinacidn y cuantificacién
de 4,5-cis-dB[a]P, 7,8-cis-dB[a]P y 5,6-cis-dB[a]A en medio liquido y biomasa.

Analito Concentraciéon en medio liquido Concentracién en Biomasa
ng mL? ng mg?
4,5-cis-dB[a]P 2, 5,10, 15, 20, 25, 30 2, 5,10, 15, 20, 25, 30
7,8-cis-dB[a]P 2.5,5,10 20, 25, 30, 50 2.5,5,10 20, 25, 30, 50
5,6-cis-dB[a]A 0.125,0.25,0.5,1.25,2.5,5 0.125,0.25,0.5,1.25,2.5,5

5.2.6. Evaluacion de configuracion geométrica

Este andlisis uso biomasa y medio liquido tratados por Dispersidn de Matriz en Fase Sélida y Extraccidon en
Fase Sdlida; respectivamente, provenientes de cultivos expuestos por 6 h con Bfa]P. La instrumentacion
de la Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion se encuentra enlistada en la tabla 5.1., seccién 2. La
configuracién de los sistemas cromatograficos 2 y 6 enlistadas en la tabla 5.2 fueron las usadas al
considerar su idoneidad para la determinacidon de la configuracién geométrica de los metabolitos. La
identificacion de los metabolitos se realizd por comparacién con los tiempos de retencidén de los
estandares cis- y trans- de 4,5-dB[a]P y 7,8-dB[a]P y esta se corrobord por el método de adicion estandar

de los metabolitos de interés en la biomasa y el medio liquido.
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5.2.7. Obtencion de extractos enzimaticos

5.2.7.1. Lisis celular

Para realizar la lisis celular se tomé la biomasa hiumeda obtenida por centrifugacién (3900 rpm, 15 min)
de cultivos activados por exposicién al HAP. El sobrenadante se separd de la biomasa y se le agregd
amortiguador Tris 0.05 M pH 7.6, constituyendo asi al extracto crudo extracelular. El botdn de la biomasa
se suspendid y se enjuagd con 3 mL de amortiguador Tris 0.05 M pH 7.6 desechando nuevamente por
centrifugacion los residuos de HAP y metabolitos posiblemente presentes en el amortiguador de enjuague.
La biomasa colectada se suspendid en 5 mL de medio de lisis, amortiguador Tris 0.05 mM pH 7.6, y se
contuvo en un vial de 12 mL para después colocarla en un bafio de hielo por 15 min (4 °C). Dentro del bafo
de hielo, la biomasa en el vial se sometié al proceso de ultrasonido. Las condiciones de aplicacion del

ultrasonido por pulsos automatizados probadas estan enlistadas en la tabla 5.5.

Tabla 5.5. Evaluacién del proceso de lisis. Condiciones usadas en la optimizacién del proceso
automatizado de ultrasonido.

Potencia Composicion Pulso (seg) / pausa (seg)-
(amplitud) % medio de lisis (5 mL) Total (min)
40 amortiguador Tris 0.05 M pH 7.6 10/5-5
40 20/ 10-5
40 10/5-10

Al término de la aplicacién del ultrasonido, y por centrifugacién (3900 rpm, 15 min) se colecté el lisado o
extracto crudo intracelular descartando los restos celulares. El extracto crudo intracelular se llevd a un
volumen final de 15 mL para conservar el mismo volumen usado en Extraccidn en Fase Soélida para la
extraccién de los analitos del medio liquido, agregando el amortiguador Tris a 0.05 M pH 7.6 para favorecer
la estabilidad enzimatica. Posteriormente, se realizd la cuantificaciéon de proteinas totales por el método
de Lowry incubando las muestras a 24°C (temperatura ambiente), por un intervalo de 30 minutos (a 785
nm) en el extracto crudo extracelular y en el extracto crudo intracelular proveniente de S. capricornutum,

esta metodologia se describe en el material anexo de esta tesis (A.1.).

Con el objeto de aumentar la cantidad de proteina total en el lisado, se usaron cultivos de la microalga
Scenedesmus acutus, la cual tiene un rapido crecimiento. Esta especie fue seleccionada para trabajar con

1,2y 4 cultivos de 15 mL expuestos a B[a]P. La evaluacidn del proceso de lisis celular se realizé inicialmente

60



Metodologia

con el equipo Branson Digital Sonifier 450, avanzada la investigacién este fue remplazado por el equipo
Cole Palmer modelo CP 505. El remplazo fue efectuado en funcion de la amplitud debido a frecuencias
diferentes en los equipos, siendo mayor en el equipo nuevo. La seleccidon de la amplitud buscé no
perjudicar la biodegradacién en el extracto crudo intracelular ya que se observé que la aplicacion de una
amplitud mayor a una frecuencia elevada afecta el nivel de biodegradacion, disminuyendo la presencia de

los metabolitos de seguimiento. Los resultados se encuentran en el material anexo de esta tesis (A.2.).

Adicionalmente, se cuantificd la proteina total existente en los extractos crudos (intra- y extra- celular)
mediante el empleo de cultivos expuestos a B[a]JP (266 ng mL) de 48 y 72 h (34 °C) de Scenedesmus acutus
y Selenastrum capricornutum. La cantidad de proteina obtenida se compard contra la observada en
extractos crudos controles, obtenidos de cultivos no expuestos al B[a]P, para observar si la activacién

estuvo relacionada a un aumento de la produccién del material proteico.

5.2.7.2. Concentracion de extractos crudos por evaporacion y filtracion

Las condiciones éptimas para la obtencidn de extractos crudos se lograron usando cultivos activados por
exposicién al HAP durante 72 h (en presencia de luz amarilla, 50 rpm y 34 °C), los cudles posteriormente
fueron centrifugados para recuperar la biomasa y el medio liquido. La lisis celular de la biomasa se realizé
en 5 mL del amortiguador Tris (50 mM pH 7.6) con pulsos de 10 segundos automatizados y pausas
intermedias de 5 segundos para suministrar 5 minutos de exposicién al ultrasonido. El medio liquido se
adicioné con amortiguador Tris para obtener la concentracion 50 mM pH 7.6. En el proceso de
concentracién de los extractos crudos se empled un “acumulado” de estos, constituido por un mayor
numero de cultivos activados (15 mL c/u) por exposicidn con el HAP para favorecer la presencia de una
mayor cantidad del sistema enzimatico involucrado. De esta manera, en el procedimiento se utilizaron 4
cultivos de Selenastrum capricornutum activados por 72 h con B[a]P. Por centrifugacion (3900 rpm, 15
min) se colecté la biomasa y el medio liquido de los cultivos (15 x 4 = 60 mL en total); el medio liquido
adicionado con el amortiguador Tris constituyé asi el extracto crudo extracelular. Posteriormente, se
obtuvo individualmente la biomasa de cada cultivo proveniente del bioensayo de activacién, y empleando
las condiciones dptimas de ultrasonido mencionadas, se obtuvieron los extractos crudos intracelulares (5
mL c/u); después el extracto crudo intracelular acumulado (5 x 4 = 20 mL en total). Los extractos crudos
extracelular e intracelulares acumulados fueron evaporados por separado hasta 2 mL usando el rotavapor
y condiciones suaves de evaporacion (85 rpm / 37 °C/ 10 mbar). Posteriormente, los dos extractos crudos

obtenidos fueron filtrados empleando el dispositivo centricon de 2 mL (membrana de 30 kDa), hasta un
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volumen final de 0.5 mL por medio de centrifugacion (4100 rpm / 20 min aproximados). Finalmente, los
extractos crudos concentrados fueron separados de restos sélidos por centrifugacion a temperatura
controlada (3900 / 15 min / 4 °C) para después evaluar en ellos la biodegradacidn exponiéndolos al B[a]P.
Igualmente, en el proceso de concentracién se emplearon cultivos acumulados, en este caso de 12 cultivos

de Selenastrum capricornutum para el fraccionamiento preparativo de los extractos crudos, seccién 5.2.9.

5.2.8. Andlisis de extractos crudos por Cromatografia de Exclusion Molecular

Los extractos crudos concentrados (x 4) y libres de restos celulares fueron analizados por Cromatografia
de Exclusion Molecular a nivel analitico usando el equipo Waters 1525 (instrumentacion en tabla 5.1.,
seccion 5) y las dos columnas de exclusion molecular, construyendo una curva de calibracion por cada
columna. Los extractos crudos sometidos al bioensayo de evaluacién de degradacién por exposicidn al
B[a]P se analizaron por comparacidon con extractos crudos controles provenientes de cultivos que no
fueron activados con B[a]P en busqueda de diferencias en sus componentes proteicos. El mismo proceso
fue usado para el analisis de fracciones y subfracciones de los extractos crudos concentrados (x 12)
obtenidos por Cromatografia de Exclusion Molecular a nivel preparativo, cuyo procedimiento se describe

a continuacion.

5.2.9. Fraccionamiento de extractos crudos concentrados en fases SEPHADEX por cromatografia de
exclusion molecular preparativa

Posterior a la examinacidn analitica de extractos crudos (x 4) por Cromatografia de Exclusiéon Molecular se
realizd la limpieza y fraccionamiento de los extractos crudos concentrados (x 12) por Cromatografia de
Exclusion Molecular a nivel preparativo. Se usaron las columnas de cristal de 20 cm3®y 30 cm® empacadas
con 1.18 g de Sephadex G-50 (1.5 a 30 kDa) y 0.71 g de Sephadex G-100 (4 a 150 kDa); respectivamente.
El amortiguador Tris 0.05 M pH 7.6 (100 mL) se usd para dejar hinchar las fases estacionarias por una
noche entera. El mismo amortiguador Tris fue usado como fase mévil a gravedad (0.24 mL min?). El
volumen de exclusidn de los empaques se determind con la elucién del azul de dextran (2000 kDa),
mientras que la determinacién del volumen de permeacién total se realizé con el azul de bromofenol
(0.069 kDa), ambos colorantes a una concentracién de 2 mg mL™. Estos volimenes y el intervalo de trabajo,
determinado por el volumen colectado después de la elucion del azul dextran hasta recién comenzada la

elucion del azul de bromofenol, se presentan en la tabla 5.6. para ambas fases.
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Tabla 5.6. Determinacién del volumen de exclusion e intervalo de trabajo de Sephadex G-50 y Sephadex
G-100, empaques usados al realizar la cromatografia de exclusion molecular.

Empaque Volumen de exclusién Intervalo de trabajo Volumen de
preparativo (mL) (mL) permeacion total (mL)
Sephadex G-50 8.2+0.06 10+0.32 25.5+0.2
Sephadex G-100 12.4+0.53 16.05 £ 0.46 453+1.7

Después de determinar estos pardmetros con la fase G-50, se obtuvieron dos fracciones de cada extracto
crudos concentrado por Cromatografia de Exclusion Molecular a nivel preparativo. La primera fraccion
estuvo compuesta por componentes > 30 kDa y se colecté a través de la elucidn de los primeros 8.2 mL de
la fase movil, volumen de exclusién. La segunda fracciéon contd con componentes entre 30 kDa - 1.5 kDa y
se colectd con los siguientes 10 mL de la fase mdvil, intervalo de trabajo. Por consiguiente, se colectaron
4 fracciones diferentes, teniendo el extracto crudo extracelular y el extracto crudo intracelular > 30 kDa y
extracto crudo extracelular y extracto crudo intracelular de 30 kDa - 1.5 kDa a partir de 12 cultivos
acumulados y reducidos. Estas fracciones se llevaron a un volumen final de 15 mL, en los cuales fue

evaluada la biodegradacién con 3 h de exposicién a B[a]P a temperatura ambiente.

Como se ha mencionado, la fase Sephadex G-100 (0.71 g) se empacd en la columna de vidrio de 30 cm3.
Al emplear esta configuracion y eluir el extracto crudo intracelular y extracto crudo extracelular reducidos,
se descarté el volumen de exclusion de 12.4 mL. El volumen de permeacién total fue 45.3 + 1.7 mL. En el
intervalo de trabajo de 16.05 mL se colectaron dos fracciones, de cada extracto crudo reducido,
identificadas como A y B, de 8 mL cada una, las cuales fueron utilizadas para la exploracion del perfil
proteico de la microalga Selenastrum capricornutum y la evaluacidon de la biodegradacién de Bfa]P.
Posteriormente estas dos fracciones obtenidas por Cromatografia de Exclusion Molecular fueron
fraccionadas cada una en 4 partes de 2 mL identificandolas como Al, A2, A3, A4 y B1, B2, B3, y B4;
destacando que la biodegradacién solo pudo seguirse con fracciones del extracto crudo intracelular
descartando el empleo del extracto crudo extracelular. Finalmente, las fracciones obtenidas por
Cromatografia de Exclusidn Molecular del extracto crudo intracelular Al y A2 fueron subfraccionadas en
dos cada una, colectando asi 4 fracciones de 1 mL cada una e identificadas como las fracciones Ala, Alb,
A2a y A2b. Finalmente, todas las subfracciones fueron llevadas a Cromatografia de Exclusion Molecular

analitica para la busqueda de los PM de los componentes inducidos o inhibidos por la degradacion,
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identificados por comparacidn con las fracciones provenientes de cultivos control.

5.2.10. Analisis de subfracciones del extracto crudo intracelular por electroforesis

Las 4 subfracciones de Ala a A2b de extracto crudo intracelular concentrado y libre de restos celulares se
analizaron por electroforesis con la instrumentacidon y material descrito en la tabla 5.1., seccién 6. La
lisozima (1 pg pL™) se usé como referencia de cuantificacién en 2 plL de la subfraccidn. La carga realizada
en los pozos del gel concentrador empled la mezcla de los estandares de PM y la mezcla individual de las
subfracciones constituida por: 6 uL de la subfraccion mas 4 uL de la mezcla de amortiguador urea 6 M -
amortiguador Tris 0.1 M pH 8.5 y 5 uL del amortiguador de carga. La migracién de los componentes
celulares se realizé por 2 horas a 135 V. Las proteinas se revelaron con la solucién de tincién por 16 h. El

proceso de lavado empleo agua destilada por 24 horas para posteriormente ser escaneado.
5.3. Bioensayos

5.3.1. Crecimiento de cultivos de Scenedesmus acutus y Selenastrum capricornutum

La siembra de las microalgas, S. acutus y S. capricornutum se realizé6 en medio Bristol sélido y liquido. El
medio Bristol sélido (15 mL) fue contenido en tubos y sembrado en condiciones de esterilidad y asepsia
renovandolos cada tres semanas para el crecimiento y mantenimiento de las microalgas. El medio Bristol
liquido (200 mL) fortificado con peptona proteosa al 0.1% m/v se utilizd para cultivar ambas especies por
separado dentro de matraces de vidrio (300 mL) para su crecimiento y uso en los bioensayos de activacion
por exposicion a los HAP. Adicionalmente, se preparé medio liquido Bristol adicionado con peptona-
proteosa al 0.01%. para crecimiento de S. capricornutum. Ambas presentaciones de cultivos liquidos
fueron sembrados por transferencia de biomasa por asada de cultivos sélidos. Los cultivos se agitaron
orbitalmente a 80 rpm frente a [dmparas fluorescentes que suministraron ciclos de luz y oscuridad (16 y 8
h; respectivamente) hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial, 5 x 10° células mL?. El monitoreo
del crecimiento se realizd bajo condiciones de esterilidad por medio de mediciones espectrofotométricas
(685 nm) (Olmos-Espejel et al., 2012). De los cultivos en crecimiento exponencial (absorbancia 1, 5 x 10°
células mL?) se tomaron volimenes de 15 mL, que se expusieron a HAP de alto peso molecular y de esta

manera fueron obtenidos en todos los bioensayos.

5.3.2. Bioensayos con cultivos de Selenastrum capricornutum a diferentes tiempos.

La biodegradacion a través del tiempo en los cultivos de las microalgas ya se ha estudiado previamente

(Olmos-Espejel et al., 2012; Hernandez Blanco y Garcia de Llasera, 2016), por lo que en este trabajo se
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realizé la corroboracidn de su desempeiio utilizando solamente la microalga Selenastrum capricornutum
mediante bioensayos de exposicion a Bfa]JP por 1.5, 3, 4, 6, 48 y 72 h. Se monitored la desaparicion del
B/a]P y la aparicidon de su metabolito el 4,5 d-B[a]P por separado en los componentes del medio liquido y
biomasa por Extraccién en Fase Sélida-Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién y Dispersion de Matriz

en Fase Sdélida-Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn; respectivamente.

5.3.3. Bioensayos preliminares en extractos crudos

La evaluacion de la biodegradacion en el extracto crudo se realizd por la cuantificacién de la aparicidn del
4,5-cis-dB[a]Py 7,8-cis-dB[a]P. En este proceso el extracto crudo intracelular y extracto crudo extracelular
se expuso a B[aJP (266 ng mL?) en un intervalo de 3 h. El analisis y cuantificacion de los metabolitos se
realizé por Extraccidon en Fase Sélida-Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién / Deteccidén por

Fluorescencia.

En paralelo, se comparé la capacidad de la biodegradacion de las células completas en un intervalo de 3h
y los extractos crudos intracelulares provenientes de cultivos activados por Bfa]P (266 ng mL?, 72 h). Al
término de la activacién de las células, se colectd la biomasa por centrifugacién (3900 rpm, 15 min) para
realizar una segunda exposicion de las mismas células durante 3 h; también los extractos crudos
intracelulares se expusieron con Bfa]P (266 ng mL?) bajo las condiciones de biodegradacion por 3 h. La
biodegradacion obtenida en ambas muestras fue comparada en funcidon del metabolito 4,5-cis-dB[a]P

presente.

5.3.4. Seleccion de condiciones de activacion para los bioensayos con extractos crudos

Una vez determinadas las condiciones para la activacion de las células se procedio a la evaluacién de la
biodegradacion con los extractos crudos. Es decir, se realizo la exposicion de cultivos con B[aJAy B[a]P (34
°C, agitacion constante (50 rpm), luz amarilla y ambiente de esterilidad) durante diferentes tiempos a 266
ng mL? del HAP, para lograr asi la activacién en la produccién de enzima degradadora. Posteriormente, se
obtuvieron los extractos crudos, en los que también se efectud la evaluacion de biodegradacion con
exposicion al HAP. Para realizar este proceso se emplearon acumulados tres cultivos provenientes de
bioensayos de activacidon. Los tiempos de incubacién para la activacion fueron de 48 y 72 h con BfaJA y
B[a]P (por separado) para S. capricornutum, mientras que los cultivos de S. acutus se incubaron con B[a]P
durante 48, 72, 144 horas y 2 semanas y con B[aJA durante 48 y 72 h. La instrumentacién usada se

encuentra en la tabla 5.1., seccidn 3. Al término del bioensayo de activacion se colectd la biomasa vy el
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medio liquido por centrifugacion (3900 rpm / 15 min). Las cantidades de los metabolitos en los extractos
crudos arrastrados del bioensayo de activacién se determinaron y se asumieron como cantidades
residuales presentes en la evaluacidén de la degradacidon con los extractos enzimaticos, extracto crudo

extracelular y extracto crudo intracelular.

5.3.4.1. Bioensayos de evaluacion de biodegradacion con extractos crudos no concentrados

Después de realizado el bioensayo de activaciéon con cultivos de 15 mL, el medio liquido obtenido por
centrifugacién fue adicionado con 1.7 mL de amortiguador Tris 50 mM pH 7.6 para la preservaciéon de sus
componentes proteicos constituyendo el extracto crudo extracelular. La biomasa se traté por ultrasonido
empleando las condiciones dptimas de este proceso y el lisado constituyd el extracto crudo intracelular.
Destacando que estos extractos crudos se analizaron por Extraccidn en Fase Sélida- Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion-Deteccidn por Fluorescencia empleando el sistema cromatografico No. 7 de la
tabla 5.2. para determinar la cantidad residual de metabolito. La evaluacion de la biodegradacién de los
extractos crudos (extra- e intra- celular) se realizd exponiéndolos al HAP usado en los bioensayos de
activacion (266 ng mL™?) a temperatura y luz ambiente, asi como agitacién constante (50 rpm) a diferentes
periodos de tiempo. La seleccién del periodo de activacién se basé en que se tuvieran las menores
cantidades residuales posibles de los analitos y asi, poder diferenciar la biodegradacion observada en los
extractos crudos a los diferentes intervalos de tiempo de incubacion evaluados por la presencia del sistema
enzimatico activo. Las condiciones usadas de activacion de las células y la evaluacién de la biodegradacion

en los extractos crudos se muestran en la tabla 5.7.

Tabla 5.7. Condiciones evaluadas en los bioensayos de activacién y la evaluacidn de degradacién realizados
con S. capricornutum y S. acutus.

Especie HAP Activacion (h) Evaluacion de Metabolito
biodegradacién (h) en monitoreado
extractos crudos
S. capricornutum B[a]P 48 /72 15,3y6 4,5-cis-dB[a]P
Bla]A 3,6,9,14y 17 5,6-cis-dB[a]A
S. acutus Bla]P 48 /72 /144 / 336 3 4,5 -/ 7,8- cis-dB[a]P
Bla]A 3 5,6-cis-dB[a]A
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5.3.5. Evaluacidon de biodegradacidn en extractos crudos concentrados

Los extractos crudos provenientes de cuatro cultivos de microalgas activados (15 x 4 = 60 mL de extracto
crudo extracelular 5 x 4 mL = 20 mL de extracto crudo intracelular), después de ser concentrados se
llevaron a un volumen de 15 mL conservando la concentracidon del amortiguador Tris 50 mM pH 7.6 y se
realizd una exposicién de 3 h frente al Bfa]P (266 ng mL?). Al finalizar el proceso, los extractos fueron
analizados por Extraccién en Fase Sélida-Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién mediante el sistema
cromatografico 7 y la instrumentacidn ya descrita (tabla 5.2). Las cantidades de los HAP y metabolitos
determinados en los bioensayos con extractos enzimaticos, extracto crudo intracelular y extracto crudo
extracelular, expuestos al Bf[a]P fueron comparados con sus respectivos controles residuales, los cuales
fueron extractos crudos concentrados obtenidos de cultivos activados con BfaJP pero que no fueron

sometidos al bioensayo de evaluacién de biodegradacion.

También se trabajé con un “acumulado” de extracto crudo intracelular y extracto crudo extracelular
provenientes de un mayor nimero de cultivos (12 en lugar de 4) con activacién por exposicién al B[a]P,
que fueron usados posteriormente en la metodologia de la Cromatografia de Exclusion Molecular
preparativa (que se describird mas adelante). Para obtener el acumulado de extracto crudo intracelular y
extracto crudo extracelular se necesitaba aumentar el tiempo de tratamiento de muestra para reducir el
volumen total del extracto crudo extracelular (15 x 12 = 180 mL) por empleo del rotavapor, lo cual no fue
realizado, por ser muy tardado. En este caso, mejor se uso el dispositivo centricon de 15 mL (30 kDa, 4750
rom) para la obtencién del extracto crudo extracelular concentrado. Como otra opcidn para realizar la
concentracién de los extractos también se probé el proceso de didlisis con una membrana de celulosa,
pero los extractos crudos no mostraron disminucidn en la pigmentacion, viscosidad o componentes solidos
suspendidos al término de 5 dias de empleo; cambios que resultarian favorables para un posterior analisis

cromatografico, por lo que este método de concentracién se descarto.

5.3.6. Evaluacion de biodegradacion en fracciones obtenidas por Cromatografia de Exclusién Molecular
de extractos crudos con Sephadex G-50

Para conservar las condiciones de operacién de Extraccién en Fase Sélida, cada fracciéon (8.2 mL, > 30 kDa
y 10 mL, 30 kDa - 1.5 kDa) se diluyd llevandola a un volumen final de 15 mL preservando la concentracién
del amortiguador Tris 50 mM pH 7.6 y asi realizar la evaluacion de la biodegradacién por exposicion a B[a]P
(266 ng mL?) en un intervalo de 3 h. Después, las fracciones se analizaron por Extraccidon en Fase Sélida-

Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién en busqueda de los metabolitos comparandolas con
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fracciones control que no fueron expuestas a B[a]P pero que proceden de un bioensayo de activacién de

72 h.

5.3.7. Evaluacion de biodegradacion en fracciones obtenidas por Cromatografia de Exclusion Molecular
de extractos crudos con Sephadex G-100

Las fracciones Ay B de 8 mL cada unay sus subfracciones Al, A2, A3, A4, B1, B2, B3 y B4 de 2 mL cada una
y Ala, Alb, A2a y A2b de 1 mL cada una, obtenidas por empleo del empaque G-100 se evaluaron por
Cromatografia de Exclusién Molecular analitica. Ademas, estas fracciones sin diluir se emplearon para la
evaluacion de la biodegradacién por exposicién de 3 h a B[aJP (4 ug). Al término, las fracciones se
analizaron por Extraccién en Fase Sdélida- Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion y se comparé la
cantidad del metabolito presente en las fracciones y subfracciones con la cantidad presente en los
controles, los cuales fueron fracciones obtenidas de bioensayos de activacién sometidas a las condiciones

de evaluacién de biodegradacién y que no se expusieron a Bfa]P.

Se evalud si el proceso de filtracion (concentracion) del extracto crudo extracelular proveniente de 12
cultivos de S. capricornutum activados con B[a]P por 72 h tenia algun efecto en la biodegradacién. Para
ello los extractos crudos extracelulares de los 12 cultivos se redujeron hasta tener 7.5 mL de la fraccién
>30 kDa. Por otra parte, se colectaron 7.5 mL de la fraccién acumulada con componentes de 30 kDa — 1.5
kDa. De manera separada estas fracciones (7.5 mL cada una) y en conjunto (15 mL) se expusieron al B[a]P
(266 mg mL) por un intervalo de 3 h para realizar 3 ensayos independientes y comparar la biodegradacién
en las fracciones >30 kDa, 30 kDa -1.5 kDa por separado, y reunidas ambas fracciones. Al término de la
evaluacidon de biodegradacion se analizaron y cuantificaron los metabolitos de seguimiento por Extraccion

en Fase Sdlida- Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién -Deteccidn por Fluorescencia.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Metodologia Analitica

6.1.1 Analisis cromatografico de HAP

El andlisis de las disoluciones estandar de B[aJA y B[a]P con el sistema 1 registrado en la tabla 5.2,
proporciond cromatogramas con sefiales en los tiempos de retencidon (tr) de 4.2 y 9.29 min;
respectivamente, para los HAP con una resolucién (Rs) =12.8 y un valor de a = 3.1. Con intencién de contar
con condiciones que permitieran el andlisis de una mezcla de B[aJA y B[a]P con una mejor resolucién se
usaron las condiciones del sistema 2, también mostrado en la tabla 5.2. Este proporcioné los tiempos de
retencién de 9.21 (B[aJA) y 14.74 (B[a]P) con una Rs = 8.1 y una a = 1.6 El sistema 2 proporciond una
eficiencia de N = 34048 y 32313 y un factor de capacidad de k’= 4.12 y 7.19 para el B[aJA y el B[a]P;

respectivamente. La figura 6.1. presenta un cromatograma que muestra la separacion con el sistema 2.
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~ 15 [ \
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Q f |I
| = [ 1 / ||
e | |I { ||
o . ||
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Figura 6.1. Cromatograma obtenido de la separaciéon de B[aJA (A= 263 nm) y B[a]P (A= 287 nm) por
cromatografia de liquidos de alta resolucién. Disolucién a 1 pg mL'analizada en el equipo Varian 9065,
con columna Hypersil ODS y detector ultravioleta.

6.1.2. Analisis cromatografico de metabolitos

En la degradacion de HAP por microalgas verdes en etapas tempranas se producen diferentes metabolitos
tipo dihidrodiol. Asi, de la degradacidn del B[a]P se obtiene, entre otros metabolitos, el 4,5-y 7,8- dB[a]P

mientras que de B[a]A se produce 5,6-dB[a]A. Los estandares cis- y trans- de estos metabolitos del B[a]P

e
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se usaron para comparar sus tiempos de retencion con aquellos formados por las microalgas en cultivos
expuestos al Bf[a]P. Después de determinar las condiciones éptimas de elucién de los metabolitos del
Bla]P, se evalud la elucion del metabolito 5,6-cis-dB[a]A usando estas mismas condiciones, metabolito que

es producido en la degradacion de Bfa]A por las microalgas.

De las 5 columnas cromatograficas evaluadas para maximizar la Rs entre los metabolitos cis- y trans- del
4,5-y 7,8- dB[a]P, las cuales son las condiciones numeradas del 3 al 7 en tabla 5.2., se obtuvieron distintos
resultados. El sistema 3 proporciond los tr de 4.80, 4.58, 5.53 y 5.08 min para los metabolitos cis y trans
del 4,5-y 7,8- dB[a]P; respectivamente. La Rs entre las parejas de los isdmeros fue baja con valores de 0.62
y 0.83 para los metabolitos 4,5-dB[a]P y 7,8-dB[a]P; respectivamente, dificultando su resolucién. El
sistema 4 mostré los tr de 12.9, 12.6, 13.2 y 15.2 min para los metabolitos cis y trans del 4,5-y 7,8- dB[a]P;
respectivamente. Este sistema no separd a los isémeros del 4,5 dB[a]P, pero si resolvid los metabolitos cis-
y trans- del 7,8- dB[a]P. El sistema 5 dio un tr promedio de 1.04 min para todos los metabolitos, siendo la
menos conveniente. El sistema 6 presentd la mayor Rs entre el 4,5-cis-dB[a]P y el 7,8-cis-dB[a]P; los tr
obtenidos bajo este sistema se muestran en la tabla 6.1 al igual que muestra los parametros
cromatograficos obtenidos con el sistema 6. En la figura 6.2. se muestran los cromatogramas obtenidos
del andlisis de los HAP con las diferentes condiciones cromatograficas de los sistemas: 3 (Fig. 6.2A), 4 (Fig.
6.2B), 5 (Fig 6.2C) y 6 (Fig 6.2D). Consecuentemente, el sistema 6 se aplicd en el andlisis de bioensayos de
exposicién de S. capricornutum, con los cuales se corroboré la isomeria de los metabolitos formados en la

degradacion de los HAP por la microalga.

Tabla 6.1. Parametros cromatograficos determinados en el analisis de los metabolitos cis- y trans- 4,5-y
7,8- dB[a]P con el equipo Varian ProStar, la columna Envirosep PP y detector de fluorescencia con A de
excitacion de 264 nm y A de emisidn de 390 nm.

Metabolito tr k' N Interaccion Rs o
4.5 cis-dBfa]P  7.43  1.12 18365.0 4,5- cis- 4,5- trans- dB[a]P 0.45 1.09

4,5 trans-dB[a]P  7.79 1.23 23965.4 7,8-cis- 7,8- trans- dB[a]P 3.16 1.63
7,8 cis-dB[a]P 8.60 1.46 19499.8 4,5-cis- 7,8- cis- dB[a]P 1.38 1.30

7,8 trans-dB[a]P 11.80 2.37 30028.1 4,5-trans-7,8- trans- dB[a]P 4.18 1.93

tr: tiempo de retencion, k’: factor de capacidad, N: eficiencia, Rs: Resolucion, a: factor de selectividad
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Figura 6.2. Cromatogramas obtenidos en la optimizacion de la separacion de metabolitos cis- / trans- 4,5-
y 7,8- dB[a]P a una concentracién de 10 ng mL? usando el equipo Varian ProStar y los sistemas
cromatograficos 3(A), 4(B), 5(C) y 6(D) con una A de excitacidon de 264 nm y A de emisién de 390 nm.

Por otra parte, debido a que en un principio los bioensayos de activacién se pretendian realizar con la

exposicidon simultanea a BfaJA y B[a]P y posterior evaluacion de biodegradacion en los extractos crudos,

se evaluo el sistema 7 (Tabla 5.2), para mejorar la resolucién de los metabolitos y posibles metabolitos

desconocidos bajo este sistema, la longitud de la columna cromatografica fue mayor y la polaridad de la

fase movil se varid, cambios realizados con respecto al sistema 6 los cuales generaron resolucién idénea

(> 1.5) de los principales metabolitos de interés (4,5-cis-dB[a]P, 7,8-cis-dB[a]P y 5,6-cis-dB[a]P),

permitiendo su andlisis simultaneo. La figura 6.3. muestra el cromatograma obtenido. Los tr fueron 16.16,
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24.99 y 26.94 min, mientras la eficiencia de N=32038.68, 33127.54 y 23345.80 para el 5,6-cis-dB[a]P, 4,5-
cis-dB[a]P y 7,8-cis- dB[a]P; respectivamente. Finalmente, estas condiciones fueron utilizadas en diversas

secciones del trabajo, aunque exponiendo individualmente las microalgas a cada HAP.
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Figura 6.3. Optimizacion de la separacién de los metabolitos de interés 5,6-cis-dB[a]P, 4,5-cis-dB[a]Py 7,8-
cis-dB[a]P con el cromatdgrafo Varian ProStar y la columna Microsorb-MV con una A de excitacion de 264
nm y A de emision de 390 nm.

6.1.3. Validacion del método

Se observé un comportamiento lineal en el intervalo de trabajo de B[a]A en el método Extraccién en Fase
Sélida-Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion para el medio liquido y en el método Dispersién de
Matriz en Fase Sélida-Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién para la biomasa, obteniendo el valor
de R? =0.998 en cada una de las matrices. La figura 6.4 en sus secciones A y B muestran las curvas de
calibraciéon construidas para el analisis del medio liquido y la biomasa; respectivamente. EI LD y el LC para
el B[a]A, presentados en la tabla 6.2, fueron apropiados para realizar el seguimiento de la biodegradacidn
por medio de la cuantificacion de los HAP, tanto en medio liquido como biomasa. Los resultados obtenidos
se consideran precisos al contar con una desviacion estandar relativa menor al 15%. Los porcentajes de

recuperacion para el B[aJA oscilaron del 93 al 96%.
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El andlisis del B[a]JP mostrd un intervalo lineal con un valor de R? cercano a la unidad para los métodos con
ambas matrices. La Figura 6.4. en sus secciones Ay B muestra las curvas de calibracidn construidas con los

datos promedio (n=3) del medio liquido y biomasa; respectivamente.
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Figura 6.4. Curvas de calibracidn construidas con el cromatdgrafo Varian 9065 Polychrom y la columna
Hypersil ODS para la determinacién y cuantificacion de BfaJA (A, A= 263 nm) y B/a/P (M, A= 287 nm) en
A) medié liquido y B) biomasa usando extraccidn en fase sdlida y dispersidon de matriz en fase sélida como
tratamiento de muestra; respectivamente.

73



Metodologia

Tabla 6.2. Resultados de la validacién de los métodos (n=3) de cuantificacién de B[a]A, B[a]P (deteccidn por ultravioleta), 5,6-cis-dB[a]P, 4,5-cis-dB[a]P y 7,8-cis-
dB[a]P (deteccion por fluorescencia), obtenidos por extraccion en fase solida (muestras liquidas) y dispersién de matriz en fase solida (muestras sélidas) y
analizados por cromatografia de liquidos de alta resolucién.

Analito % de RSD** Linealidad (R?) LD LC Intervalo de trabajo

recuperaciéon*

medio = biomasa medio @ biomasa medio biomasa medio biomasa medio biomasa medio biomasa
liquido liquido liquido liquido (ng mg?) liquido (ng mg?) liquido (ng mg?)
(ng mL?) (ng mL?) (ng mL?)
Bla]A 96 93 3.04 451 0.998 0.998 24.85° 20.59°¢ 75.3¢ 64.4° 200-2000 @ 200-200
Bla]P 81 103 2.8 1.1 0.998 0.996 21.3¢ 27.2¢ 67.8° 82.3° 100-2000 @ 100-2000
5,6-cis-dB[a]P 90 92 3.82 2.12 0.997 0.997 0.36 0.49 1.11 1.49 0.125-5 0.125-5
4,5-cis-dB[a]P 90 86 0.7 0.7 0.999 0.999 0.6 0.6 1.7 1.9 2-30. 2-30
7,8-cis-dB[a]P 87 96 0.3 0.2 0.999 0.999 0.7 0.7 2 2.1 2.5-50 2.5-50

RSD: desviacion estandar relativa, intervalo de confianza. LD: Limite de deteccion. LC: Limite de cuantificacion. *Concentraciones de los extractos usados
sometidos a mediciones individuales para calcular el % de recuperacién: B[aJA= 0.5, 1.0y 1.6 ug mL %, B[a/P=0.5,0.8 y 1.1 ug mL ", 5,6-cis -dB[aJA= 0.25.
1.25y 5 ng mL?, 4,5-cis-dB[aJP=3, 5,10y 15 ng mL?, 7,8-cis-dB[a]JP= 2.5, 5, 10 y 20 ng mL?, **estas concentraciones fueron usadas para la determinacion
de RSD. *Determinacion de LD y LC realizados con deteccidn Ultravioleta
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El LD y el LC para el analisis del B[aJP presentados en la tabla 6.2 fueron idéneos para realizar el
seguimiento de su degradacion tanto para muestras provenientes de medio liquido y de la biomasa. Los
resultados del andlisis del B[a]P fueron precisos al contar con una desviacidn estandar relativa < 15%. El
porcentaje de recuperacién para del B/aJP en medio liquido fue el menor en toda la validacidn (81 %),
encontrandose dentro de los valores previamente publicados (Hernandez Blanco y Garcia de Llasera,
2016). El recobro para el B[a]JP en biomasa fue cercano al 100%. (103 %). Estos resultados evidencian que
los recobros son reproducibles, siendo Util este método en el seguimiento del B/aJP y asi poder precisar

su biodegradacién y la presencia activa del sistema enzimatico en los extractos.

6.1.3.1. Andlisis de metabolitos de seguimiento

La validacion del método para el analisis del metabolito 5,6-cis-dB[aJA mostré que el intervalo de trabajo
por Extraccién en Fase Sélida/ Dispersion de Matriz en Fase Sélida- Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucidn-Deteccién por Fluorescencia fue lineal con una R?=0.997 para el medio liquido y la biomasa. La
figura 6.5 en sus secciones Ay B muestra la curva de calibracién construida con los datos promedio (n=3)
para el medio liquido y biomasa; respectivamente. El LD y el LC obtenidos para el 5,6-cis-dB[a]P, tabla 6.2,
revelaron la mejor deteccién para del metabolito de seguimiento usado y junto con el porcentaje de
recuperacion se mostré que el método es adecuado para la evaluacidon de la biodegradacién en los
extractos analizados. Ademads, los resultados son precisos al proveer una desviacién estandar relativa <

15%.

La validacion del método para el andlisis de 4,5-cis-dB[a]P presentd una linealidad muy buena, con un valor
de R? = 0.999 para las muestras, independiente a su origen sélido o liquido. La figura 6.5 en sus secciones
A) y B) muestra la curva de calibracién construida con los datos promedio (n=3) para el medio liquido y
biomasa; respectivamente. El andlisis del LD y del LC, tabla 6.2, mostré un valor idéneo para realizar el
seguimiento del 4,5-cis-dB[a]P durante la biodegradacién del B/aJP en muestras obtenidas de los cultivos
activados. La determinacién del metabolito fue precisa contando con una desviacion estandar relativa <
15%. El porcentaje de recuperacion variando del 86% al 90% se encuentra dentro de los valores
previamente publicados (Olmos-Espejel et al., 2012). Estos permitieron la determinacién de la presencia

del metabolito a causa del sistema enzimatico presente en los extractos.
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Figura 6.5. Curvas de calibracién construidas con el cromatégrafo Varian ProStar y la columna Microsorb-
MV (A de excitacion = 264 nm y A de emisidon = 390 nm) para la determinacién y cuantificacidon de 5,6-cis-
dB[a]A (*), 4,5-cis-dB[a]P (M) y 7,8-cis-dB[a]P (A) en A) medid liquido y B) biomasa usando extraccién en
fase sélida y dispersion de matriz en fase sélida; respectivamente, como tratamiento de muestra.

El analisis del 7,8-cis-dB[a]JP mostrd que el intervalo usado es lineal con un valor de R?=0.999 en ambos
tipos de muestra, de origen liquido y sdlido. La figura 6.5 en sus secciones A y B ilustra la curva de
calibracion construida con los datos promedio (n=3) para el medio liquido y biomasa. EI LD y el LC para el
7,8-cis-dB[a]P fueron iddneos y junto con los porcentajes de recuperacién mostrados en la tabla 6.2,
permitieron el seguimiento del metabolito en los bioensayos de exposicidn realizados con las células
microalgales. Los valores fueron precisos al tener una desviacion estandar relativa < 15%. En la evaluacion

de la biodegradacidn en los extractos enzimdticos, la baja estabilidad de este metabolito no permitié su

analisis.
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6.1.4. Evaluacion de configuracion geométrica

El sistema cromatografico 6 se uso en la identificacidon de los metabolitos cis- y trans- 4,5-y 7,8- dB[a]P en
biomasa y medio liquido provenientes de cultivos expuestos al BfaJP (266 ng mL?) durante 6 h de
incubacién. Se observé que los metabolitos formados por las microalgas contaron con una mejor
coincidencia de tr y un aumento uniforme de los picos cromatograficos con las adiciones de los estdndares
cis. La figura 6.6 presenta los cromatogramas de los extractos de medio liquido y biomasa con y sin adicién
de la disolucion estandar de metabolito. Las secciones “A” a “D” muestran las fortificaciones a la biomasa,
mientras que las secciones “E” a “H” las fortificaciones realizadas al medio liquido con los estandares cis-
y trans- del 4,5-y 7,8- dB[a]P. Esta prueba descartd contundentemente la presencia del 7,8-trans-dB[a]P.
Los cromatogramas mostrados evidencian la presencia de un hombro o deformacién (sefialado con un
asterisco) seguida al pico identificado como 4,5-cis-dB[a]P. Este pico no se identificé como alguno de los
metabolitos de seguimiento, de acuerdo con lo publicado en la literatura se asumié como la sefial del

11,12-cis-dB[a]P (Lindquist et al., 1985; Garcia de Llasera et al., 2016).

La seccion 6.6.Ay 6.6.E de la figura 6.6 muestran los cromatogramas con la adicidn del estandar 4,5-cis-
dB[a]P en el extracto de metabolitos obtenido de biomasa y medio liquido por Extraccidn en Fase Sélida y
Dispersion de Matriz en Fase Sdlida; respectivamente. Esta adicion mostrd un crecimiento homogéneo en
el pico asociado al metabolito 4,5-cis-dB[a]P. De nueva cuenta este resultado demuestra la presencia de
dicho metabolito en etapas tempranas del proceso de degradacion, lo que también supone la presencia
de sistemas enzimaticos mediados por di-oxigenasas, los cuales se han observado en bacterias y son
responsables de la formacién de este tipo de metabolitos cis (Warshawsky, 1985). Posteriormente la
adicion del estandar 4,5-trans-dB[a]P evaluada en las secciones B y F mostrd un crecimiento asimétrico
del pico adyacente al previamente identificado en el extracto de metabolitos del medio liquido, lo que no
descarté la presencia de este metabolito, pero tampoco lo identificd contundentemente, probablemente
eluyendo en conjunto con el 11,12-cis-dB[a]P. El metabolito 7,8-cis-dB[a]P también fue identificado por la
adicion estandar en las secciones C y G. Esta evaluacion generd un incremento homogéneo en el pico
cromatografico de interés en el extracto de biomasa y en el medio liquido determinando la presencia de
este metabolito en la etapa temprana de la biodegradacion. La presencia del 7,8-cis-dB[a]P de nuevo
indico la presencia de di-oxigenasas en la biodegradacion de HAP de alto peso molecular. Finalmente, la
adicion estandar 7,8-trans-dB[a]P evaluada en las secciones D y H generd un pico cromatografico adicional

en el cromatograma del extracto expuesto, descartando la presencia del metabolito trans en el cultivo.
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Figura 6.6. Evaluacidon de la configuracidn geométrica de los metabolitos de seguimiento con equipo
Varian ProStar en extractos diluidos (1:1) de: biomasa obtenidos por dispersién de matriz en fase sélida
(secciones “A” a “D”) y de medio liquido obtenidos por extraccidén en fase sélida (secciones “E” a “H”).
Los extractos se adicionaron con 25 ug de 4,5-cis-dB[a]JP (A 'y E), 10 ug de 4,5-trans-dB[a]P (B y F), 20 ug
de 7,8 -cis-dB[a]P (Cy G), y 20 ug de 7,8-trans-dB[a]P (D y H). * 11,12-cis-dB[a]P de acuerdo con lo
publicado por Garcia de Llasera et al. (2016).
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6.1.5. Lisis celular

Con el fin de obtener un extracto crudo intracelular con la enzima degradadora de los HAP activa, se aplico
ultrasonido de manera localizada sobre la biomasa proveniente de cultivos expuestos a los HAP. Las ondas
ultrasdnicas proporcionaron un extracto de coloracidn verde translicido. Posteriormente, se cuantific la
clorofila en el extracto crudo intracelular por mediciones espectrofotométricas que se asociaron al grado
de la ruptura celular en la optimizacién de la extraccidn asistida por ultrasonido. El material liberado
también contuvo material proteico de interés cuantificable por el método de Lowry. Las condiciones de
operacién fueron previamente optimizadas con el empleo de amortiguador Tris 50 mM pH 7.6 como

medio de lisis (Fuentes-Pérez, 2019).

Por otra parte, se evalud la obtencidn de mayor cantidad de proteina en el extracto crudo intracelular
usando biomasa proveniente de mayor nimero de cultivos activados solo por exposicién al BfaJP (1,2y 4
cultivos de 15 mL c/u) sometidos a ultrasonido por pulsos automatizados de 10 seg y pausas de 5 seg para
por ciclos exponerlos por un total de 5 min a 40% de amplitud (20 MHz). En la optimizacién de este proceso
se emplearon cultivos de Scenedesmus acutus, favorecido por la tasa de crecimiento de la microalga. Los

resultados de esta evaluacién se encuentran en la figura 6.7.

Clorofila y proteina
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Figura 6.7. Absorbancia en lisados obtenidos con 1, 2 y 4 cultivos de activacién asociada a la presencia de
clorofila y proteina. Como medio de lisis se usé amortiguador Tris 50 mM pH 7.6 y se expuso a pulsos
automatizados de ultrasonido de 10 seg seguidos de 5 seg de pausa para una exposicién total de 5 min.
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El proceso de lisis con mayor nimero de cultivos confirmd que el medio compuesto Unicamente por
amortiguador Tris permite la liberacién de clorofila proporcional a la observada por Fuentes-Pérez (2019),
por lo que ademas de mantener la eficiencia del proceso el empleo del amortiguador Tris sin aditivos
simplificd el proceso de obtencidn del extracto crudo intracelular al evitar procesos adicionales. Ademas,
al usar muestra de 4 cultivos se observé el mayor valor de absorbancia (0.19 UA) que se asocid a 1.12 +

0.09 mg de proteina total.

La cantidad del material proteico total en el extracto crudo intracelular y en el extracto crudo extracelular
provenientes de los cultivos activados por exposicion al Bfa]JP de las dos especies de microalgas por un
periodo de 48 y 72 horas a 34 °C se muestra en la figura 6.8. junto con la proteina determinada en los

controles provenientes de cultivos no activados.
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Figura 6.8. Proteina total cuantificada en los extractos crudos obtenidos de S. capricornutum (S. cap.), y S.
acutus (S acu.), expuestas y no a Bf[a]JP por 48 y 72 h a 34°C. ECI: Extracto crudo intracelular, ECE: Extracto
crudo extracelular.

Los resultados mostraron que en el extracto crudo extracelular se obtuvo una mayor cantidad de proteina,
aproximadamente el doble en comparacién con el extracto crudo intracelular, esto debido en mayor parte
por la presencia del nutriente remanente proteosa-peptona de los cultivos. Esta observacién fue
independiente al proceso de activacidn, pues en extracto crudo extracelular provenientes de los cultivos

que no fueron expuestos a HAP también se observé una mayor cantidad de proteina total cuantificada. De
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la misma manera, en la mayoria de los casos se observd mayor cantidad de proteina promedio en los
controles que, en este caso puede asociarse a la exposicion al HAP, donde el material proteico presente
disminuye por muerte celular. La prueba de hipdtesis con un intervalo de confianza de 95% y un nivel de
significancia de 0.05 con la que se compard la cantidad de proteina obtenida de los extractos crudos de
los cultivos de activacion frente a sus respectivos cultivos control demostré que no existe diferencia
significativa entre la cantidad de proteina de cada muestra y su control independientemente de la
microalga que se empled en los intervalos de 48 y 72 h, ejemplo de los datos obtenidos al realizar estas
pruebas estadisticas se encuentran en el material anexo de esta tesis (A.3.). Sin embargo, al considerar la
cantidad de proteina total de los extractos crudos intracelulares y extractos crudos extracelulares por
intervalo y especie se observd que los cultivos de Scenedesmus acutus a las 72 h de exposicién a B[a]P

produjeron una cantidad de proteina significativamente diferente.

Esta técnica cumplié su objetivo de evidenciar la presencia de material proteico para posteriormente
contener los componentes enzimaticos en un extracto y evaluar la biodegradacién de HAP en estos
ademads de determinar las condiciones de obtencidn de estos. Adicionalmente, en el analisis microscépico
de las microalgas realizado después del proceso de lisis se observo la conservacién de la forma celular con
espacios vacios dentro de ellas posiblemente formados por burbujas de aire ocupando el espacio
intracelular del material expulsado. La figura 6.9. muestra los efectos del ultrasonido en la microalga
Scenedesmus acutus evidenciando células completas y otras mas vacias empleando un 30 % de amplitud

y pulsos de 10 segundos en presencia de bafio de hielo para evitar el sobrecalentamiento de la muestra.
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Figura 6.9. Scenedesmus acutus expuesta a ultrasonido por pulsos automatizados de 10 seg y pausas de 5
seg para una exposicién total de 5 min (30 % de amplitud). El sefialador marca una célula conservando su
estructura con burbujas de aire dentro de ella. El recuadro muestra mas ejemplos de esta observacién.
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6.1.6. Analisis de extractos crudos por cromatografia de exclusion molecular, calibracion.

El analisis de los extractos crudos, las fracciones y subfracciones provenientes cultivos de S. capricornutum
activados por exposicidon a B[aJP empleando la instrumentacidn en tabla 5.1., seccién 5 y las columnas
cromatograficas Sephax SRT SEC-300 (5 a 1250 kDa) y Agilent Bio SEC-5 (0.5 a 150 kDa), se realizd con una
curva de calibracidon con los compuestos estandares de PM conocido que se presentan en la tabla 6.3,
junto con los cromatogramas correspondientes en la Figura 6.10. La construccién de la curva de calibracion
para la columna Sephax SRT SEC-300 prescindié del uracilo, mientras que la columna Agilent Bio SEC-5 del
uracilo y tiroglobulina. Esta discriminacidn se debié a que los tamafios de estos estandares quedan fuera
del intervalo de trabajo de las columnas. Ejemplo del cromatograma de elucién de los estandares y las
curvas de calibracidn se presentan en la figura 6.10. A estas curvas obtenidas al inicio de la
experimentacion se les identificard como primarias y se emplearon en la determinacion de diferencias en

el perfil molecular de los extractos crudos concentrados por comparacion con cultivos sin activacion.

Tabla 6.3. Calibracidn primaria usada en cromatografia de exclusién molecular analitica utilizando
estandares de peso molecular conocido y las columnas SRT SEC 300 y Agilent Bio SEC-5.

COLUMNA SRT SEC 300 Agilent Bio SEC-5
Proteina X (tr) o CW. kDa log | X(tr) o C. V. kDa log
kDa kDa
Tiroglobulina 7.18 0.01 0.18 669.00 2.83 | 6.06 0.00 0.07 669.00 2.83

Amilasa 8.84 0.01 0.09 200.00 230 | 6.60 0.02 0.28 200.00 2.30
Albumina 995 0.01 009 66.00 182 | 754 001 0.07 6600 1.82
Anhidrasa  11.10 0.02 0.16 29.00 1.46 | 879 0.01 0.07 29.00 1.46
Aprotinina 11.75 0.01 0.10 6.51 081 1] 979 010 105 651 0.81

Uracilo 13.76 0.02 0.18 0.12 -0.92]13.38 0.27 199 0.12 -0.92

X(tr): promedio de tiempos de retencién (n=3), o: desviacion estandar, C.V.: Coeficiente de
variacion, kDa: tamano molecular en Dalton
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Figura 6.10. A) Curvas de calibraciéon primaria usadas en cromatografia de exclusién molecular y los
cromatogramas obtenidos con B) la columna Sephax SRT SEC-300 y C) la columna Agilent Bio SEC-5 (B) y
el uso del equipo Waters 1525 con A variable de 205 a 280 nm.

Posteriormente, avanzada la experimentacion para corroborar los tiempos de retencidon se obtuvieron
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otras curvas y ecuaciones que se identificaron como secundarias (Sephax SRT SEC-300: y= -0.4457x +
5.8994; Agilent Bio SEC-5: y=-0.406x + 4.9261), con las cuales se extrapolaron los PM de las fracciones y

fueron construidas previamente a la realizacién del estudio, la figura 6.11 muestra estas curvas de

calibracion.
3
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Figura 6.11. Curvas de calibracidon secundarias usadas en el anadlisis de las subfracciones con el
cromatégrafo Waters 1525 (A variable de 205 a 280 nm) y las columnas Sepax SRT SEC-300 y Agilent Bio
SEC-5.

6.2. Bioensayos

6.2.1. Crecimiento de cultivos de Scenedesmus acutus y Selenastrum capricornutum

La velocidad de crecimiento y de deterioro de los cultivos sélidos usados conllevaron a su renovacion por
resiembra cada tres semanas. El seguimiento del crecimiento de las microalgas en los cultivos liquidos de
200 mL de medio Bristol permitié establecer los dias necesarios para contar con el nimero de células de
5x10°células mL™, con medida de absorbancia = 1. Con las mediciones espectrofotométricas en diferentes
dias se construyeron las curvas de crecimiento de las dos especies de microalgas, teniendo el medio de S.

capricornutum dos diferentes porcentajes de proteosa-peptona, las cuales son mostradas en la figura 6.12.
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Figura 6.12. Curvas de crecimiento de Scenedesmus acutus y de Selenastrum capricornutum en 200 mL de
medio Bristol mas peptona proteosa al 0.1% m/v y S. capricornutum mas peptona proteosa al 0.01% m/v.
En los recuadros se muestran los dias necesarios para rondar una Absorbancia = 1 medida a 685 nm.

El seguimiento del crecimiento de las microalgas en los cultivos se realizé durante 30 dias en los medios
adicionados con peptona-proteosa al 0.1%. La absorbancia para obtener el nimero de células usado en
los bioensayos de exposicién (A= 1) se alcanzé a los 15 y 20 dias de realizada la inoculacién con S. acutus
y S. capricornutum; respectivamente. S. acutus mostré una curva de crecimiento lineal, mientras S.
capricornutum presentd el crecimiento exponencial a partir del dia 12, estabilizandose a partir del dia 21.
En los cultivos usados se buscé contar con células jovenes, las cuales tienen un metabolismo acelerado y
asi potenciar el proceso de degradacidon de los HAP. Por esta razédn se manejaron cultivos en pleno
crecimiento con A=1. El crecimiento de S. capricornutum en presencia reducida de peptona proteosa
(0.01%) se descarté al requerir mas de 44 dias para alcanzar el crecimiento adecuado. La intencién de
realizar el crecimiento bajo estas condiciones era la de contar con extractos crudos con menor remanente

del nutriente proteosa-peptona al evaluar el perfil proteico y asi evitar interferencias en su analisis.

6.2.2. Bioensayos con cultivos de células

Como se ha mencionado, la corroboracion del comportamiento de degradacion de B[aJP por S.
capricornutum se realizd por bioensayos con el seguimiento en el tiempo de las cantidades de B/a]P y sus
metabolitos para la corroboracién de la degradacion de Bfa]JP. Los analisis de B[a]P y metabolito se
realizaron en los componentes del cultivo por separado, tanto en medio liquido como en biomasa. Los

resultados se muestran en la tabla 6.4.

e
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Tabla 6.4. Corroboracién de biodegradacidon en medio liquido y biomasa de Selenastrum capricornutum
por bioensayos de exposicidon de tiempo variable y cuantificacion de B/a/P (ug) y sus metabolitos (ng).

Tiempo 4,5 cis dB[a]P 7,8 cis dB[a]P B[a]P B[a]P % B[a]P %
(h) (ng) (ng) (ng) total Removido Degradacion
(ng)

medio biomasa medio biomasa medio biomasa

liquido liquido liquido
15 39+ 44 + NC 28+ 126+ 198+ 324+ 69 19
1.77 1.53 1.23 0.05 0.031 0.059
3 57 % 57 % 24 39+ 0.57 135+ 192+ 86 52

2.04 1.26 0.93 1.44 $0.021  0.096 0.098

6 159+ 7524 45% 30+ 054+ 030+ 084+ 87 79
4 1.83 1.14 0.004 0.006 0.007

48 60 13+ NC NC 0.29+ 0.11+ 0.39% 93 90
1.92 0.35 0.004 0.002 0.004

72 11+ ND ND ND 0.12 ¢ ND 0.12 + 97 97
0.37 0.003 0.003

NC: no cuantificado. ND: no detectado. B[a]P: 266 ng mL™. 28 °C temperatura de incubacién.

La degradacion del Bfa]P por S. capricornutum alcanzé su maximo nivel a las 72 h de incubacién, siendo
evidente desde las primeras horas la disminucidn en su concentracidén. A las 6 h se encontré el mayor nivel
de produccién de los metabolitos 4,5-cis-dB[a]P y 7,8-cis-dB[a]P, excepto por este ultimo en la biomasa
con una maxima produccién a las 3 h de comenzada la exposicién. Los bioensayos de exposicidon con
células de 48 y 72 h a 34 °C se usaron para el proceso de activacién celular y posteriores ensayos de
exposicién con los extractos enzimaticos. Estos resultados se tomaron en cuenta para los intervalos de
tiempo de exposicidn usados en la evaluacion de la degradacion de BfaJA y B[a]P por extractos enzimaticos
de S. capricornutum y S. acutus (descritos en las secciones 6.2.4 a 6.2.6.). En estos tiempos de exposicion
de los ensayos de activacion las cantidades B[a/P y sus metabolitos se redujeron alcanzando niveles por
debajo del LC e inclusive por debajo del LD, lo que se aprovechd para distinguir la produccion de metabolito

de este control y de los extractos crudos. El porcentaje de B/aJP removido y el porcentaje de degradacion
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se calculd con las ecuaciones 5 y 6; respectivamente (Fuentes-Pérez, 2019).

Bla]P adicionado—B[a]P en ML

Bla]P adicionado

x 100%

Ecuaciéon 5. % Removido =

» y Bla]P adicionado — (B[a]P en ML + B[a]P en Bm )
Ecuacién 6. % Degradacion = — x 100%
B[a]P adicionado

6.2.3. Ensayos preliminares de evaluacion de la biodegradacion con extractos crudos

Los ensayos preliminares de evaluacién de degradacién con extractos crudos de S. capricornutum se
realizaron a temperatura ambiente durante 3 h con adicién de B[aJP, 266 ug L™. Con los extractos crudos
extracelulares y los extractos crudos intracelulares de S. capricornutum y de los controles usados en la
evaluacion de la degradacion. Se cuantificaron el 4,5-cis-dB[a]P y 7,8-cis-dB[a]P, estos resultados se

muestran en la figura 6.13.

En los ensayos de exposicidn con los extractos enzimaticos se cuantificd metabolito en cantidades mayores
al control, por lo que se pudo corroborar que, en el extracto crudo intracelular y el extracto crudo
extracelular, si se efectia biodegradacién, y por consiguiente el sistema enzimdatico responsable estd
presente y activo. Ademas, se observé que en el extracto crudo extracelular la biodegradacion se efectud
formando una mayor cantidad de metabolito que en el extracto crudo intracelular. Estos resultados se
compararon con los de un control abiético, medio Bristol sin microalgas incubado con B[a]JP durante 72 h,
en el cual se observé el 98.5% del B[a]P adicionado, demostrando que la degradacidn abidtica es menos
efectiva que la degradacién bidtica. Finalmente, el control no activado, es decir extractos crudos obtenidos
de cultivos no expuestos a B[a]P, corrobord la necesidad de la activacién de las células frente al
contaminante para estimular el proceso de biodegradacién ya que no se detectaron metabolitos y
permanecieron 3.63 pug de los 4 pg del B/a/P adicionado. La cantidad remanente cuantificada del B[aJP y
sus metabolitos en la biomasa y el medio liquido procedente de los cultivos activados que fungieron como
controles, fue minima permitiendo corroborar y diferenciar la produccién de metabolitos de degradacion

generada en los extractos crudos.
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incubado con B[a]P, No activado: cultivo sin activacion, Bm: Biomasa, ML: medio liquido

Figura 6.13. Evaluacidon preliminar de la biodegradacidn presente en extractos crudos (3 h frente B/aJP).
Cuantificacion de la produccion y remanente de A) 4,5-cis-dB[a]P y 7,8-cis-dB[a]P y B) B[a]P. Extractos
obtenidos por activacion de 72 h con Bfa]P (266 ng mL™).

6.2.3.1 Comparacion de la evaluacion de la degradacion en extractos crudos y en cultivos con células

En el siguiente paso de la investigacion se compararon las cantidades de 4,5-cis-dB[aJP formados en los
bioensayos de exposicién con células y de evaluaciéon de la degradaciéon en extractos crudos de S.

capricornutum. Para ello, se tomd en cuenta la exposicidn al B/aJP realizada en los cultivos con células
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microalgales durante 3 h a 34 °C frente a la realizada por 3 h a 34°C en los extractos crudos enzimaticos
intracelulares, los cuales provinieron de cultivos activados con Bf[aJP a 72 h y 34 °C. Las cantidades
determinadas del metabolito 4,5-cis-dB[a]P revelaron una produccién semejante por las células completas
ante una segunda exposicion al BfaJP en medio Bristol (186.36 + 37.86 ng) como por el extracto crudo
intracelular (201.10 £ 10.68 ng). En esta evaluacidn el medio liquido solo y el medio liquido mas extracto
crudo intracelular, ambas muestras procedentes de cultivos activados por Bfa]JP (72 h), mostraron mayor
presencia del 4,5-cis-dB[a]P al realizar un bioensayo de exposicién al B[aJP (3 h) en comparacién a un
proceso de activaciéon de 3 h. El resultado de este ensayo se explica al contener en el medio liquido y en el
extracto crudo intracelular el sistema enzimdtico activado y disponible para continuar el proceso de
degradacion ante la nueva adicion de B/aJP ademas del remanente del 4,5-cis-dB[a]P a causa del proceso

de activacién. El resultado de esta evaluacion se observa en la figura 6.14.

Biodegradacion en células completas y Extracto
Crudo Intracelular

1860.05
s
g
A 460.65
186.36 201.10 T

Ensayos

M Celulas completas ECI ML ML+ECI

Figura 6.14. Evaluacion de la biodegradacién de BfaJP (4 ug, 3 h, 34 °C, luz amarilla y 50 rpm) en células
completas, extracto crudo intracelular (ECI), medio liquido (ML) y la mezcla de los dos ultimos (ML + ECI).
Cuantificacion del 4,5-cis-dB[a]P, con el equipo Varian ProStar y columna Microsorb MV.

6.2.4. Evaluacion de la degradacion en extractos crudos de S. capricornutum
6.2.4.1. Activacion de S. capricornutum frente B[a]P por periodos de 48y 72 h

El proceso de activacidn por exposicion al Bfa]P, sensibilizé las microalgas, induciendo la produccion del
sistema enzimatico involucrado en la biodegradacion de los HAP. Por lo tanto, se realizo la evaluacién de

la degradacion a T ambiente durante 3 h en el extracto crudo extracelular y extracto crudo intracelular
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provenientes de cultivos activados con una exposicidon de 48 y 72 h frente el B[aJP (266 ng mL?). Los
extractos crudos se expusieron al BfaJP a 266 ng mL™. Los bioensayos de activacion se realizaron a 34 °C
para fomentar la produccién del sistema degradador; el control residual se usé para cuantificar la cantidad
de metabolito residual existente en los extractos enzimaticos, arrastrado de los bioensayos de activacion.

Los resultados de la evaluacién de la degradacion de S. capricornutum frente a los HAP se ilustran en la

figura 6.15.A.
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Figura 6.15. Evaluacion de la degradacion en Extractos Crudos (ECs) de Selenastrum capricornutum por
incubacién de 3h con Bfa]P (A) o B[a]A (B) de acuerdo con el Hidrocarburo Aromatico Policiclico usado en
el proceso de activacion (48 y 72 h). Cuantificacidon del 4,5-cis-dB[a]JP con el equipo Varian ProStar y
columna Microsorb MV.

90



Resultados y discusion

Con ayuda de estos se determind 72 h como mejor tiempo de activacion para S. capricornutum frente al
Bla]P, tiempo que permitié obtener la menor cantidad del 4,5-cis-dB[a]P residual para poder distinguir
mejor la cantidad de metabolito producida por la biodegradacidn presente en los extractos crudos con 3
h de exposicién a temperatura y luz ambiente al exponerlos frente a B[a]P. El bioensayo de activacién de
48 h no fue idéneo por que el 4,5-cis-dB[a]P remanente perjudicd la subsecuente evaluacién de la
biodegradacidn de S. capricornutum frente al B[a]P ya que se arrastré gran cantidad del metabolito
producido. Los extractos crudos de 72 h de activacidn tuvieron una produccién neta de 594.26 + 29.45 ng
(extracto crudo extracelular) y 81.74 + 7.49 ng (extracto crudo intracelular) del 4,5-cis-dB[a]P. Estas
cantidades se obtuvieron al restar la cantidad residual encontrada en los controles usados para cada
extracto crudo. El 7,8-cis-dB[a]JP no puedo ser cuantificado. La mayor presencia del 4,5-cis-dB[a]P en el
extracto crudo extracelular sobre el extracto crudo intracelular revelé que su produccién se puede realizar
dentro de la célula y posteriormente ser liberado o que el propio sistema enzimatico involucrado atraviesa

la pared celular por un proceso similar.

6.2.4.2. Activacion de S. capricornutum frente B[a]A por periodos de 48y 72 h

La biodegradacién de Bfa]A por los extractos crudos de S. capricornutum, extracto crudo extracelular y
extracto crudo intracelular, no se determiné porque el metabolito de seguimiento el 5,6-cis-dB[aJA no se
diferencid en la evaluacidon de la biodegradacién del control. Por el contrario, la cantidad de metabolito se
mantuvo por debajo de la del control residual proveniente del ensayo de activacién. Estos resultados se
muestran en la figura 6.15.B. Lo anterior, no significa que la biodegradacidon esté ausente, pues la velocidad
de formacién y la de desaparicion del metabolito de seguimiento podrian ser similares debido a
inestabilidad. Cabe destacar que la cuantificacién del 5,6-cis-dB[a]JP fue superior en el extracto crudo
extracelular, tal como se observé con el seguimiento del 4,5-cis-dB[a]P. Previamente se ha mostrado que
la degradacidn de B[a]A por S. capricornutum se realiza de manera lenta y con la aparicién del 5,6-cis-
dB[a]A (Garcia de Llasera y Garcia Cicourel, 2017). Finalmente se escogié 48 h como tiempo de activacion
para evaluar la biodegradacidn en los extractos crudos de S. capricornutum frente al B[a]A a través del
tiempo, ya que extender el intervalo de activacién resulta innecesario al haber logrado determinar la

degradacion en los extractos crudos de S. capricornutum expuestos a B/a]P previamente (seccién 6.2.4.1.).

6.2.4.3. Evaluacion de biodegradacion en extractos crudos de S. capricornutum a diferentes tiempos de
incubacion con B[a]P

Los ensayos de la evaluacidon de biodegradacidn con los extractos crudos descritos en seccion 5.3.4.1.
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fueron efectuados en los tiempos de 1.5, 3 y 6 horas. Estos resultados se juntaron con los de 72 h de

activacion y se muestran en la figura 6.16.
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Figura 6.16. Evaluacion de la biodegradacion en Extractos Crudos de Selenastrum capricornutum por
incubacién de 1.5, 3 y 6 h con B[aJP, mismo que también fue usado para el proceso de activacion (72 h).
Cuantificacién del 4,5-cis-dB[a]P con el equipo Varian ProStar y columna Microsorb MV.

La evaluacidn de la biodegradacion en el extracto crudo intracelular entre 1.5, 3 y 6 h de incubacién
permitié observar un incremento en la cantidad del 4,5-cis-dB[a]P de las 3h a las 6 h. Al no disminuir en el
intervalo de tiempo estudiado se puede asumir que la biodegradacion continuara mas alla del tiempo
maximo evaluado. La maxima concentracion total en el extracto crudo intracelular se obtuvo alas 6 hy se
estimo al sustraer la cantidad del metabolito 4,5-cis-dB[a]P cuantificada del control (15.59 ng + 0.65), a la
cantidad del metabolito observada en la biodegradacion del extracto crudo intracelular (250.72 + 6.92),
mostrando un total de 235.13 + 6.95 ng. El extracto crudo extracelular manifesté una baja variacion en la
concentracién del 4,5-cis-dB[a]P entre tiempos, sin diferencia estadisticamente significativa. Después de
considerar la sustraccion de la cantidad del metabolito en el control, la maxima cantidad del metabolito
asociado a la biodegradacién en el extracto crudo extracelular se obtuvo a las 3 h (594.26 + 10.72),
disminuyendo levemente a las 6 h de evaluacion. La disminucion del metabolito en el extracto crudo
extracelular apunta al descenso de la biodegradacién mas alld del tiempo evaluado. Al observar la
produccién del 4,5-cis-dB[a]P en los extractos crudos de S. capricornutum, se establece en ellos la
presencia del sistema enzimatico responsable de la degradacién del BfaJP. La mayor presencia del

metabolito en el extracto crudo extracelular sugirié la mayor concentracion del sistema responsable en
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este extracto como se ha observado en trabajos donde la respuesta extracelular enzimdtica de S.
capricornutum es notablemente mas alta que la intracelular (Garcia de Llasera et al, 2022). Este
comportamiento se ha observado en condiciones ambientales donde es necesaria una detoxificacion del
medio por las comunidades de microorganismos a través de componentes extracelulares. Ciertos trabajos
han mostrado la presencia de sistemas enzimdticos microalgales extracelulares (Gao y Chi, 2015) como
fosfatasas alcalinas de Phaeodactylum tricornutum bajo deficiencias de fosforo (Lin et al, 2013) vy
anhidrasas carbdnicas que cuentan con actividades variadas en funcién de la presencia de bicarbonato en
medios que contengan el alga Dunaliella salina HTBS (Hou et al., 2016). Recién se han descrito sistemas
enzimaticos algales que pudieran estar relacionados con lo observado en este trabajo, estos liberan
enzimas extracelulares como: pectinasas (Paz et al., 2021), lipasas (Yong et al.,, 2016) y lacasas en
microalgas verdes que juegan un papel importante en la degradacion de contaminantes fendlicos (Otto et

al., 2015).

6.2.4.4. Evaluacion de biodegradacion en extractos crudos de S. capricornutum a diferentes tiempos de
incubacion con B[a]A

La evaluacion de la biodegradacién a través del tiempo en extractos crudos de S. capricornutum con 48 h
de activacion permitié diferenciar la cantidad de metabolito en el extracto crudo extracelular y en su
control a las 17 h de comenzada la exposicién a B[a]A, cuantificando la produccién del 5,6-cis-dB[a]P en
10.8 £ 1.02 ng después de no detectar el metabolito en el control de este extracto. Por el contrario, este
mismo procedimiento se aplicd en la evaluacion de degradacién con 3, 6, 9 y 14 h de incubacién, pero no
se evidencioé degradacion por el sistema enzimatico en el extracto crudo extracelular. Por otra parte, en el
extracto crudo intracelular de S. capricornutum frente B[aJA se determind la presencia del sistema
enzimatico a las 14 h de comenzada la evaluacion, cuantificando al 5,6-cis-dB[aJA en 2.76 + 0.65 ng, sin
poder determinar el metabolito a las 17 h de comenzada la exposicidn en el extracto crudo intracelular.
Este ensayo determind que la biodegradacién puede estar presente hasta por 17 h después de la obtencién
de los extractos crudos. Mas alld de este intervalo la biodegradacion podria evaluarse, pero su
prolongacion para los fines de este trabajo resulta impractica porque los ensayos con S. capricornutum
frente B[a]P si permitieron diferenciar la biodegradacién en un menor tiempo. El seguimiento del 7,8-cis-
dB[a]P en la degradacion de B[a]P por S. capricornutum se imposibilité debido a su baja produccion y

estabilidad publicada (Garcia Cicourel, 2015), continuando probablemente su proceso de degradacién.
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6.2.5. Evaluacion de la degradacion en extractos crudos de Scenedesmus acutus

6.2.5.1. Activacion de S. acutus frente B[a]P a diferentes tiempos

La evaluacion de la biodegradacion en extractos crudos de S. acutus frente B[a]P se realizé durante 3 h a
T ambiente y con extractos provenientes de cultivos cuya activacion se extendié hasta 336 h (2 semanas)
al no contar en todos los tiempos aplicados con una cantidad de 4,5-cis-dB[a]P que permitiera evidenciar
la presencia del sistema enzimatico. Por lo tanto, la cantidad del metabolito en el control y en los extractos
crudos se mantuvo similar en todo el intervalo de tiempo evaluado. Lo anterior podria explicarse porque
Garcia de Llasera y colaboradores (2016), describieron que la degradacién de B[a]P por S. acutus sucede
de manera mas lenta que S. capricornutum, aunque formando los mismos metabolitos. Con la exposicion
de S. acutus frente B[a]P se cuantificaron las cantidades del 4,5-cis-dB[a]P y el 7,8-cis-dB[a]P producidas

qgue se muestran en la figura 6.17.

Cabe destacar que, en estos bioensayos en el control residual se determind una cantidad similar o mayor
gue la encontrada en los bioensayos de la evaluacién de biodegradacién con los extractos crudos. Esta
similitud no permitié la diferenciacion de cantidades de metabolito entre bioensayo de exposicion y
control. Por lo tanto, no se pudo cuantificar la produccién del 4,5-cis-dB[a]Py 7,8-cis-dB[a]P por el proceso
de biodegradacion generado en los extractos crudos en presencia del sistema enzimatico responsable. La
mayor cantidad de metabolito promedio determinada en los bioensayos comparada con los controles a
través del tiempo probado se observd solamente a las 72 h (extracto crudo extracelular) y 336 h o 2
semanas (extracto crudo intracelular) de incubacién. Sin embargo, no se logré evidenciar el proceso de
biodegradacidn activo en los extractos crudos a causa de la variacion obtenida en las mediciones realizadas
en la cuantificacion de los metabolitos. Garcia Cicourel, 2015 observd que la degradacion de B[ajP por
células de S. acutus a las 72 h llega a un estado estacionario, razén por la cual se emplearon 336 h para
establecer su comportamiento en periodos de tiempo mas largos. Una explicacién de observar cantidades
similares entre bioensayos y controles recae en que las velocidades de degradaciéon de Bfa]P y en
consecuencia la de produccién de metabolitos parecen mantenerse estables y similares en el intervalo de

tiempo evaluado entre extractos crudos y controles.
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Figura 6.17. Evaluacion de la biodegradacion en Extractos Crudos de Scenedesmus acutus por incubacion
de 3 h con B/a]P, mismo que también fue usado en el proceso de activacion (48, 72, 144, hy 2 semanas).
Cuantificacion del 4,5-y 7,8 - cis-dB/a]P con el equipo Varian ProStar y columna Microsorb MV.

6.2.5.2. Activacion de S. acutus frente B[a]A a diferentes tiempos

La evaluacion de biodegradacidn en extractos crudos de S. acutus por exposicién a BfaJA durante3 h,a T
ambiente, con extractos proveniente de cultivos activados por periodos de 48 y 72 h, evidencio la

presencia del 5,6-cis-dB[a]JA formado por el sistema enzimatico presente en los extractos crudos.

Los resultados se muestran en la figura 6.18. y se observa claramente que las cantidades del 5,6-cis-dB[a]A
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determinadas en el control fueron menores que las cuantificadas en el bioensayo de evaluacién de
biodegradacidn de extractos crudos, caracteristica mas evidente en los extractos crudos extracelulares. En
este bioensayo las cantidades determinadas del 5,6-cis-dB[aJA en el extracto crudo extracelular también
fueron mayores en comparacién con las cantidades determinadas en el extracto crudo intracelular. La
diferencia de cantidades de metabolito encontradas entre los extractos crudos extracelulares y los
extractos crudos intracelulares con los controles de 48 h permitieron diferenciar la produccién del
metabolito 5,6-cis-dB[a]P. Asi, al tomar en cuenta la produccién de metabolito en el bioensayo control del
extracto crudo intracelular (sustraccion de la cantidad observada en el control), se cuantificd un total del
metabolito de seguimiento de 0.44 + 0.0014 ng en el extracto crudo intracelular y 4.57 + 0.049x102 ng en
el extracto crudo extracelular. Este mismo procedimiento con 72 h de activacion no permitio la
determinacién de la biodegradacién en el extracto crudo intracelular por no haber diferencia de las
cantidades de metabolito entre control y bioensayo. Por el contrario, en el extracto crudo extracelular
proveniente de cultivos de 72 h, se logré determinar 3.44 + 0.21 ng del 5,6-cis-dB[a]A diferenciados del
extracto crudo extracelular control. Estos resultados evidencian la presencia del sistema enzimatico en los

extractos crudos de S. acutus y presumiblemente en mayor presencia en el extracto crudo extracelular.
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Figura 6.18. Evaluacidon de degradacion en Extractos Crudos de Scenedesmus acutus por incubacion de 3 h
con BJaJA, mismo que también fue usado en el proceso de activacién (48 y 72 h). Cuantificacién del 5,6-
cis-dB[a]A con el equipo Varian ProStar y columna Microsorb MV.
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6.2.6. Seleccién de tiempos de activacion para los ensayos de evaluacidn de degradacién en extractos
crudos de S. capricornutum y S. acutus

Como se muestra las secciones 6.2.4.1y 6.2.4.2 el intervalo de tiempo que permitioé la diferenciacién de
produccién de los metabolitos en los extractos crudos de S. capricornutum se encontrd en el intervalo de
48 a 72 h; de tal manera que el tiempo de activacién de 72 h fue seleccionado como el éptimo para la
exposicién con B/aJP y de 48 h para la de B/aJA. En los bioensayos de exposicion de S. acutus al B[a]P se
observé que el tiempo usado no fue suficiente para determinar la biodegradacion en los extractos crudos,
probablemente manteniéndose el comportamiento en intervalos de tiempo mayores a los evaluados. En
el caso de los extractos crudos de S. acutus y de acuerdo con la evaluacién de biodegradacion realizada
con Bfa]A el tiempo de activacion seleccionado fue de 48 h, tiempo que permitid la determinacién del 5,6-
cis-dB[a]P a las 3 h de evaluacién de biodegradacion. Destacando que como se ha mencionado, extractos
crudos de S. capricornutum con activacion de 48 h frente B[aJA permitié la determinacién del 5,6-cis-
dB/aJA en la evaluacién de degradaciéon por 14 h y 17 h de incubacidn en extracto crudo intracelular y

extracto crudo extracelular; respectivamente.

6.2.7. Evaluacidon de biodegradacién en extractos crudos de S. capricornutum concentrados por
evaporacion o filtracién

Después de la concentracidn de los extractos crudos provenientes de 4 cultivos activados, se realizd la
evaluacidn de la biodegradacidn con exposicion al B[a]P. El extracto crudo intracelular evaporado mostré
la biodegradacién al lograrse la cuantificacidn diferenciada del metabolito de seguimiento 4,5-cis-dB[a]P
(0.55 £ 0.02 ng) de los controles usados, valor por debajo de lo observado en el extracto crudo extracelular.
En el extracto crudo extracelular también se diferencio la biodegradacion de B[a]P por la cuantificacién de
los metabolitos 4,5-cis-dB[a]P vy el 7,8-cis-dB[a]P (17.89 + 2.44 ng y 40.74 * ng; respectivamente). Se
observaron picos desconocidos en el cromatograma mostrados en la figura 6.19 en las secciones
remarcadas iy ii para el extracto crudo intracelular y extracto crudo extracelular; respectivamente. Estos
indicios posteriormente podran ser retomados y evaluados al considerar que son productos resultantes
de la biodegradacion del B[a]P en etapas avanzadas, ya que estos picos no se han observado en intervalos
de tiempo cortos usados para estudiar la degradacidn de B/a]JP por S. capricornutum. Estos compuestos se
muestran en mayor proporcion en el extracto crudo extracelular concordando con la mayor actividad
extracelular del sistema enzimatico descrita en la seccion 6.2.4.3. De esta manera, se demostré que los
extractos crudos evaporados por rotavapor (extracto crudo intracelular) o filtrados por membrana

centricon (extracto crudo extracelular) conservaron la biodegradacion activa. Igualmente, si la cantidad de
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los metabolitos de seguimiento se encuentra directamente relacionada con la presencia del sistema
enzimatico, como resultado de su actividad, entonces por asociacion el extracto crudo extracelular

mostraria una mayor presencia de este sistema.
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Figura 6.19. Cromatogramas de la evaluacion de biodegradacion del B/a]P (rojo) en (A) Extracto Crudo
Intracelular concentrado (x4) y (B) Extracto Crudo Extracelular concentrado (x4) de Selenastrum
capricornutum, frente sus controles (negro). Fueron obtenidos con el cromatégrafo Varian ProStar y la
columna Microsorb-MV. En el recuadro gris muestra picos de productos de degradacidn desconocidos.

Dadas las bajas cantidades cuantificadas de los metabolitos de seguimiento, 4,5-cis-dB[a]P y 7,8-cis-

dB[a]P, asociados a la biodegradacién se decidié acumular los extractos crudos provenientes de 12 cultivos
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activados por exposicion a Bfa]P, en lugar de emplear 4 cultivos activados. Lo anterior para colectar una
mayor cantidad de enzima degradante y asi realizar su posterior fraccionamiento por Cromatografia de
Exclusion Molecular. Por ello, los extractos crudos colectados pasaron de un volumen total de 60 (x 4) a
180 mL (x 12) y de 20 (x 4) a 60 mL (x 12) para los extractos crudos extracelulares y extractos crudos
intracelulares; respectivamente. Los extractos crudos intracelulares se evaporaron usando las condiciones
suaves del rotavapor (85 rpm / 37 °C / 10 mbar) hasta 2 mL, mientras que los extractos crudos
extracelulares se filtraron y concentraron uno a uno con el dispositivo centricon de 15 mL (tamafio de poro
de 30 kDa) a temperatura controlada (7700 rom / 4 °C/ 15 min c/u / 180 total min) hasta el volumen final
de 2 mL. Finalmente, al tratar una mayor cantidad de cultivos provenientes de bioensayos de activacion,
fue necesario tener mas cuidado en que los extractos crudos no contuvieran restos sélidos por lo que ya
filtrados se centrifugaron nuevamente a temperatura controlada (3900 / 15 min / 4 °C). Los extractos
crudos concentrados (x 12) resultantes se fraccionaron y analizaron por Cromatografia de Exclusion

Molecular.

6.2.8. Analisis de extractos crudos de Selenastrum capricornutum por cromatografia de exclusion
molecular

Con las calibraciones primarias en las columnas Sephax SRT SEC-300 y Agilent Bio SEC-5 se realizd la
busqueda de diferencias en la composicidn del perfil molecular en los extractos crudos concentrados (x4)
por comparacién con los controles provenientes de cultivos sin activacién. En el cromatograma del
extracto crudo intracelular obtenido en la columna Sephax SRT SEC 300 se observd un pico cromatografico
en 10.4 min y otro en 9.3 min. Estos picos cromatograficos se distinguieron del cromatograma del control
proveniente de cultivo no activado por B[a]JP. En la curva de calibraciéon a estos picos se les asocié a un PM
de 38.15 + 1.8 kDa y 109 + 5.15 kDa; respectivamente. En el extracto crudo extracelular se observé un
comportamiento similar, mostrando un pico cromatografico a los 10.3 min asociado a un PM de 41.97 +
1.59 kDa y otro a los 9.4 min asociado a PM de 99 + 3.76 kDa. Al realizar la busqueda de los compuestos
con estos PM en el extracto crudo extracelular control proveniente de cultivos no activados, no estuvieron
presentes. Los dos compuestos detectados en ambos extractos deben ser los mismos, aunque los PM
extrapolados sean un poco diferentes entre si, debido a la incertidumbre en la medicién de los tiempos de
retencién en los cromatogramas. El analisis del espectro de absorcion Ultravioleta de ambas sefiales (10.4
y 10.3 min), los cuales son mas evidentes, mostré que ambos cuentan con el mismo perfil teniendo un
maximo de absorcidn a los 258.2 nm. Este comportamiento corroboré que se traté del mismo compuesto,

presentando un PM promedio de 40 kDa. Como se comentd antes, la diferencia de PM observada de este
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pico determinada en las dos columnas puede deberse a la variacidon en la retencién del componente,
calculada en £ 2.4 kDa a través de la propagacién del error con tres repeticiones de cada extracto en la
columna SRT SEC-300, Sephax Technologies. Debido al seguimiento resulta evidente que este componente
se encuentra en ambos extractos crudos y con posibilidad de pasar de la parte interna o externa de la
célula al medio extracelular participando en la degradacion intra- y extra- celular. La imagen de los

cromatogramas obtenidos y el espectro Ultravioleta analizado se encuentra en la figura 6.20.
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Figura 6.20. Cromatogramas de A) Extracto Crudo Intracelular concentrados (x4), y B) Extracto Crudo
Extracelular concentrados (x4), incubados por 3 h con BfaJP y también usado en la activacion (72 h), frente
Extractos Crudos concentrados (x4) sin activacidn (negro). Espectro de absorcién de los picos de 10.4 min
(C) y 10.3 min (D). Equipo usado, cromatografo Waters 1525 y la columna SRT SEC-300.

De acuerdo con el PM promedio de 40 kDa y 104 kDa de los componentes encontrados, estos podrian
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evidenciar a un sistema enzimatico multicomponente. De acuerdo con los sistemas enzimdticos
publicados, los PM encontrados podrian estar ligados a la presencia de una di-oxigenasa ya que se ha
publicado su conformacion por diversos componentes. Jouanneau y colaboradores (2006) publicaron para
Sphingomonas sp CHY-1 subunidades 52 y 20 kDa de una dioxigenasa hidroxilante de anillo implicada en
la degradacidn de HAP. El mismo autor propone que la oxigenasa purificada tiene una masa molecular de
aproximadamente 200 kDa, indicando que es un hexdmero asfs. En nuestro caso, los componentes
evidenciados podrian pertenecer en conjunto a un tetramero a,f3,. Por otra parte, también han sido
asociadas unidades con tamafios que corresponden a 50 (subunidad grande) y 20 kDa (subunidad
pequefia) en Mycobacterium (Krivobok et al., 2003).También Chemerys y colaboradores (2014), a partir
de suelo bacteriano que contenia beta-proteobacterias especialmente Rodocyclaceae y Burkholderiales y
sobre expresadas en E. coli caracterizaron di-oxigenasas hidroxilantes de anillo aromdtico en la
degradacion de HAP de bajo peso molecular describiendo una sobre expresidon de un componente proteico
de aproximadamente 37 kDa tamafio que también se aproxima al PM analizado. Adicionalmente sea han
mostrado espectros de adsorciéon en la cristalizacidn y caracterizacién de la protocatecuato 3,4-di-
oxigenasa procedente de células Pseudomonas aeruginosa inducida por p-hidroxi-benzoato el cual
muestra un espectro de absorcién similar al mostrado en este trabajo y con un maximo en 281 nm

(Fujisawa y Hayaishi, 1968).

6.2.9. Bioensayos de evaluacion de degradacion por exposicion al B[a]P de extractos crudos
concentrados fraccionados en Sephadex G-50

Los extractos crudos concentrados (x 12) fueron aplicados en una columna Sephadex G-50 para obtener
cuatro fracciones, dos de extracto crudo intracelular y dos del extracto crudo extracelular una con
componentes >30 kDa y otra con componentes de 30 kDa — 1.5 kDa, las cuales fueron usadas en la
evaluacion de biodegradacidon por un intervalo de 3 h por exposicién al Bf/aJP (4 ug). Posteriormente,
fueron analizadas por Extraccion en Fase Sdlida- Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién
cuantificando el 4,5-cis-dB[a]P. Las cantidades de metabolito determinadas en estos bioensayos fueron
ajustadas con la sustraccion de las cantidades del metabolito obtenidas en el control residual proveniente
de los cultivos que sufrieron activacion por exposicidn al B[a]P. De esta manera se determinaron 40.25 +
1.02 ng de 4,5-cis-dB[a]P en el extracto crudo intracelular > 30 kDa, y 25.49 + 1.17 ng en el extracto crudo
intracelular 30 kDa - 1.5 kDa. Por otra parte, la formacién de metabolito en las fracciones del extracto
crudo extracelular no se evidencid, por lo que en el extracto crudo extracelular > 30 kDa no se observd

degradacion, mientras que en el extracto crudo extracelular 30 kDa - 1.5 kDa la presencia del 4,5-cis-dB[a]P
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se observé apenas en el LD. Ejemplo de los cromatogramas obtenidos estan en la figura 6.21.
mv

) 4,5-CIS-dB[G]P o { =1 B) 4,5'Ci$'dB[a]P I::’|

Diferencial de potencial (mVolts)

Tiempo (min)

Figura 6.21. Cromatogramas de A) Extracto Crudo Intracelular > 30 kDa y B) Extracto Crudo Intracelular 30
kDa - 1.5 kDa ambos extractos concentrados (x12) e incubados por 3 h con B[aJP, también usado en la
activacion. Los controles del residual de metabolitos se muestran en negro y los bioensayos de
degradacion en rojo. Se uso el equipo Varian ProStar y la columna Microsorb-MV.

La presencia del metabolito de aparicion temprana 4,5-cis-dB[a]P demostré la degradacion en los
extractos crudos intracelulares, en otras palabras, se mantuvo el sistema enzimatico activo. La
desaparicién de la degradacidon en el extracto crudo extracelular puede asociarse al proceso de
concentracién por filtracién (membrana <30 kDa) y al tiempo necesario para el procesamiento del
volumen total (180 mL) perdiendo algin componente o subunidad del sistema enzimdtico ya que el
extracto crudo extracelular fue concentrado por filtracién y no asi el extracto crudo intracelular. Este
comportamiento se ha observado previamente en di-oxigenasas capaces de degradar pesticidas como el
cloridazon (Pirazol); donde sus fracciones colectadas no mostraron actividad degradadora por separado,
mientras que, al colocarlas juntas de nuevo recuperan su biodegradacion (Sauber et al., 1977). La presencia
de la biodegradacidn en las ambas fracciones del extracto crudo intracelular puede explicarse por el
sobrelapamiento de las fracciones, debido a la baja resolucién del proceso de fraccionamiento,
favoreciendo la degradacion del B[a]P a 4,5-cis-dB[a]P, proceso similar observado en el fraccionamiento
pyrazon dioxigenasa donde las fracciones colectadas contaron con pequeias cantidades de las fracciones

continuas (Sauber et al., 1977).
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6.2.10. Bioensayos de evaluacion de degradacion por exposicion al B[a]P de extractos crudos
concentrados fraccionados con Sephadex G-100

Los extractos crudos concentrados (x 12) fueron aplicados en una columna Sephadex G-100 para obtener
las fracciones A y B. Este ensayo se mostrd biodegradacidn por el sistema enzimatico en la fraccién A al
cuantificarse la produccion total del 4,5-cis-dB[aJP en 5.26 + 0.19 ng. Por esta razén, con uso de las
calibraciones secundarias se realizd el seguimiento de los componentes proteicos en la fraccién A, los
primeros 8 mL colectados del intervalo de trabajo, ya que en la fracciéon B el metabolito de seguimiento
no se detectd. Por otra parte, la cantidad residual del 4,5-cis-dB[a]P arrastrada del bioensayo de activacion
por exposicion al B/aJP en la fraccién A y B no fue detectada, en consecuencia, se pudo concluir que el
sistema enzimatico se encontraba presente en la fraccidén A ya que se encontré la formacién del metabolito

de seguimiento.

El siguiente paso para encontrar el PM de los componentes presentes en la fracciéon A, involucrd el
fraccionamiento fino con la fase G-100 obteniendo las fracciones Al hasta B4. En dichas fracciones se
realizé la evaluacién de la biodegradacién por exposicion al B[aJP, observando que solo las fracciones Al
y A2 mostraron presencia de biodegradacidn asociada a la determinacidn del 4,5-cis-dB[a]P de tal manera
que se midié la cantidad de 21.06 + 0.29 ng y de 5.54 + 0.34 ng; respectivamente. El seguimiento de las
cantidades del 4,5-cis-dB[a]P obtenido a través de todas las fracciones de andlisis en Sephadex G-50 y 100

se muestran a manera de resumen en la tabla 6.5.

Tabla 6.5. Cantidades del 4,5-cis-dB[a]P cuantificadas en las fracciones de los Extractos Crudos obtenidas
por cromatografia de exclusién molecular y analizadas por cromatografia de liquidos de alta resolucion.
Se uso el cromatégrafo Varian ProStar y la columna Microsorb MV.

4.5-cis-dB[a]P, metabolito de seguimiento

Fraccion Volumen de Fase de Bioensayo Control

fraccion (mL) fraccionamiento (ng) extracto (ng)
EFS Extracto EFS

ECI>30 8.2 4599+1.16 5.7410.19
ECI 30-1.5 10 Sephadex G-50 25.49+1.10 <LC
ECE > 30 8.2 V.e.:82+£0.06mL N.D. N.D.
ECE30-1.5 10 Vipt: 25502 ml <LC <LC
ECIA 8 5.26 £0.19 <LC
ECIB 8 N.D. N.D.
ECI Al 2 21.06 £+ 0.29 N.D.
ECI A2 2 5.5410.34 N.D.
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4.5-cis-dB[a]P, metabolito de seguimiento

Fraccion Volumen de Fase de Bioensayo Control
fraccion (mL) fraccionamiento (ng) extracto (ng)
EFS Extracto EFS
ECI A3 2 <LC N.D.
ECI A4 2 <LC N.D.
ECI B1 2 Sephadex G-100 N.D. N.D.
V.e.:12.4+0.53 mL
ECI B2 2 V.p.t.: 45.3 £1.7 mL N.D. N.D.
ECI B3 2 N.D. N.D.
ECI B4 2 N.D. N.D.
ECI Ala 1 6.96 £0.3 N.D.
ECI Alb 1 <LC N.D.
ECI A2a 1 N.D. N.D.
ECI A2b 1 N.D. N.D.
ECE > 30 kDa + ECE 7.5 mLcada No se fracciond 25.6 £1.05 18.74+0.97
30 kDa - 1.5 kDa fraccion

N.D.: No detectado, < LC: bajo del limite de cuantificacion, V.e.: volumen de exclusién y V.p.t.:
volumen permeacion total. Ecuaciones para el seguimiento de PM: (Sephax SRT SEC-300: y= -0.4457x
+ 5.8994; Agilent Bio SEC-5: y=-0.406x + 4.9261), ECE: extracto crudo extracelular ECl: extracto crudo
intracelular, EFS: Extraccidn en Fase Sélida

Al observar las cantidades de metabolitos en las fracciones y subfracciones obtenidas de los extractos
crudos se notd que los extractos crudos extracelulares, no presentaron el nivel de biodegradacién previo
ya que fue en fracciones del extracto crudo intracelular provenientes de la biomasa donde se solamente
cuantifico la presencia de los metabolitos. Es decir, con las fracciones provenientes del extracto crudo
extracelular no se cuantificd el metabolito 4,5-cis-dB[a]JP probablemente por la ausencia del sistema
enzimatico activo. En contra parte, el extracto crudo intracelular > 30 kDa y el extracto crudo intracelular
30 kDa — 1.5 kDa permitié la observacion de la degradacion efectuada por el sistema enzimatico por la
formacién del metabolito, y aproximadamente fue del doble en la fraccién > 30 kDa comparada con la
obtenida en la fraccién 30 kDa — 1.5 kDa. La dilucion del sistema enzimatico fue un factor involucrado en
la disminucidn del grado de biodegradacidn porque en las fracciones Ay B del extracto crudo intracelular
la cantidad del metabolito de seguimiento disminuyd considerablemente, no detectandose en la fraccion
B. Adicionalmente, la fase Sephadex G-100 sirvié para realizar una deteccion de moléculas en un intervalo
de PM mas amplio que en la fase Sephadex G-50, pero fraccionando finamente los componentes del
sistema enzimatico presente. La corroboracion del efecto de la dilucién en la determinacién del metabolito
se observd en el andlisis de las 8 subfracciones Al a B4 del extracto crudo intracelular. Esta

experimentacion, en donde se manejaron las subfracciones en su volumen original de 2 mL, logré que la
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cantidad del 4,5-cis-dB[a]P fuera cuantificada con 300.4% mas que con la cuantificaciéon del metabolito en
la fraccién completa A de 8 mLy llevada a un volumen de 15 mL por empleo de medio Bristol en presencia
del amortiguador Tris 50 mM pH 7.6 expuesta a B[aJP (266 ng mL?). En las subfracciones Al y A2 se
considerd una mayor degradacién, siendo mas notable en la subfraccién Al, asociando una mayor
cantidad del metabolito a una mayor presencia del sistema enzimatico. Con base en los resultados
obtenidos con las subfracciones Al y A2, éstas pudieran contener compuestos proteicos con un PM
rondando los 150 kDa, de acuerdo con el intervalo de trabajo de la fase concordante con los PM de las di-
oxigenasas encontradas en el proceso de degradaciéon de HAP con pesos de hasta 200 kDa (Jouanneau et
al. 2006). El control de cantidades residuales del 4,5-cis-dB[a]P en las subfracciones Al a B4 no presentaron
cantidades de metabolitos detectables o cuantificables segln el caso. La tabla 6.5. también muestra el
seguimiento del 4,5-cis-dB[a]P en las subfracciones Ala a A2b procedentes del extracto crudo intracelular
y un bioensayo realizado en conjunto con fracciones extracto crudo extracelular <30 kDa y extracto crudo

extracelular 30 kDa a 1.5 kDa que serd descrito mas adelante.

El andlisis por Cromatografia de Exclusion Molecular a nivel analitico de las fracciones Al a B4 con la
columna Sephax SRT SEC-300 mostrd que las microalgas generaron una sobreproduccién de componentes
con PM de 325.15 + 3.54 kDa (7.6 min), 215.68 + 5.34 kDa (8 min), 91.1 + 29.3 kDa (8.84 min), y 37.68 %
4.22 kDa (9.7 min) en las fracciones en donde se evidencié degradacién y se les pudo realizar un
seguimiento (Al1y A2), observado que en las fracciones donde no se puedo realizar el seguimiento de estos
componentes la biodegradacion desaparecié. Los PM mostrados fueron calculados con la curva de
calibracion secundaria preparada previamente al andlisis de las fracciones. Los PM grandes como 325.15
y 215.68 kDa encajan en la descripcidn de sistemas multi componentes encabezados por di-oxigenasas ya
que se han descrito alcanzan tamafios de hasta 200 kDa (Bourguignon et al., 2019 Jouanneau et al., 2006),
mientras que los PM de 91.1y 37 .7 kDa son cercanos a la descripcidn de una peroxidasa (Kim et al., 2004)
y una di-oxigenasa (Chemerys et al 2014). Adicionalmente, también se observo la sobreproduccion de PM
de menor tamafio en las fracciones sin biodegradacidn. Este analisis derivd en la construccién de un
histograma con los PM que permitieron su seguimiento, figura 6.22. La figura 6.23 muestra los

cromatogramas obtenidos de las fracciones Al y A2 con la columna Sephax SRT SEC-300.
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Figura 6.22. Histograma de las fracciones Al a B4 del Extracto Crudo Intracelular obtenidas por el uso de
la fase G-100 y analizadas con la columna analitica Sephax SRT SEC-300 y el cromatégrafo Waters 1525.
Ctr: control de fraccidn sin activacion. Los volimenes de las fracciones Al- B4 corresponden a 2 mL.
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Figura 6.23. Cromatogramas de A) la fraccion A1 (230 nm) y B) la fraccién A2 (258.3 nm). Obtenidos por el
uso de la columna Sephax SRT SEC-300 y el equipo Waters 1525. La linea continua muestra el analisis de
la fraccion obtenida en el bioensayo, la linea punteada muestra el control de fraccidn sin activacion.
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También, se realizo el andlisis de las fracciones Al a B4 empleando la columna Agilent Bio SEC-5 (0.5-150
kDa) usando la curva de calibracién secundaria. Esta columna se empled para la mejor determinacion de
componentes moleculares en el intervalo bajo de PM. En este andlisis se demostrd la presencia de
componentes proteicos de un PM de 69.26 + 3.59 (7.6 min), 41 kDa (8.16 min) y 26.7 £ 0.41 kDa (27.20
min), el cromatograma de la fraccién Al se muestra en la figura 6.24. Los PM de 69.26 y 26.69 pueden
estar relacionados con la descripcidn de subunidades grandes y pequeiias; respectivamente, en el analisis
de di-oxigenasas (Krivokok et al., 2003; Beilen y Witholt, 2007). El PM de 38.2 kDa se encuentra dentro del
intervalo del componente molecular hallado en el andlisis de los extractos crudos no fraccionados, 38.15

—41.97 kDa describiendo una di-oxigenasa (Chemerys et al 2014).
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Figura 6.24. Cromatograma de la fraccion Al. Obtenido por uso de la columna Agilent Bio SEC-5 (230 nm)
y el equipo Waters 1525. La linea continua muestra el analisis de la fraccién obtenida en el bioensayo, la
linea punteada muestra el control de la fraccién sin activacion.

El histograma realizado con la columna Agilent Bio SEC-5 se muestra en la figura 6.25. En este se realizo el
seguimiento de los PM 69.26 + 3.59, 41 + 2.72, 26.69 + 0.41 ya mencionados y los componentes de bajo
peso molecular de 6.2 £ 0.53, 2.55 + 0.61 y 0.76 £+ 0.16 kDa. Resultando de interés aquellos que encajan
con la descripcién de di-oxigenasas conformadas por subunidades y diferentes componentes proteicos
como se ha discutido previamente con el histograma construido con la columna Sephax SRT SEC-300. En
este analisis se observaron varios de los componentes previamente contenidos en las fracciones Al y A2,

las cuales presentaron la formacion del 4,5-cis-dB[a]P al realizar el ensayo de “evaluacion de degradacion”
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con B[aJP. Igualmente, los componentes de bajo peso molecular pueden estar asociados al proceso de
biodegradacidon como cofactores dentro de los intervalos de interés, 6.4 a 200 kDa, (Navarro-Llorens et al.,
2005, Vandera et al., 2015). Ademas, tomando en consideracidn que el histograma muestra que algunos
componentes proteicos desaparecen través de la elucién de las fracciones, comportamiento también
presente en la evaluacidn de degradaciéon, evidencia una vez mas la presencia de cofactores como
donadores de electrones que posibilitan el proceso de biodegradacién. Los cuales, al perderse en el

proceso de filtracién impiden que se efectué la degradacion.
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Figura 6.25. Histograma de las fracciones A1l a B4 del Extracto Crudo Intracelular obtenidas por el empleo
de la fase G-100 y analizadas con la columna analitica Agilent Bio SEC-5 y el cromatdgrafo Waters 1525.
Ctr: control de fraccidn sin activacion. Los volumenes de las fracciones Al- B4 corresponden a 2 mL.

En la poca informacién encontrada en la literatura que aborda la degradacién de HAP por microalgas, el
Bl[a]P degradado por la microalga S. capricornutum es el modelo de estudio mas usado siguiendo
metabolitos como 4,5-, 7,8-,9,10-y 11, 12 dB[a]P, algunos de ellos mostrados en este trabajo con isomeria
cis lo que hace evidente la presencia di-oxigenasas como se ha publicado en sistemas bacterianos

(Warshawsky et al., 1995). Pero, la presencia de metabolitos mono- y di- hidroxilados podrian involucrar
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distintas enzimas como di-oxigenasas y el sistema citocromo P-450 mono-oxigenasa en el mismo proceso
de degradacién de HAP (Ke et al., 2010) abriendo la posibilidad a la presencia de mas de un sistema
enzimatico. Adicionalmente es interesante mencionar que en sistemas enzimaticos bacterianos
degradadores de pesticidas, descritos por la uniéon de subunidades a (grandes) y B (pequefias) se han
encontrado componentes identificados como subunidades a que forman parte de oxigenasas con PM de
41.07 kDa (Hunold et al., 2021). Peso cercano al intervalo de 38.15 —41.97 + 2.4 kDa previamente descrito

y observado en el andlisis con la columna Agilent Bio SEC-5.

Un ejemplo mas han sido las lacasas fungicas descritas con un PM entre 50 kDa a 82 kDa en Scytalidium
thermophilum que cuentan con enzimas homo triméricas con subunidades de 28 kDa degradantes de HAP
(Younes y Sayadi, 2011). Otro modelo seria la bacteria Mycobacterium vanbaalenii PYR-1, que replicada
por E. coli oxidé HAP de alto peso molecular con los componentes CYP150 (44.8 kDa) y PipA (48.7 kDa)
adaptandose al sistema transportador de electrones presente (Brezna et al., 2006). En esta misma bacteria
Kim y colaboradores (2004) determinaron un sistema multicomponente involucrado en la degradacion de
HAP y formado por: una catalasa-peroxidasa, una mono-oxigenasa, una subunidad pequeiia de di-
oxigenasa y una aldehido-deshidrogenasa. Por otra parte, la bacteria Rhodococcus wratislaviensis 9 ante
pireno y B[a]P sobre produce enzimas degradadoras de 40.3 kDa probablemente involucrada en su
degradacion (Subashchandrabose et al.,, 2019). Otro sistema guia es la bacteria Amycolatopsis
tucumanensis DSM 45259 que, ante naftaleno, fenantreno y pireno sintetizan diferentes proteinas en el
intervalo de 6.4 a 200 kDa siendo de interés las de PM entre 39.72 a 71.35 kDa sugiriendo la presencia de
oxigenasas hidroxilantes multicomponentes (Navarro-Llorens et al.,, 2005, Vandera et al., 2015).
Finalmente, tomando en cuenta la proteina CYP108J1 y sus cofactores donadores de electrones,
involucrados en el sistema de mono-oxigenasas del sistema citocromo P-450 degradador de HAP de bajo
peso molecular y alto peso molecular se han publicado PM de interés de 52.3, 44.3 y 15 kDa (Luo et al.,
2016). Considerando toda esta informacion y el componente de PM en el intervalo de 38.15-41.97+2.4
kDa, este ultimo puede ser una subunidad de un sistema multicomponente conformado por di-oxigenasas
al encontrar metabolitos con configuracidn geométrica de tipo cis. El cual puede contar con adaptacion a
diferentes condiciones y cofactores donadores de electrones a través de las diferentes fracciones
colectadas al presentar biodegradacién o también, probablemente estas fracciones contienen mas de un

tipo de enzima.
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Después de la evaluacion de la biodegradacidn en la fraccion Al y A2 se realizé el nuevo fraccionamiento
obteniendo asi las subfracciones de Ala, Alb, A2a y A2b con la fase G-100. En estas subfracciones fue
posible detectar la presencia del 4,5-cis-dB[a]P en Ala, Alb y A2a, aunque solo fue cuantificable en Ala
(6.96 + 0.29 ng). El posterior analisis de las subfracciones Ala, Alb y A2a por Cromatografia de Exclusién
Molecular usando la columna Agilent Bio SEC-5 permitié observar una sefial asociada a un PM=82.73+3.15
kDa que disminuye a través de la elucién de estas. El seguimiento de la respuesta en presencia de este

componente se muestra en la figura 6.26 a diferentes longitudes de onda.
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Figura 6.26. A) Histograma de las subfracciones Ala a A2b analizadas a diferentes longitudes de onda para
seguimiento del Peso Molecular 82.73 kDa (7.41 min). B) Cromatograma (245.4 nm) obtenido del analisis
de la fraccion (Alb, 1 mL) realizado con el equipo Waters 1525 y la columna Agilent Bio Sec-5. La linea

continua muestra el bioensayo, la linea punteada muestra el control. C) Espectro Ultravioleta de la sefial
de interés.

La disminucién de este compuesto (PM= 82.73 * 3.15) a través de la elucidon de las fracciones Ala a A2b
mostrada en el histograma de la figura podria ligarse a la inhibicion de la biodegradacién a causa del estrés
por exposicion a B[aJP afectando el sistema enzimatico responsable, si bien la sefial de seguimiento es

mayor en la fraccién Ala, la composicién del cromatograma del bioensayo y control de la fraccién Alb
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permiten una mejor visualizacion del pico asociado al PM de 82.73 kDa. El pico correspondiente al PM se
obtuvo a tres longitudes de onda 230, 245.4 y 258.3 y disminuyd. De esta misma manera, en el andlisis
realizado del pico a la derecha del compuesto de interés (8.3 min = 36 kDa) se observé un comportamiento
inconstante entre fracciones lo que derivd en no poder realizar su seguimiento. Por uUltimo, el seguimiento
del PM 82.73 kDa a 258.3 nm mostrd una presencia estable entre fracciones permitiendo su seguimiento
ya que se determind coincidente su espectro Ultravioleta obteniendo un maximo a 259.5 nm. Un PM
similar fue observado en el analisis del extracto crudo intracelular con la columna Sephax SRT SEC-300
(figura 6.21) que puede compararse con el sistema de degradacién de Mycobacterium sp. PYR-1 con el
cual han publicado un PM de 81 kDa relacionado a un conjunto de 5 proteinas inducidas por pireno. Este
conjunto de proteinas se asocia a una catalasa-peroxidasa por su N-aminodcido terminal, similar a lo
observado en Mycobacterium fortuitum que involucra la participacién de di-oxigenasas (Cerniglia, 2013).
Es de importancia mencionar que en el analisis de las fracciones Al a B4 del extracto crudo extracelular
concentrado usando la columna Agilent Bio Sec-5, se observaron PM adicionales que contaron con una

presencia inconsistente entre fracciones lo que derivd en no poder realizar su seguimiento.

Dado que el extracto crudo extracelular en su volumen reducido (2 mL) por centrifugacién no mostré
degradacion de B[a]P, probablemente a causa de la separacion de componentes que actlan en conjunto;
se evalud la recuperacion de la biodegradacion al juntar 7.5 mL de la fraccidn reducida del extracto crudo
extracelular >30 kDa y 7.5 mL del filtrado obtenido al emplear 12 cultivos y su extracto crudo extracelular
30 kDa — 1.5 kDa. Al término del periodo de exposicién al Bfa]P, el andlisis Extraccion en Fase Sélida-
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién permitid la determinacién del 4,5-cis-dB[a]P, cuantificaindolo
en 6.85 * 0.03 ng, demostrando la separacion de los componentes enzimaticos de la degradacién por la
filtracidn y que estos componentes solo degradan a los HAP al estar en conjunto. Es decir que el proceso
de degradacién depende de cofactores, donadores de electrones, como la ferredoxina que es una proteina
soluble de hierro-azufre (Fey/S,) con tamarfios de 9.91 kDa a 22 kDa determinados por SDS-PAGE en
microorganismos como la microalga Chlamydomonas sp. UW0241 (Cvetkovska et al., 2018) o NADH,
dinucledtido de nicotinamida y adenina que cuenta con la funcidn de intercambiar electrones y protones
en células vivas; componentes que permiten la biodegradacidn (Sauber et al., 1977; Enseley et al., 1981,
Yeh et al., 1977; Haddock et al., 1993, Jouanneau et al., 2006). La separacion de componentes enzimaticos
por el efecto de la centrifugacidon exhaustiva se puede corroborar mediante la obtencidn de las fracciones
extracto crudo intracelular (extracto crudo intracelular > 30 kDa y extracto crudo intracelular 30 kDa—1.5

kDa) empleando la membrana centricon y posteriormente evaluando la biodegradacién en las fracciones
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por individual y en conjunto esperando un comportamiento similar.

6.2.11. Anadlisis de subfracciones de extractos crudos por electroforesis (SDS-PAGE) y descripcion del
perfil enzimatico

La electroforesis (SDS-PAGE) de las subfracciones de Ala, Alb, A2a y A2b mostré una distribucion de los
componentes proteicos por sus masas aparentes; su concentracion fue estimada por el empleo de la
lisozima (1 pug uL™). El gel de electroforesis y las cantidades cuantificadas de proteina se encuentran en la

figura 6.27.

Esténdares AMa Ala Alb  Alb  A2a A2a A A2b
nact. act. nact. act. nact. act. nact act.

o e “WF =i

250 kDa
150 kDa
100 kDa
75kDa Proteina (mg mL?)
Fraccion
NO ACTIVADO

50kDa | ACTIVADO

Ala 2.175 3.604
37kDa

Alb 0.933 1.421

A2a 0.431 0.879
25kDa A2b 0.358 0.571

20kDa |

15kDa
10kDa

Figura 6.27. Gel de electroforesis SDS PAGE usado en el analisis de las subfracciones Ala a A2b (izq.).
Comparacion de las cantidades de proteina cuantificada en las subfracciones provenientes de cultivos
activados y no activados por B[a]P (der.). n.act: no activados por B[a]P act: activados por B[a]P.

El andlisis mostréd una evidente sobreproduccion de componentes proteicos de interés en todas las
fracciones estudiadas después del proceso de activacién de las células por exposicion frente al B[a]P. La
sobreproduccidn del material proteico en las fracciones se estimé mayor al 50%. Siendo la subfracciéon Ala

la que presentd mayor cantidad de proteina sin importar que provinieran de cultivos activados o no. La

————————————
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sobreproduccién de componentes proteicos en las fracciones analizadas se asocio a la exposicion a B[a]P,

siendo esta ultima condicidn la diferencia entre ambos grupos.

El analisis de la subfraccién Ala, con evidencia cuantificable de biodegradacién manifesté tres zonas de
interés con sobreproduccion proteica en el intervalo de 18.6 a 26.2 kDa, 34.1 a 59.9 kDa y 68.3 a 250 kDa.
Las concentraciones de los componentes moleculares individuales observados en este gel se presentan en
el histograma de la figura 6.28, donde se corroboran PM previamente observados por el analisis por

Cromatografia de Exclusién Molecular.
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Figura 6.28. Histograma de las subfracciones Ala a A2b por electroforesis SDS PAGE. Seguimiento de las
sefiales observadas en las fracciones obtenidas de cultivos activados con Bfa]P (72 h) frente los controles,
fracciones de cultivos sin activacion.

114



Resultados y discusion

El componente de PM = 38.15 - 41.97 kDa observado en los extractos crudos concentrados se observa en
electroforesis mostrando dos componentes de PM aparente de 38 a 40.6 kDa. La sobreproduccién del
componente de PM = 82 kDa que pasé de 0.2 ug en fracciones provenientes de cultivos no activados a
0.35 pg en las fracciones con activacidn por exposicion al B[a]P podria representar al componente de PM
=82.73 kDa observado en las fracciones Ala a A2b (Agilent Bio SEC-5) incluso al PM de 82 kDa previamente
observado en las fracciones Al a A4 del extracto crudo intracelular evaluadas con la columna Sephax SRT
SEC-300 al realizar su fraccionamiento en busqueda de diferencias proteicas como componentes
posiblemente involucrados en el proceso de biodegradacién. Adicionalmente al componente de 81 kDa
relacionado con una catalasa peroxidasa por Cerniglia (2013), Kim y colaboradores (2004) describieron
también una catalasa-peroxidasa de 80.9 - 85.2 kDa, una mono-oxigenasa de 21.9 kDa y subunidades
pequeias de di-oxigenasas de 18 - 19 kDa en cultivos de Mycobacterium involucradas en la degradacion
de HAP; PM. Siendo interesante observar que todos estos PM se sobre produjeron en la subfracciéon con
actividad enzimatica Ala, incluso en las subfracciones usadas en ensayos previos al andlisis realizado con

los extractos crudos concentrados.

La sobre produccidon de componentes con PM de 49.9 y 20 kDa muestra similitud a lo descrito por
comportamientos Krivobok y colaboradores (2003) que publicaron la presencia de subunidades de
Mycobacterium di-oxigenasas de tamafios de 52 y 20 kDa. Los PM entre 44 y 47.2 kDa son de interés al
considerar su relacion con el sistema mono-oxigenasa del sistema citocromo P-450 ya que se han
encontrado PM de 44.3 kDa en cultivos de Rhodococcus y PM de 44.8 y 48.7 kDa en cultivos de
Mycobacterium relacionados con un sistema enzimatico degradador de HAP (Luo et., al 2016, Brezna et
al., 2006). En la microalga verde Chlorella, utilizada en procesos de biodegradacién de sitios contaminados
se ha descrito la presencia de una dihidrolipoil acetiltransferasa de PM = 47,7 kDa (Subashchandrabose et
al., 2017). Al considerar una amidohidrolasa de 40.3 kDa en cultivos de Rhodococcus asociada a la
degradacion de pireno y B[aJP aumenta el interés por el PM de 40.6 kDa que se sobre produce en las

subfracciones Ala a A2b en el andlisis del gel de electroforesis.

Finalmente, los PM 174 y 241 kDa observados en el analisis de las subfracciones de Ala y A2b por
electroforesis y el PM 215.68 * 5.34 kDa observado en el andlisis de las fracciones del extracto crudo
intracelular realizado con la columna Sephax SRT SEC-300 (con posible presencia en el andlisis por

electroforesis) podrian reflejar la unién de componentes enzimaticos, es decir subunidades grandes y
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pequenas de di-oxigenasas formando la estructura de di-oxigenasas que en conjunto con cofactores
pueden contar con un tamafio similar al de las di-oxigenasas de Sphingomponas expuestas a B[aJP con un
PM de 200 kDa (Jouanneau et al., 2006). Datos mas recientes han mostrado que las enzimas y subunidades
involucradas en la biodegradacion de los HAP pueden abarcar el intervalo de 18 a 200 kDa (Méndez y
Garcia de Llasera, 2021). En la tabla 6.6. se muestran PM previamente observados en la literatura, que
fueron encontrados en la evaluacidon de las fracciones y subfracciones a través del andlisis por

Cromatografia de Exclusién Molecular analitica y SDS-PAGE en este trabajo.

Tabla 6.6. Pesos moleculares observados en el andlisis de las fracciones y subfracciones de los Extractos
Crudos realizado por cromatografia de exclusién molecular analitica y electroforesis SDS PAGE.

PM P.M. Tipo Proteina y posible funcién Referencia
observados publicados (posible)
(kDa) (kDa)
Bajo peso diversos cofactores Moléculas como ferredoxinas, Cerniglia 2013;
molecular coenzimas como  NADH, KanalyyHarayama,
** proteinas de bajo peso  2000; Cammack,
molecular con nucleo de 2012;

hierro-azufre  ademds de Haddock etal., 1993

flavoproteinas
18-23%* 18-19 di-oxigenasas Subunidades de di-oxigenasas Kim et al., 2004
involucradas en la degradacién
de fenantreno y pireno por
Mycobacterium  vanbaalenii
PYR-1

23.48 20 di-oxigenasas Subunidades de di-oxigenasas Krivobok et al., 2003
0.09* involucradas en la degradacion
de pireno

21.9 mono-oxigenasa Involucrada en la degradacién
de pireno y fenantreno en
Mycobacterium  vanbaalenii
PYR-1

Kim et al., 2004

21.5y51 subfracciones Sistema enzimatico  Hunold et al., 2021
Bya multicomponente involucrado
en la degradacién de HAP en
Phenylobacterium immobile E
DSM 1986

27.2 % 28-50 subfracciones Subunidades de di-oxigenasas Younes y Sayadi,
0.41* en sistemas en Scytalidium 2011
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PM
observados
(kDa)

P.M.

publicados
(kDa)

Tipo

Proteina y posible funcion
(posible)

Referencia

thermophilum presentes en la
degradacion de HAP

-37.53 £ 37
0.22 *

-38.15-
41.97 +
2.4*

40.3

-38.2 ¢
2.72%

41.07

di-oxigenasa

amidohidrolasa

di-oxigenasa

Hidroxilacion del anillo
aromatico con DNA
metalogénico bacteriano, E.
coli.

Degradacion de HAP de alto
peso molecular en
Rhodococcus sp. RHA1

Subunidad a que inserta
atomos de oxigeno y provoca la
ruptura del anillo aromatico en
Phenylobacterium immobile E
DSM 1986

Chemerys et al 2014

Subashchandabrose
et al., 2019

Hunold et al., 2021

44-47.2** -44.3

-448y
48.7

-47.7

-47.7

-50 kDa

-52.3,443
y 15

mono-oxigenasa
citocromo P-450

CYP150 y PipA

di-hidrolipoil

acetiltransferasa

DLAT.

gi|302837029

di-oxigenasas

CYP108J1

Procesos de degradacion de
HAP de Rhodococcus

- Enzimas con adaptacion en el
inicio  del proceso  de
degradacion frente diferentes
sistemas transportadores de
electrones de Mycobacterium
vanbaalenii PYR-1

Util en la biodegradacién en
sitios contaminados
empleando la microalga verde
Chlorella spp. MM3

Componente del piruvato
deshidrogenasa de
Micractinium pusillum

Subunidades de di-oxigenasas
involucradas en la degradacion
de pireno

Sistema mono-oxigenasa del
sistema citocromo P-450
involucrado en la degradacion

Luo et., al 2016

Brezna et al., 2006

Subashchandrabose
etal., 2017

Lietal., 2012

Krivobok et al., 2003

Luo et al., 2016
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PM P.M. Tipo Proteina y posible funcion Referencia
observados publicados (posible)
(kDa) (kDa)
de HAP de alto y bajo peso
molecular, necesitando Ia
presencia de cofactores como
donadores de electrones
91.1% 82 lacasas Induccion de la formacion de Younes y Sayadi,
29.3* di-oxigenasas en Scytalidium 2011
thermophilum
Involucrada en el sistema de
80.9-85.2  catalasa- peroxidasa  degradacion de pireno vy Kim et al., 2004
82.73 & fenantreno en especies de
3.15* Mycobacterium  vanbaalenii
PYR-1
- Con la presencia de pireno, se
81 catalasa-peroxidasa  jnquce la formacién de un Cerniglia, 2003
82%* conjunto de 5 proteinas
relacionadas a la presencia de
di-oxigenasas
287.5+ 200 di-oxigenasa Hidroxilacion del anillo Jouanneau et al.,
3.54% aromadtico, enzima proveniente 2006
de Sphingomonas CHY-1 por
>174 ** exposiciéon a B[a]P formando

un hexdamero en
Mycobacterium sp. PYR-1

*: PM observados a través de la metodologia en Cromatografia de Exclusién Molecular
**: PM observados a través de la metodologia SDS- PAGE

Como se puede observar los PM encontrados al realizar el andlisis por la metodologia Cromatografia de

Exclusion Molecular y la metodologia SDS-PAGE pudieron reflejar la presencia de sistemas enzimaticos

previamente observados en microorganismos involucrados en el proceso de degradacion de HAP tanto de

alto como bajo PM. El reconocimiento de diversos PM en los extractos crudos muestra que la microalga S.

capricornutum cuenta con un sistema enzimatico multicomponente involucrando diferentes tipos de

sistemas que convergen en el proceso de degradacion de HAP. Basado en las evidencias de componentes

presentes de 20 kDa y 50 kDa (Krivobok et al., 2003; Hunold et al., 2021) se podrian estar observando

subunidades a y B de di-oxigenasas.
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La variedad de los componentes encontrados en las fracciones de analisis apuntd a contar con la presencia
de mas de un sistema enzimatico dirigido a la degradacién de HAP, ya que los PM alrededor de 80 kDa se
han asociado a distintos sistemas precursores de di-oxigenasas (Younes y Sayadi, 2011; Kim et al., 2004)
ademas de los PM alrededor de 50 kDa que han descrito la presencia de mono-oxigenasas del sistema
citocromo P-450 (Luo et al., 2016). La biodegradacion presente en las subfracciones podria hablar de un
sistema inducido ante la presencia de contaminantes y la composicion del medio como los procesos
flngicos observados en la degradacion de BfaJA (Sun et al., 2020) y también la adaptacién a diferentes
donadores de electrones (Brezna et al., 2006). La acumulacién de bajo peso molecular podria estar
mostrando la presencia de cofactores que como se han observado son indispensables en el seguimiento
de la degradacién al proveer de electrones el proceso (Cammack, 1992; Cerniglia, 1993; Kanaly y Harayama

2000).
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7. CONCLUSIONES

Se determind por primera vez en extractos crudos y fraccionados de las microalgas Scenedesmus acutus y
Selenastrum capricornutum el proceso de biodegradacion de B[aJA y B[a]P. Este logro permitié dar
seguimiento a componentes enzimaticos de diverso peso molecular y asi describir el desarrollo de la

degradacion de hidrocarburos de alto peso molecular en etapas iniciales.

Los PM de 40 kDa y 104 kDa obtenidos en los ensayos preliminares acotaron la investigacion a la
determinacién de un sistema enzimdtico multicomponente con la posible presencia de subunidades de di-
oxigenasas. Ademas, el espectro de adsorcién del componente con PM de 40 kDa concordé con los usados
en la caracterizacién de la protocatecuato 3,4-di-oxigenasa de Pseudomonas aeruginosa. Por otra parte,
es posible que en los componentes aislados se observara la conformacién completa del sistema al contar

con componentes de PM aproximado a 200 kDa.

Gracias a la determinacién y andlisis de los metabolitos en etapas tempranas del proceso de
biodegradacidon se corrobord su configuracién geométrica del tipo “cis”, ya que con los cultivos de
Selenastrum capricornutum expuestos a B[a]P por 6 h, se logré la identificacion del cis- 4,5- y 7,8- dB[a]P.
Esta importante informacion condujo a sefialar la presencia de di-oxigenasas como responsables de la
biodegradacion de HAP, usandolos como fuente de carbono. Proceso similar al ya descrito por la literatura

en sistemas bacterianos.

Es importante mencionar que el proceso de activacidon de los cultivos y la evaluacidn de la biodegradacion
en los extractos crudos debe abordarse como un proceso conjunto debido a la nula degradacion en
extractos crudos provenientes de cultivos no activados. El proceso activacidn-evaluacién de la
biodegradacidn permitié evaluar la presencia de componentes proteicos degradadores en el extracto
crudo intracelular usando periodos de 3 h y procedentes de cultivos de S. capricornutum activados por

exposicién al Bfa]JP en un periodo de 72 h.

El fraccionamiento de los extractos crudos de Selenastrum capricornutum con capacidad de degradar HAP
de alto peso molecular presentado por primera vez en este trabajo, permitid la descripcion de
componentes moleculares que involucran la presencia de un sistema multicomponente ya que los pesos

moleculares observados ajustan a la descripcion de diversos sistemas enzimaticos observados en
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ambientes acudticos, cianobacterias y microalgas. Por ejemplo, los componentes de 20 kDa y 50 kDa
pueden ser subunidades a y B de di-oxigenasas; respectivamente. Por otra parte, los componentes
alrededor de 37 kDa pueden evidenciar di-oxigenasas hidroxilantes del anillo aromatico. Finalmente, los
componentes con PM aparente de 80-91 kDa pueden exponer precursores de di-oxigenasas, mientras los

de PM de 50 kDa pueden explicar la presencia de mono-oxigenasas del sistema citocromo P-450.

Cabe sefalar que el requerimiento de tiempos extensos para la evaluacién del proceso activacién-
evaluacidn de la biodegradacién en extracto crudo intracelular de S. acutus no permitié el estudio de su
perfil proteico al no poder determinar la degradacién en los extractos, pero se logré evidenciar que
probablemente sucede a través del propio mecanismo presente en S. capricornutum ante la presencia de
los mismos metabolitos de degradacidén. La evaluacién del sistema enzimatico presente en S. acutus puede
ser acotada con exposiciones al B[aJA al requerir menos tiempo para su biodegradacién en comparacién

con exposiciones frente al B[a]P.

8. PERSPECTIVA
La sospecha de la presencia de componentes enzimaticos abordada en este trabajo por estudio de sus

pesos moleculares puede ser disipada al continuar la investigacidn con técnicas cromatograficas y

espectrometria de masas, entre otras técnicas, para su analisis e identificacion.

La presencia del mismo sistema enzimatico en las microalgas utilizadas, frente a los HAP de estudio, se
puede corroborar por bioensayos que empleen procesos de activacion por exposicion a uno de los dos
HAP, (B[a]JA o B[a]P), para proceder con la evaluacién de biodegradacion en los extractos crudos obtenidos
por uso del HAP contrario en el proceso activacion, evidenciando la aparicion de ambos grupos de

metabolitos y la continuacidn de la biodegradacion.
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10. MATERIAL ANEXO

A.1. Determinacion de proteinas totales en extractos crudos por método de Lowry.

En esta determinacidn se utilizd una curva de calibracion construida con albumina de suero bovino (BSA)
en un intervalo que abarca su ausencia hasta su concentracién de 29.17 ug mL™. Los cultivos activados (15
mL de cultivo de microalga) evaluados por este proceso se obtuvieron bajo las mismas condiciones de
tiempo y temperatura, expuestos o no al HAP (266 ng mL™). En un tubo de microcentrifuga (1.5 mL) se
agregd en diferentes proporciones agua desionizada y albumina mds 500 plL del reactivo A para ser
mezclados vigorosamente. Finalmente, la mezcla fue adicionada y mezclada con 250 uL del reactivo B
para alcanzar el volumen final (1.2 mL). La mezcla final se incubo por 30 minutos a temperatura ambiente
para luego medir su absorbancia a 750 nm. La composicién de los reactivos Ay B se presentan en la tabla

a.1. Mientras que la proporcion de agua y proteina adicionada se enlistan en la tabla a.2.

Tabla a.1. Composicidn de los reactivos A y B usados en el método de Lowry para la cuantificacién de
proteinas totales.

Reactivo Composicion Condicién de preparacion
A - 1 mL de reactivo tartrato carbonato de cobre (CTC), Preparacion
- 1 mL de hidréxido de sodio 0.8 M, inmediatamente antes de
- 1 mL de dodecilsulfato de sodio 10 % plv, uso

- 1 mL de agua desionizada.

CTC - Carbonato de sodio 10 % p/v, Estable hasta por 2 meses
- Tartrato de sodio y potasio 0.2 % p/v,
- Sulfato de cobre 0.1 % p/v.

B Agua desionizada: reactivo de Folin-Ciocalteu a De fresca preparacion
proporcion 5:1

Tabla a.2. Composicidn de los niveles de concentracidn de la curva de calibracion de albumina de suero
bovino (BSA) usada en la determinacidn de proteinas por el método de Lowry

Nivel H,0 BSA Concentracion BSA
(1) (1mg/mL) (ng/ mL)
1 450 - 0.00
2 445 5 4.17
3 440 10 8.33
4 435 15 12.50
5 430 20 16.67
6 425 25 20.83
7 420 30 25.00
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Nivel H,0 BSA Concentracion BSA
(nL) (1 mg/mL) (ng / mlL)
8 415 35 29.17
ECE/ECI 425 25 Dependiente de la
muestra

A.2.Cambio de procesador ultrasénico

El cambio del procesador ultrasénico Branson Digital Sonifier 450 (20 MHz) por el equipo Cole Palmer CP
505 (50 MHZ) fue evaluado por la variacion en la amplitud usada en la obtencién del extracto crudo
intracelular y el subsecuente nivel de biodegradacién observado, buscando que el extracto crudo
intracelular produjera cantidades similares de metabolito de seguimiento. El ensayo usé cultivos de S.
capricornutum y S. acutus expuestos a B[a]P por 72h para la obtencién del extracto crudo intracelular y
posterior evaluacion de biodegradacion por exposicién a Bfa]P por 3 h cuantificando el 4,5-cis-dB[a]P. Los
resultados se muestran en la figura a.1. Las amplitudes utilizadas fueron 20%, 30% y 40%, mostrando que
su incremento afecto la biodegradacién presente en el extracto crudo intracelular proveniente de S.
capricornutum. El 20% de la amplitud del equipo Cole Palmer proporciond extracto crudo intracelular con
la biodegradacién previamente observada, cuantificando 212.34 + 14.16 ng (210 + 14.04 ng previos),
siendo la condicidn de eleccidn para la continuacién del desarrollo de la investigacion. En S. acutus la
variacion de amplitud no mostro efecto negativo en la biodegradacidn presente en los extractos crudos

intracelulares.
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Cambio de sonda de ultrasonido
cuantificacion de 4,5-cis-dB[a]P

212.34 210.00
= 138.03 :
2 = I 85.82 91.03
i I \
EXTRACTOS
" ECI S. cap. 20% amplitud ECI S. cap. 30% amplitud
ECI S. cap. 40% amplitud ECI S. acu. 20% 30% 40% amplitud

ECI S. cap. 40% amplitud

Figura a.1. Evaluacién del cambio de sonda de ultrasonido por cuantificacion del 4,5-cis-dB[a]P a causa de
la biodegradacién en el Extracto Crudo Intracelular de Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus.
Se utilizé un periodo de activacion de 72 h y la evaluacién de biodegradacién de 3h.

A.3. Ejemplo de prueba de hipétesis para evaluacion de cantidad de proteina en cultivos expuestos y
no a Bla]P

En este ensayo se cuantificd la cantidad de proteina en cultivos expuestos a B[a]P por un intervalo de 48
y 72 h ademas de la cantidad de proteina en cultivos control. Para ello se realizé una prueba de hipétesis
y una prueba t con un intervalo de confianza del 95% y un nivel de significancia del 0.05 para describir las
varianzas y posteriormente sus diferencias. La tabla a.3. muestra ejemplos de las pruebas realizadas para

los extractos crudos en individual y considerando ambas muestras.

Tabla a.3. Pruebas de hipotesis para el Extracto Crudo Extracelular (A) el Extracto Crudo Intracelular (B) y
ambos extractos crudos (C)

A)
Anadlisis de extracto crudo extracelular de Selenastrum capricornutum por 48 horas
Prueba F para varianzas de dos muestras Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Activacion Control

Media 0.081 0.085 | Estadistico t -0.432449982
Varianza 0.000129 0.00005 | P(T<=t) dos colas 0.694615332
Observaciones 3 2 | Valor critico de t (dos colas) 3.182446305
Grados de libertad 2 1 | Resultado: No hay diferencia significativa entre muestras
F 2.58 de activacién y control
Valor critico para F 799.5
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Resultado: No hay diferencia significativa en

las varianzas

B)

Analisis de extracto crudo intracelular de Scenedesmus acutus por 72 horas

Prueba F para varianzas de dos muestras

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas iguales

Activacion Control
Media 0.156666667 0.155 | Estadistico t 0.347804172
Varianza 1.63333E-05 5E-05 | P(T<=t) dos colas 0.750960064
Observaciones 3 2 | Valor critico de t (dos colas) 3.182446305
Grados de libertad 2 1 | Resultado: No hay diferencia significativa entre muestras
F 0.326666667 de activacién y control
Valor critico para F 799.5

Resultado: No hay diferencia significativa en

las varianzas

C

Andlisis total de Scenedesmus acutus 72 h

Prueba F para varianzas de dos muestras

Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas
desiguales

Activacion Control
Media 0.245666667 0.24 | Estadistico t 6.42539604
Varianza 2.33333E-06 0 | P(T<=t) dos colas 0.02337552
Observaciones 3 2 | Valor critico de t (dos colas) 4.30265273
Grados de libertad 2 1 | Valor critico de t (dos colas) 3.18244631
F 65535 Resultado: Hay diferencia significativa entre muestras
Valor critico para F 799.5

Resultado: Hay diferencia significativa en las

varianzas
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ABSTRACT ARTICLE HISTORY
Berzolalpyrene (B[alP) is an environmentally ubiquitous, persistent, and Recenved 10 March 2022
carcinogenic pollutant belonging to the polycyclic aromatic hydrocarbons — Accepted 13 December 2022
[PAHs) family. Several methods have been employed to follow PAH deg-
radation by bacteria. However, there is very scarce information about
microalgae as bioremediation species. In this work, we investigated the
protein profile for BlalF degradation by the Selenostrum capricornutum
algae culure extract employing high-performance liquid chromatography
[HPLC) in size exdusion chromatography mode (SEC) and electrophoresis
(sodium dodecyl suffate-polyacrylamide gel electrophoresis [SDS-PAGE]).
We evaluated the degradation of crude extracts (CEs) and SEC fractions,
and we found the presence of trace levels of 4, S5-dihydrodiolbenzo(al pyr-
ene (4,5-dB[alF) and 7 8-dihydrodiolbenzofalpyrene (78-dB[alP) in cis
geometry as B[a]P degradation products. SEC chromatographic profile
comparison of CEs and SEC fractions, both exposed to B[alP along with
the corresponding controls, allowed us the identification of molecular
weights (MWs) of a multr-component system involved in the BlalP biodeg-
radation through protein over-production. Electrophoresis analysis showed
several protein components, with MWs between 10 and 250kDa, where
two subunits of 38.15-41.97 and 8273+3.15kDa suggested the presence
of multi-component di-oxygenases in the early stages of B[alP biodegrad-
ation by 5. capricornutum cultures. This work extends the knowledge of
the biodegradation process of high molecular PAHs by microalgae.

HKEYWORDS

Bla]P; microalgae;
biodegradation; SEC
electrophoresis; protein

Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHS) are a group of more than 100 organic and recalcitrant
compounds formed by the fusion of two or more aromatic rings,' resulting from the incomplete
combustion of organic materials.” These PAHs along with their different sources of exposure as
industrial effluents,” spills, and leaks from anthropogenic activity near urban centers,” are highly
risk to human health > The research priority PAHs list indudes the benzo[a]pyrene (B[a]P), a
pollutant used as a removal and degradation model of PAHs.””

Bioremediation is an affordable, efficient, and environmentally safe pollutant removal pro-
cess.'™ ! It has been used with PAHs,'” and so far, in bacteria and fungi, it has a greater focus
on PAHs with low molecular weight (MW). PAHs with less than four aromatic rings union. By

CONTACT Martha Patricia Garda de Ulasera &) pocllasgunamumy (&9 Depattamento de Quimica Analitica, Facultad de
Quimica, Universidad Nadional Autonoma de Méxica, Ciudad Universitaria, Meéxico, D.F. 04510, Mexico
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bacteria, PAH degradation has shown enzymes as di- and mﬂnuvﬂx}rgenases.:'u'” where di-oxy-

genases mainly produce ci:m:].i|'1:|.=+:1.r1:|-|:1.i1:rl'sl5 and work as multi-component systems.“" In contrast,
the cytochrome P-450 system.” and soluble extracellular enzymes as mono-oxygenases induced
PAHs degradation by Fu.nga].w" 5 generating tran&d.ih}fd.md.iﬂls.“ Although the enzymatic system
responsible for the degradation of PAH in microalgae is not yet defined.

Non-membrane bound di-oxygenases formed by reductases, hydroxylases, and ferredoxins add
O, and cleave the PAH in cofactors presence such as NADH. ™' Amycolatopsis tucumanensis
DSM 45259 in the PAH degradation process produces proteins from 6.4 to 200 kDa with multi-
component oxygenases in the range of 39.72-71.35kDa " Mycobacterium has been used to
describe a large subunit (50kDa) of a dioxygenase PAH |:1n£.*gra+:lnfrr.13 5 two dioxygenases (Pdol
and Pdo2) made up of a 52kDa x subunit and a 20kDa f subunit,” two pyrene oxygenating
components (CYP450 44.8kDa and PipA 487 kDa), an adaptive electron transporter system.l? a
catalase-peroxidase (85.2kDa), a mono-oxygenase (21.9 kDa), and a dioxygenase small subunit.*®

In the PAH degradation by fungi, the presence of dehydrogenases, ligninolytic enzymes,
mono-oxygenases, and hydrolase enzymes, working in coupled with the cytochrome P-450 sys-
tem, has been reported its mono-hydroxylated and trans-dihydrodiols metabolites.” * Laccases
(50-82kDa) involved in the Bla]P oxidation have been observed in the fungus Plewrotus ostrea-
fus.? These laccases and their subunits (28kDa) have been characterized by electrophoresis and
preparative size exclusion chromatography (SEC).™

Dihydrolipoyl transacetylase (DLAT; 50-69kDa) is the most characterized microalgae
enz}rme.as as long as the main compounds involved in PAH degradation by microalgae are dioxy-
genases and the CYP-P450 system, without achieving its complete isolation and characterization.
In Chlamydomonas reinhardtii 503, enzymes such as homogentisate 1,2 di-oxygenase (49.9kDa),
carboxymethylenebutenolidase (25.8kDa), ribulose 15 bisphosphate carboxylase (55kDa large
subunit, and 13 kDa small subunit, pool size of 70kDa) and ubiquinol oxidase (39.9 kDa) partici-
pate in the biodegradation of Bla]A®

Biodegradation studies of PAH by Selenastrum capricormufum have shown the production of
dih}rd.mdiﬂls.ﬁ'“ Research has been described these metabolites as cis-dihydrodiols, produced by
di-oxygenases as it happens in bacteria.’® In contrast, others are classified as hydroxy compounds
consequence of mono-oxygenases action as described in I:u.ngi.m'“ The analysis of these PAH
metabolites is complex due to their instability to light, temperature, and low production levels.

Solid-phase extraction (SPE) and matrix solid-phase dispersion (MSPD), as sample treatments,
improve their quantification by chromatographic tvzrcl'mic:_uf.','s.l?'11 through continuous assays per-
formed with persistent biodegradation data collection or discontinuous assays at intervals or at
the end of the pra-cess.ﬂ Moreover, the protein components can be extracted by physicochemical
methods. The physical process of ultrasonication could extract the biodegradation protein system
involved. ™ In peptidomics research,’® SEC has been used to determine MWs to remove interfer-
ents and to make liquid samples fractionation.®

There are few studies of high-MW PAHs biodegradation, such as Bla]P, with microalgae.
Existing analyses only deduce oxygenases as a possible enzymatic system through the type of
metabolites. In this work, we used S capricormutum cude extract (CE) obtained from microalgae
cultures exposed to Bla]P to analyze them using chromatographic and electrophoresis techniques.
According to this, our CEs analysis could differentiate the presence of cis-dihydrodiols as metabo-
lites, whose geometric composition confirms the action of di-oxygenases. Furthermore, for the
first time, we described the CEs and SEC extracts protein profile capable of degrading the Bla]P
indicating the presence and action of a multi-component enzymatic system and the possible pres-
ence of cytochrome P-450 enzymes in the biodegradation process.

138



Material anexo

POLYCYCLIC AROMATIC COMPOUNDS @ 3

Materials and methods
Materials and reagents

The following supplies were used: Bla]P standard (Chem Service, West Chester, PA). Cis- and
trans- 4,5- and 7,8-dihydrodiolbenzola]pyrene (7,8-dB[a]P) (NCI Chemical Cardnogen Reference
Standards Repository, Kansas, MO). High-performance liquid chromatography (HPLC)-grade
methanol, acetonitrile, and isopropanol. Reagent-grade Bristol medium components: NaNO,
(294mM), CaCl-2H,O (0.17 mM), Mgs0,-7TH,0 (030 mM), K;HPO, (1.20mM) NaCl
(0.43mM), and KH,PO, (1.29mM) (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ). Peptone protease, bacterio-
logical agar (MCD LAB, Tlalnepantla, MEX, Mexico), and TRIS buffer (Bio-Rad, Hercules, CA,
US). About 20am’/30cm’ glass columns (Wilmad LabGlass, Vineland, NJ). Dextran blue
(2000 kDa) and bromophenol blue (0.670 kDa) (Thermo Scientific, Waltham, MA). Sephadex G-
50 and G-100. Phosphate buffer, supelclean C18 silica (45 pm), molecular protein kit with thyro-
globulin (669 kDa), amylase (200kDa), albumin (66kDa), anhydrase (29kDa), aprotinin
(6.51kDa), and wracil (0.12kDa) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO). Centricon centrifugal filters
YM-30kDa, 15mL (Millipore, Billerica, MA). §. capricornutum (Culture Collection of Algae,
UTEX, University of Texas, Austin, TX). Water, 18.2 MQ an ™' resistivity (Millipore Simplicity
UV deionizer, Bedford, MA).

Bioassays

Growth cultures

8. capricornufum microalga was cultured in Bristol medium (+1% protease wiv) at room tem-
perature with automatic photoperiods (16/8h light/dark) and orbital agitation (80rpm, 2346
Thermo Sdentific shaker). Growth was UV-monitored (Genesys 105 Sdentific spectrophotometer,
Thermo Sdentific).

Microalgae culture exposure bioassays

Cultures (15mL/3 replicates) in exponential growth phase (6.75 x 10° cells mL™") were exposed
{or activated) to Bla]P (266 ng mL~Y) at 50 rpmy/ 28 “ Clyellow light (40 W incandescent lamp)
through 90min, 3h, 6h, 48h, and 72h using the SI-600R orbital incubator (Jeiotech Lab
Companion, Seoul, South Korea). These assays served to select the optimal conditions for enzyme
induction in the microalgae activation assay (MAA). The exposure bioassay had the follow-
ing controls:

1. To test that biodegradation is due to microalgae: abiotic, medium without microalgae with
Bla]P under exposure conditions (biomass [BM] and extracellular crude extracts [ECEs]
from exposure bivassays section).

2. To determine the possible presence of metabolites interferents: BM and ECE under exposure
conditions without B[a]P.

Metabolites isomer determination

Standard addition method to determine the isomerism of the metabolites formed™ (10, 20, and
25ng of cis- and trans- 4,5- and 7,8-dB[a]P) was applied to cultures from 6h incubation which
with SPE and MSPD were extracted.
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Sample preparation

Biomass and extracellular crude extracts from exposure bioassays

After Bla]P exposure (266 ng mL 1), microalgae cultures were separated in ECE (15mL) and BM
(5mg dry mass) by cc, 3900 rpm, 15min. Then, the B[a]P and metabolite extracts were obtained
by SPE/MSPD for both ECE and BM. The Bla]P and metabolite extracts were analyzed by
HPLC- UV/fluorescence detection (FLI}).

Intracellular crude extract obtention by an ultrasound probe

The collected BM was rinsed with TRIS buffer (3 mL/50 mM/pH 7.6/cc) and placed in 5mL of
fresh-TRIS buffer. After the collection, BM was cooled (4°C/15min) in an ice bath and later
exposed to automated ultrasound pulses (10s/5s-pauses, 50kHz, amplitude 20%, Cole Palmer
Ultrasonic Processor) until complete 5min. Finally, the lysate or intracellular CE (ICE) was ool-
lected by cc (3900 rpm, 15 min, and 4°C).

CEs concentration for preparative SEC

CEs obtained from 12 individual Bla]P-activated microalgal cultures were concentrated in 2mlL.
ICEs were pooled in one flask (5mL each/60 mL total), Buchi R-205 rotatory evaporator 85 rpm/
37°C/10 mbar) while the ECEs (15mL each/180 mL total) were filtered employing the centricon
device under cc (7700 rpm/4 *C/15min each). Finally, the cellular debris was discarded from the
concentrated CEs by cc (3900/15 min/4°C).

Fractioning and Sub-fractioning of concentrated CEs by preparative SEC

Each of the concentrated CEs was fractionated in 20 and 30 cm’ preparative SEC glass columns
packed with Sephadex G-50 (1.18g) and G-100 (0.71g) with an operating range of 1.5-30 and
4-150kDa, respectively. The mobile phase (MP, 0.24 mL min~") was TRIS buffer 50 mM, pH 7.6.

The exclusion limit volume (ELV) was obtained from the elution of dextran blue solution
(82+0.06 mL) on the G-50 phase; meanwhile, the working range volume (WRV) was acquired
from the elution of bromophenol blue solution (10+0.15mL). First, for each concentrated CEs,
fractions of MW =30kDa (intracellular SEC extract [ISEC] = 30 and extracellular SEC extract
[ESEC] =30) and MW < 30kDa and up to 15kDa (ISEC < 30-15kDa and ESEC <
30-1.5kDa) were collected. Then, all fractions were diluted with TRIS buffer (15 mL) and exposed
to Bla]P as indicated in the ICE and ECE degradation assay section.

For Sephadex G-100, the ELV and WRV were acquired employing 1225053 and
1732012 mL of eluted MP, respectively. Two WRV fractions (8 mL) were recovered from each
concentrated CEs and named A and B for ISEC and ESEC, respectively. Eventually, A and B frac-
tions were sub-fractionated into four more parts (ISEC/ESEC Al, A2, A3, A4, Bl, B2, B3, and
B4}, 2mL each. Finally, ISEC Al and A2 fractions were sub-fractionated, getting two fractions
(ISEC Ala, Alb, AZa, and A2b), 1mL each. These undiluted SEC fractions were exposed to
B[a]P, as mentioned in ICE and ECE degradation assay section,

Electrophoresis analysis

To obtain the protein profile, 1-DE was performed. Only Ala to A2b fractions were suitable for
analysis. The 1-DE analysis employed sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis
(SDS-PAGE) as a stationary phase and was analyzed with a densitometer GS-900. Precision plus
MW markers from Bio-Rad and lysozyme (1 pg) were used as quantification references (i
280 nm). The sample load used 6 pl subfraction, 4 pL of Urea-6 M/Tris-100 mM buffer pH 8.5,
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and 5 pl of loading buffer (2h, 135 V). The staining solution (8% wiv (NH,).50,/2% H,PO,/
20% CH,O/0.1% coomassie blue G-250) was flushed with distilled water for 24 h.

Biodegradation assay

Microalgae activation assay (MAA)

The degradative Bla]P protein compounds were induced in cultures by exposure bivassays of 48
and 72h (34°C, Bla]P =266 ng mL™Y), a process known as MAA. This MAA allows the optimal
production of the degrading enzymes, and the monitoring and the quantification of metabolites
were favored. The metabolites and Bla]P quantification process are described in the following sec-
tion: ICE and ECE degradation assay.

ICE and ECE degradation assay

The CE biodegradation was tested through Bla]P incubations over 90min, 3h, and 6h (using
ambient light, room temperature, and 50 rpm). This procedure was identified as ICE and ECE
degradation assay (IEAA). TEAA was also performed on the ISEC and ESEC fractions that were
Bla]P incubated (3 h/266ng mL~"). In addition, IEAA of A and B fractions from the SEC and
their undiluted subfractions were evaluated following the metabolite production by the HPLC
methodology described in the Analysis of CE and SEC extracts for metabolites quantification sec-
tion. The TEAA had the following controls:

3. To differentiate the metabolite production between MAA and IEAA: residual activation ana-
lyte until the 3h TEAA without Bla]P addition.

4  To test if the MAA induces the biodegradation or not: CEs from cultures not Bla]P activated
and Bla]P exposed (3h).

5 To determine the residual metabolite and protein composition differences: SEC fractions and
subfractions from B[a]P and no Bla]P activated cultures.

Chromatographic conditions and detection

All the chromatographic conditions for the metabolite quantification were validated as described
in the Supplementary material, and validation parameters are resumed in Table 15,

Analysis of Bla]P and metabolites in BM and ECE extracts from the micoalgae culture expos-
ure bioassay

Bla]P analyses were performed in a 210 Varian HPLC with a 9065 Polychrom UV detector (4
263 nm), a Hypersil Green PAH column Thermo Sdentific (5pum, 4.6 mm = 100 mm) with guard
column (20 x 2mm). MP was 100% methanol (1 mL min™').

Metabolites analysis was done in a 9012 Varian HPLC with 363 ProStar FD (Jex 264 nm, iem
390nm). An Eclipse XDB-C18 column (3.5pm, 4.6mm x 150mm) with a guard column
(20 » 2mm) was used for the separation. MP was methanol: H,O 65:35 v/v (1 mL min~'). Both
analyses used 20 pL as injection volume,

Analysis of CEs and SEC fractions for metabolites quantification

Residual Bla]P analysis used the 210 Varian HPLC, an ODS HYPERSYL column Thermo
Scientific (150 x 4.6 mm) with guard column (20mm x 2mm), UVD. MP was methanol: H,O
85:15 (1mL min~ "), while for the metabolite analysis was used a 9012 Varan HPLC, a
Microsorb-MV column Agilent Scientific Instruments (100-5 C18 250 x 45mm) with guard
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column (20 mm x 2 mm), FD, and the MP was methanol: H,0 62:38 (1 mL min'). Both analyses
used 20 pL as injection volume.

Analysis of concentrated CEs protein profiles by size exclusion chromatography

The concentrated CEs analysis by SEC was performed using a 1525 Waters HPLC with a UV
detector (4 230, 245.4, and 258.3 nm), the molecular protein kit (materials and reagents section),
and the columns: SRT SEC-300, Sephax Technologies (5pum, 300 A, 7.8 x 300 mm, 5-1250 kDa)
and Bio SEC-5, Agilent (5pum, 150 A 7.8 x 300 MM, 0.5-150 kDa) with their respective guard col-
umns (5 pm, 7.8 x 50mm). The MP (1 mL min ') was a phosphate buffer solution (0.15M, pH
= 7). The injection volume was 20 pL.

Results and discussion
Biodegradation through time

During MAA, the results showed that at 72 h, the degradation process almost completely depleted
the added amount of Bla]P. Meanwhile, the metabolites concentration of cis-4, 5-dihydrodiolben-
zo[a]pyrene (4,5-dB[a]P) and cis-7,8-dB[a]P started to increase from the assay reaching its max-
imum after 6h of Bla]P exposure. After that, their concentration decreased until complete
depletion at 48h for cis-7,8-dB[a]P. However, after 72 h, cis-4,5-dB[a]P was still present in a low
concentration (< 3.6ng mL ™). According to these results, the optimum times for the obtention
of a residual metabolite concentration were 48 and 72h and therefore were selected to perform
the activation assay. Besides, Control 1 analysis showed that abiotic degradation was minimum
and less effective than biotic degradation since in abiotic conditions were preserved 98.42+6.9%
of the Bla]P added. Also, Control 2 did not show any interferences present in metabol-
ite detection.

During IEAA, after collecting ICE and ECE from the previously exposed microalgae S capri-
cornutum, optimum activation time was achieved at 72h of Bla]P exposure since ICE and ECE
extracts showed a quantifiable amount of the cis-4,5-dB[a]P metabolite. In the case of cis-7,8-
dB[a]P, its concentration was not quantifiable and discarded for further analysis. Figure 1{a) and
Table 25, in Supplementary material, show the comparison of the activation times on the ICE
and ECE extracts at 48 and 72 h, respectively. Metabolite production showed a higher presence of
cis-4,5-dB[a]P in ECE (up to 82.18%) compared to the ICE. However, this trend changed after
the fractioning process, as discussed in the Identification of enzymatic MWs section. At 72h of
Bla]P exposure, the higher metabolite amount observed in ECE compared to ICE can be
explained by possible exogenous enzymes like the cytochrome P-450 system enzymes. This spe-
cific response system has been observed in fungi and plants, in which releasing enzymes into the
environment caused the PAHs degradation and metabolite over-production*** Control 3
showed a low concentration of cis-4,5-dB[a]P on IEAA, demonstrating that the degradation was
preserved on CEs after microalgae extraction. Control 4 demonstrated the need for microalgae
activation before obtaining CEs since a residual of 91+ 3.3% of the Bla]P was observed when
lysates were not previously activated.

Figure 1(b) indicates the outcomes of IEAA on the 72h MAA. ICE subjected to IEAA showed
a gradual concentration increase of cis-4,5-dB[a]P through time, reaching its maximum
(250.72 £ 38.86 ng) at 6h after beginning the assay, suggesting that the degradation was still going.
ECE showed maximum concentration at 3h (604.54 +28.74 ng) and a slight variation at 6h, indi-
cating that the degradation is preserved beyond the evaluated times. The higher metabolite forma-
tion in ECE compared to ICE could be associated with the biodegradation system presence and

the release from the internal environment.”™*!

B ———————————————
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Figure 1. Cis4.5 dB[a]P quantification in degradation assays performed in ICE and ECE wersus activation extracts. (a) Extracts
obtained by 48 and 72h activation assays of Selenastrum capricomutum cells. (b) Bio-degradation process evaluation over time
from activated extracts (72 h versus Bla]P) obtained from ECE and KE of Selenastrum capricomutum.

Isomer study

The time retention (tr) comparison between the chromatographic peaks of cis- and frans- metab-
olites standards and peaks of the algal extracts from 6h exposure bioassays were employed to
determine which isomers were formed during biodegradation and which enzymatic system could
be involved in such a process. The tr of the standard peaks were 7.43min (cis-4,5-dB[a]P),
7.79min (frans-4,5-dB[a]P), &.6min (cis-7.8-dB[a]P), and 11.8min (frans-7,8-dB[a]P). An
increase in signals intensity for cis isomers on the biassay extracts after B[a]P exposure strongly
suggest that metabolites cis-4,5-dB[a]P and cis-7,8-dB[a]P were produced by specific enzymatic
systems since the corresponding tfrans compounds were not produced during the biodegradation
process. As far as we know, this work is the first report that corroborates the hypothesis that cul-
tures of 8 capricornutum exposed to Bla]P produce c& metabolites due to the action of di-oxy-
genases, as was suggested before.™ These enzymes and those grouped to CYP 450 are the most
assodated with this pra-cess.sl Figure 2 shows the resulting chromatograms from analyzing bio-
mass extracts added with metabolites standards. Here, a coinddence can be observed between the
cis standard peak and the peak obtained from the extract. Meanwhile, signals from frans isomers
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Figure 2. Chromatograms obtained from bioassays with biomass (in Blad). Additions of metabolites are shown in color chroma-
tagrams. [A) fortified w/cis-4. 5-dB[a]P (25 pg), (B) fortified witrans-4,5-dB[a]P (10 pg), (C) fortified w/cis-78-dB[alP (20 pg) v, and
(D) fortified w/trans-7 B-dBla]P (20 pg). The arrow shows the addition.

only increased their intensity on the standard signals, and there were no changes in the Bla]P
exposed algae extract signals.

Identification of enzymatic MWs

The chromatographic evaluation of CEg using the SRT-SEC 300 column is shown in Figure 3.
ICE exhibited one peak at 10.4 min that was differentiated from a shoulder at Control 5 (see ICE
and ECE degradation assay section). The MW was estimated at 38.15%1.8kDa. Similar behavior
was observed in ECE with a chromatographic peak at 10.3 min associated with 41.97 + 1.59 kDa,
which was not observed in the control. The absorption spectra of these chromatographic signals
showed the same shape with 2 maximum of 258.2nm, potentially describing the same component
(MW 38.15—41.97 kDa). The low elution difference could be due to a slight variation in the
compound retention. These last MWs were not in the ECE control, possibly due to an intracellu-
lar over-production of this compound during the MAA process. This compound could be
released to the extracellular medium and thus remain available in the ECE after the Bla]P expos-
ition to participate in the JEAA process. Some authors have been reported the production of ring
hydroxylating di-oxygenase components (20-50kDa) involved in the PAH degradation. An
approximate 37kDa weight was involved in the bhdegradatiﬂn.53 According to the observed
MWs, the prevalence of cis-4,5-dB[a]P and the absence of frans metabolites formation after the
biodegradation process, the identified component could be part of the enzyme system involved in
the biodegradation of Bla]P in §. capricornutum.

Table 1 shows the concentration of metabolites found on CEg after the SEC fractionation, only
those fractions that presented quantifiable biodegradation were shown. The results showed that
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Figure 3. Chromatograms obtained from CEs SEC analysis with the SET SEC-300 column. ECI(A) and ECE (B) incubated (3 h) and
obtained from activated cultures [x 4} are shown in red. CEs chromatograms without activation are in black. Absomption spectra
of the peaks of interest, 104 min (T} and 10.3 min (D} on the right.

Table 1. Cis-4,5dB[alP concentration found in the biodegradation test of concentrated size-exdusion ICE fractions (ISEC) and
fraction controls obtained from exposure to BlalP (266 ng mL™") for 3h and ambient conditions (ambient light, room tempera
ture, S0rmpm).

(-4 5-dB[a]P

Fraction kDa Fractionated by Concentration pg L Control without expasure to BlalP pg L
ISEC = 30 Sephadex G-50 1533404 191+0.1

ISEC < 30-15 B5+04 Under LOQ

ISEC A sephadex G-100 1.75+0.06 Under LOQ

ISEC A1 7.02+0.1 Mot detected

ISEC A2 LES+0.1 Not detected

ISEC Ala 232 Not detected

biodegradation was superior in the ISEC > 30kDa fraction, which could contain the component
previously found of MW between 38.15and 4197 kDa and slight amounts of an enzymatic unit
with MW < 30-1.5kDa. Biodegradation in the fractions listed in Table | suggested that degrad-
ation could be due to more than one enzyme system.”® In our case, the possible two enzymatic
units are the ones with MW 38.15-41.97 kDa and MW < 30-15kDa. In contrast, in ESEC frac-
tions, there was no evidence of B[a]P biodegradation after exposure to the pollutant. This evalu-
ation demonstrated that the biodegradation remains in the ISEC fractions after their fractionation
with Sephadex G-50.
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Fractionation with Sephadex G-100 was done to further explore the possibility of having sev-
eral enzymatic units of MW > 30kDa to provide cleaner CEs extracts after discarding the exclu-
sion volume (12 mL). The degradation was found in only one of the collected fractions from ICE,
named fraction A in Table 1. This fraction was then sub-fractionated to determine the MWs of
the possible enzymatic units that presented degradation.

Of the four ISEC subfractions (see Fractioning and sub fractioning of concentrated CEs by
SEC section) obtained from fraction A employing the Sephadex G-100, subfractions Al and A2
did show the presence of cis-4,5-dB[a]P. The analysis of these subfractions with the Sephax SRT
SEC-300 column showed an over-production of units with MWs of 325.15+%3.54kDa,
215.68 £5.34 kDa, 91.08 £29.3kDa, and 37.68 £4.22kDa, these results are shown in Figure 4(a).

The subfractions Al and A2 were fractionated using an Agilent Bio SEC-5 column to explore
the possibility that the detected units with MW = 325.15+ 3.54kDa and 215.68 £534kDa were
composed of more than one enzymatic unit. The results of this analysis are shown in Figure 4(b).

a ) ®325.15% 3.54 kDa
325.15 kDa ctr
900000 ®m91.08 +29.3 kDa
91.08 kDa ctr
W37.68 L 4.22kDa
600000 I 37.68 kDa ctr
<C
300000 X
1 3 oy 1
g . &
0 oy -
Al

A2
Fraction
b ) +69.266 £ 3.59 kDa
69.26 kDa ctr
500000
141+272kDa
—— ; 41 kDa ctr
;L : # 26.69 kDa
13 "
s : [ g l 26.69 kDa ctr
= & i { §2£0.53Kk0a
200000 % [ ;? 3 [ I i 6.2 kDa ctr
2108 I # : # 2,55 40,61 kDa
100000 ¥ ] ! & EH # % 2.55 kDa ctr
Bl i g
& g | #0,76 £0.16 kDa
0 & H =
0.76 + kDa ctr
Al A2
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Figure 4. Histograms of ISEC fractions A1 and A2 to follow the signals observed a) analysis using Sepax SRTSEC-300 b) analysis
using Agilent Bio SEC-5.
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Figure 5. (a) Histogram of subfractions A1a-AZb to follow the signal of 741 min (82. 73 + 31.15kDa). (b) Ghromatogram obtained
from the Alb analysis fraction. Chromatographic analysis by SEC with the Agilent Bio Sec5 column, 7.41 min signal tracking (<)
UV spectrum of the signal of interest (i 245.4).

In this analysis, we found a spedes with MW = 41.03 kDa, which coincides with the previous
unit found with MW between 38.15 and 41.97kDa during the CEs analysis. Di-oxygenases
involved in Bla]P biodegradation (around 200kDa) could be composed of multi-component
structures with variable x and § size subunits of mean MWs of 51 and 21.5 kDa, respectively.”* In
this regard, we can suggest that the enzyme system found in this work (MW of
38.15 —41.97 kDa) could be a subunit of a di-oxygenase.

Four subfractions Ala, Alb, AZa, and A2b of the previous fractions denoted as Al and A2,
which showed degradation, were obtained employing a Sephadex G-100 column. Fractions Ala,
Alb, and A2a from this separation showed degradation. Figure 5 shows these results graphically.
Finally, these last subfractions were analyzed by HPLC using the Bio SEC-5 column.
Analysis results showed one signal associated with an MW of 82.73 £3.15kDa, which decreases
its presence through the elution of Ala to A2a. This MW was previously observed during the
ISEC fractionation with the Sepax SRT SEC-300 column, confirming the possibility of another
enzymatic unit responsible for the degradation.

Analysis of subfractions by SDS-PAGE

Subfractions Ala to A2b were analyzed by 1-DE. A scanned picture of the obtained gel is shown
in Figure 6. Ala showed three protein zones of interest with MWs of 18.6-26.2kDa,
34.1-59.9kDa, and 68.3-250kDa. A gel scan resulted in a histogram shown in Figure 7 that cor-
roborated the MWs observed in the fractions Al and A2 obtained by the analytical SEC.
Furthermore, MWSs near the component range of 38.15 and 41.97 kDa were also corroborated by
the electrophoresis analysis (38.0-40.6 kDa). In addition, the component over-production with
MW = 82kDa was quantified, and a mass increase was observed from 0.2to 0.35pg after the
activation process. Furthermore, the component MW = 8273 31kDa could be involved in
the Bla]P biodegradation process. This result was also observed by other authors,”™ who reported
the production of a group of five enzymes of MW = 81kDa after exposing Mycobacterivem cul-
tures to pyrene. Also, one catalase-peroxddase (MW = 809 —85.2kDa), a mono-oxygenase
(21.9kDa), and di-oxygenase small subunits 18-19kDa from Mycobacterium cultures in the pres-
ence of pyrene were rvc'rl:u:rrtvzn:l.s3 Similar MWs have been identified in Ala and Alb subfractions
(22kDa and 17-18.6kDa).

The units with MWs analyzed in the 1-DE as 49.9 and 20 kDa could represent a similar behav-
ior as the one observed by Krivobok,™ who reported a di-oxygenase from Mycobacterium with
subunits of 52 and 20kDa. Furthermore, Luo e al.,™ described a 44.3kDa compound Brema
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et al,”” also mentions a couple of protein components (44.8 and 487 kDa) from cytochrome
P450 mono-oxygenases from Rhodococcus and  Mycobacterium  each.  Additionally,
Subashchandrabose,” has described a DLAT (47.7kDa) from the green microalga Chlorella and
its involvement in bioremediation processes; those compounds could be related to the MWSs
between 44 and 47.2kDa from this work Moreover, Subashchandrabose,”™ have also reported an
amidohydrolase (40.3kDa) in the pyrene degradation process and Bla]P due to Rhodococcus,
which could be related to the 406kDa compound obtained in the subfractions analyzed
(Ala-A2a). Furthermore, the high MWs found in this work in the Identification of enzymatic
MWs section (32515+354kDa and 21568 £5.34kDa) become important when considering
Jouanneau et al.,*® who described a 200kDa di-oxygenases from Sphingomponas in the B[a]P bio-
degradation process. Finally, in a recent research article,” the authors described the range of
MWs of enzymes involved in the PAHs biodegradation between 18 and 200 kDa.

Conclusions

The CEs obtained from S capricormutum showed biodegradation of Bla]P and the production of
cis- dihydrodiolbenzo[a] pyrene metabolites in the early stages of the process. This fact determines
that di-oxygenases may be involved in the process, as reported in bacterial systems. The variable
protein profile possibly describes a multi-component enzymatic system responsible for biodegrad-
ation and presumably presents subunits of di-oxygenase and their complete conformation with an
MW around 200kDa. Moreover, based on the MWs desaribed, it is feasible that aromatic ring
hydroxylating di-oxygenases, di-oxygenase precursors, catalase-peroxidase, and mono-oxygenases
were present, pointing to the action of a degrading system adaptable to environmental conditions.
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Furthermore, the biodegradation of the protein components could be followed until the fraction-
ation of ICE, but not with the concentrated ECE, suggesting that the filtration process is respon-
sible for the loss of a cofactor.

This work improves the knowledge of the PAHs biodegradation process by microalgae spedes
and is recommended for future studies. Furthermore, SEC fraction extracts obtained from algae
spedes can be subjected to protein characterization techniques to complete the study of the
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degradation pathway. Finally, some protein components can be subjected to biotechnological
processes to be used in essential tasks of bioremediation.
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