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RESUMEN 

Los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos (HAP) naturales o sintéticos son ubicuos, recalcitrantes y tóxicos; con interés ambiental y 

para la salud. La biodegradación de los HAP por la acción de enzimas específicas de microalgas verdes aún no se ha reportado. Con 

el objetivo de describir este tipo de sistema enzimático se utilizaron bioensayos de degradación de benzo[a]antraceno (B[a]A) y 

benzo[a]pireno (B[a]P) por las microalgas S. capricornutum y S. acutus y el análisis conjunto de los metabolitos producidos y los 

componentes moleculares presentes en extractos enzimáticos. 

En los bioensayos de degradación mencionados se usaron cultivos líquidos de S. capricornutum y S. acutus expuestos a B[a]A o B[a]P 

(266 ng mL-1) a diferentes intervalos de tiempo y condiciones específicas, proceso llamado de activación, con el cual se obtuvo el 

sistema enzimático involucrado en la biodegradación y se determinó cromatográficamente la isomería geométrica de los 

metabolitos producidos. Posteriormente, por centrifugación y lisis ultrasónica se obtuvieron los extractos crudos intra- y extra- 

celulares para su fraccionamiento y evaluación de la biodegradación de HAP bajo luz-temperatura ambiente, agitación constante, 

diferentes intervalos de tiempo y frente al HAP usado en la activación. Además, en los extractos crudos intracelulares y 

extracelulares se cuantificó la proteína total por el método de Lowry, teniendo mayor concentración en el extracto crudo 

extracelular sin importar el tiempo de exposición. Las muestras se trataron por Extracción en Fase Sólida y Dispersión de Matriz en 

Fase Sólida y los metabolitos de HAP se analizaron por Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución.  

De entre los bioensayos de activación, 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 líquido; 75 ± 2.4 ng en biomasa) y del 7,8- dB[a]P (45 ± 1.83 ng en medio líquido), mientras la menor 

concentración del 4,5-dB[a]P se halló a las 72 h (11 ± 0.37 ng en medio líquido), este comportamiento permitió la obtención de 

extractos crudos con cantidades remanentes mínimas de metabolitos que favorecieron su cuantificación en la subsecuente 

evaluación de biodegradación en los extractos crudos por exposición al contaminante; siendo mayor a las 3 h y 6 h en el extracto 

crudo extracelular (604.54 ng) e intracelular (250.72 ng); respectivamente. La biodegradación de B[a]A en el extracto crudo 

extracelular de S. capricornutum permitió cuantificar al 5,6-cis-dB[a]A (10.8 ng) después de 17 h al no estar presente el metabolito 

en el control mientras en el extracto crudo intracelular se cuantificó a las 14 h (2.76 ng).  

La biodegradación de B[a]P por extractos crudos de S. acutus no se cuantificó incluso con una activación de dos semanas pues la 

cantidad del metabolito en el bioensayo no se diferenció de la presente en el control. La evaluación de la biodegradación de B[a]A 

por S. acutus se cuantificó 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 metodológicas presentadas y el comportamiento degradativo observado; el estudio de 

la biodegradación en extractos crudos fraccionados contó con un fuerte enfoque en S. capricornutum frente a B[a]P. 

Después de determinar las condiciones óptimas de activación de S. capricornutum se evaluó la biodegradación de B[a]P en los 

extractos crudos provenientes de 12 cultivos activados por B[a]P y concentrados por evaporación o filtración (extracto crudo 

intracelular y extracelular; respectivamente). Estos se analizaron por Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución y detección por 

fluorescencia comparándolos con controles, extractos crudos no expuestos a HAP, determinando la presencia de metabolitos y así 

la biodegradación. Además, en los extractos crudos se determinaron pesos moleculares (PM) de interés por Cromatografía de 

Exclusión 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 Cromatografía de Exclusión Molecular, usando 

Sephadex G-50, se observó mayor biodegradación en la fracción 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]P se analizaron por Cromatografía de Exclusión 

Molecular analítica y electroforesis (SDS-PAGE) determinando PM de 20 y 50 kDa vinculándose con subunidades de di-oxigenasas; 

de 38 y 82 kDa relacionándose con peroxidasas y de 48 kDa compatible con la descripción de peroxidasas degradadoras de HAP. 

Finalmente, los PM ≥ 200 kDa resultaron de interés al considerar sistemas multicomponentes degradadores de HAP. 

Con la información colectada se concluyó 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 degradación de HAP, liderado 

por di-oxigenasas en el curso temprano de la eliminación 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[a]A) 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[a]A or B[a]P 

(266 ng mL-1) 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[a]P 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[a]A 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[a]P 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[a]A 

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[a]P 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.
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Los HAP son un conjunto de más de 100 compuestos conformados por la fusión de dos o más anillos 

aromáticos que presentan una configuración lineal, angular o de racimo. Por su peso molecular se 

clasifican en HAP de bajo peso molecular y de alto peso molecular, estos últimos formados por al menos 

la fusión de 4 anillos de benceno. Los HAP son resultado de la combustión incompleta de materiales 

orgánicos a altas temperaturas y su deposición 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, carácter hidrofóbico, 

altos puntos de ebullición y baja presión de vapor (Suresh, et al., 2012). Los sistemas vivos pueden estar 

expuestos a los HAP por inhalación, contacto o ingesta de animales y vegetación contaminados (ATSDR, 

1995, Wagrowski e Hites, 1997). Los HAP al ingresar a los sistemas vivos cuentan con una gran afinidad 

por tejido adiposo provocando daños a la salud, siendo el cáncer el más grave (USEPA, 2017).  

 

El alto impacto de los HAP a la salud genera interés en organismos ambientales como la Agencia de 

Protección Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en inglés). Esta agencia ha determinado 

una lista prioritaria de HAP para su investigación (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 remoción y 

degradación de este tipo de compuestos (Srivastava y Kumar 2019, Chen et al., 2018; Fanali et al., 2018; 

Qin et al., 2017).  

 

La degradación de los HAP se puede realizar por procesos físicos, químicos y microbiológicos (ATSDR, 

2020). Mientras la degradación fisicoquímica se basa en métodos caros con alta demanda energética, 

peligrosos y contaminantes (Suresh, et al., 2012, Bilińska et al., 2019, Sriprapat y Thiravetyan, 2016), la 

degradación microbiológica se posiciona como una alternativa en la eliminación de HAP al proporcionar 

un alto nivel de remoción (Haritash y Kaushik, 2009), siendo una técnica económica y ambientalmente 

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

 

La biodegradación de HAP de bajo peso molecular se ha estudiado con bacterias y hongos publicando 
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distintos sistemas enzimáticos mediados por oxigenasas, peroxidasas, el sistema del citocromo P-450, 

entre otros (ATSDR, 2017, Rodrígues et al., 2015, Zhu et al., 2019). Estos procesos de degradación están 

limitados por la presencia de HAP de alto peso molecular y condiciones ambientales como el tipo de 

microorganismos presentes impactando en la formación 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 degradación 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 (α) con PM de 50 kDa y subunidades pequeñas 

(β) 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 tamaños de 44.8 kDa a 48.7 kDa 

(Luo et al., 2016; Brezna et l., 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 átomo de oxígeno (Ghosal et al. 2016) 

produciendo principalmente trans-dihidrodioles como sucede en hongos lignolíticos (Subashchandrabose 

et al., 2012). Por otra parte, las di-oxigenasas actúan como complejos enzimáticos con ferredoxinas 

reductasas con un PM de 43.82 kDa (Hunold 2021) y acoplándose al ion hierro sulfuro con PM de 9.91 a 

22 kDa (Cvetkovska et al., 2018), estos complejos enzimáticos catalizan la adición de 2 átomos de oxígeno 

(Cerniglia, 1993; Kanaly y Harayama 2010) generando principalmente cis-dihidrodioles, proceso observado 

en bacterias (Kelley et al., 1990, Wang et al., 2018). El sistema enzimático responsable de la degradación 

de HAP presente en las microalgas aún no se define. 

 

El proceso de degradación 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 detección de cis-dihidrodioles 

(Warshawsky, et al., 1995). Estudios posteriores contraponen esta declaración mostrando evidencia de 

mono-oxigenasas al identificar trans-dihidrodioles y compuestos mono-hidroxilados (Ke et al., 2010; 

Heitkamp y Cerniglia, 1989). El análisis de estos productos de degradación se ha dificultado ante su 

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

 

La Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución es un método óptimo para la determinación y análisis, 

incluso a niveles traza, de los metabolitos de HAP, que puede aportar información del proceso de 
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biodegradación involucrado. Adicionalmente, esta técnica se combina con pretratamientos de muestra 

basados en la Extracción en Fase Sólida y Dispersión de Matriz en Fase Sólida que favorecen el análisis de 

matrices complejas y proveen mejores resultados (Olmos-Espejel et al., 2012), en comparación con 

técnicas clásicas como extracción líquido-líquido, permitiendo el seguimiento de la degradación. 

 

El proceso de biodegradación se puede estudiar por un monitoreo continúo, realizando una lectura 

constante de los compuestos de interés, o un monitoreo discontinuo con la determinación de productos 

al final del proceso ó a intervalos de tiempo establecidos (Bergmeyer, 1974), usando Cromatografía de 

Líquidos de Alta Resolución como metodología de análisis (Churchwell et al., 2005) y seguimiento de 

metabolitos y componentes proteicos (Schnell et al 2006).  

 

La obtención de los componentes proteicos de microsistemas biológicos puede realizarse por métodos 

físicos y químicos. En bacterias figura el método físico de ultrasonido, seguido del uso de materiales 

porosos para la limpieza y fraccionamiento de extractos obtenidos por Cromatografía de Exclusión 

Molecular (Brezinski y Gorczyca 2019). Este proceso de obtención además ha favorecido la determinación 

de sistemas enzimáticos a través de la descripción de sus PM (Li et al., 2019) y la determinación de procesos 

de biodegradación a través de la fortificación de los extractos obtenidos usando contaminantes y el 

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

 

Este trabajo contribuye con una novedosa descripción del perfil proteico que se presenta en el proceso de 

degradación de HAP presente en microalgas verdes como Selenastrum capricornutum, el cual en la 

actualidad solo deduce la existencia de oxigenasas como el posible sistema enzimático, a través del tipo 

de metabolitos. Este trabajo confirma que los productos de degradación formados por S. capricornutum 

están relacionados con la actividad de di-oxigenasas. También, describe por primera vez el perfil proteico 

de extractos celulares crudos y fraccionados por Cromatografía de Exclusión Molecular capaces de 

degradar a los HAP en estudio. Los resultados muestran que en el proceso de degradación participa un 

sistema enzimático multicomponente. El perfil proteico obtenido por Cromatografía de Exclusión 

Molecular se corroboró por electroforesis (SDS-PAGE).
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2. HIPÓTESIS 

 

 

Si se obtienen extractos de cultivos de microalgas verdes como Scenedesmus acutus y Selenastrum 

capricornutum, que para activar su capacidad degradadora de Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos de 

alto peso molecular se expondrán a estos contaminantes por un intervalo de tiempo adecuado y bajo 

condiciones específicas, se podrá aislar el contenido proteico con el que se caracterice el perfil de peso 

molecular correspondiente a los componentes enzimáticos involucrados en el proceso de degradación de 

Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos de alto peso molecular.  
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3. OBJETIVOS 

 

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[a]A, con el fin de caracterizar por 

sus tamaños moleculares a las enzimas o componentes enzimáticos participantes en su degradación 

mediante análisis por cromatografía de exclusión molecular.  

3.2. PARTICULARES  

❖ Determinar al B[a]P y B[a]A y sus respectivos metabolitos en cultivos y extractos enzimáticos extra 

e intracelulares de S. capricornutum y S. acutus expuestos a los contaminantes, a través del uso 

de una metodología analítica validada. 

 

❖ Encontrar las condiciones de lisis celular, mediante el empleo de una sonda de ultrasonido, 

apropiadas para la obtención 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 incubación para la activación o inducción de enzimas 

degradantes de B[a]P y B[a]A en cultivos de S. capricornutum y S. acutus. 

 

❖ Evaluar la biodegradación en el extracto crudo extracelular e intracelular mediante la 

cuantificación de B[a]P, B[a]A y sus respectivos metabolitos en ensayos de exposición individuales 

a cada uno de los HAP. 

 

❖ Realizar el fraccionamiento y subfraccionamiento de los extractos crudos para su posterior análisis 

por Cromatografía de Exclusión Molecular analítica en donde se estimará el peso molecular de los 

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

 

❖ Corroborar por electroforesis (SDS-PAGE) los PM encontrados por Cromatografía de Exclusión 

Molecular. 
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4. ANTECEDENTES  

 

4.1. Hidrocarburos aromáticos policíclicos 

Los hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP) son contaminantes ubicuos, recalcitrantes y perjudiciales 

para la salud, provocando desde anemia hasta cáncer (USEPA, 2017). Por tanto, es de interés la remoción 

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

 

Los HAP son un grupo de más de 100 compuestos diferentes y se conforman por la fusión de 2 o más 

anillos aromáticos contando con una configuración angular, lineal o de racimo. Los HAP cuentan con altos 

puntos de ebullición y fusión, alta hidrofobicidad, baja presión de vapor y resonancia de electrones; 

características que les confieren su carácter recalcitrante favoreciendo su amplia distribución (Suresh, et 

al., 2012).   

4.1.1. Origen de los HAP 

Los HAP son producto de la combustión incompleta de materiales orgánicos a altas temperaturas (500 – 

800 °C) o deposición 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 volcánicas 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 orgánica (Zhang y Tao, 2009, Zhanget al.,2019), interactuando con componentes ambientales 

como el ozono atmosférico (Srogi, 2007). De esta manera, las condiciones ambientales determinarán su 

destino final (Alegbeleye et al., 2017), impactando la vía de exposición (Arey y Atkinson, 2003), al igual que 

sus propiedades fisicoquímicas (Kang et al., 2016). Por ejemplo, sus altos coeficientes de reparto carbón-

agua (log Kcw) y octanol-agua (log Kow) generarán procesos de acumulación y adsorción a la materia 

orgánica. Este proceso presente en organismos vivos recibe el nombre de bioacumulación, mientras que 

el incremento en la concentración del contaminante al avanzar por la cadena trófica se conoce como 

biomagnificación (Newman, 2014).  
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4.1.2. Exposición a HAP 

El carácter hidrofóbico de los HAP permite su distribución en matrices adiposas por contacto, ingesta o 

inhalación generando diversas consecuencias como: el daño a riñones e hígado, anemia hemolítica, 

formación de aductos de ADN y cáncer (USEPA, 2017, Carrat, et al, 2019). Entre los HAP, B[a]P cuenta con 

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

 

Los HAP, debido a sus efectos insalubres y su amplia distribución, son monitoreados por organismos 

ambientales como la Agencia de Protección Ambiental de los Estados Unidos (USEPA, por sus siglas en 

inglés). La USEPA en el año 1979 emitió una lista de 16 HAP, considerados para su investigación prioritaria, 

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

Haritash, 2009). 

 

 

Figura 4.1. Estructura de los Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos de investigación prioritaria para la 
 Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos y sus principales propiedades fisicoquímicas. 
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Algunos metabolitos de los HAP cuentan con efectos más severos que los compuestos progenitores 

interactuando con proteínas celulares y generando efectos cancerígenos e incluso teratogénicos. Resultan 

de importancia los procesos de remoción de estos contaminantes, siendo los tratamientos químicos los 

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

4.2. Procesos de eliminación de HAP por biodegradación. 

La biodegradación es una alternativa de remoción y degradación de los HAP que también puede ser usada 

en conjunto con procesos fisicoquímicos como: la incineración, extracción de peróxidos y procesos de 

calentamiento (Rivas et al., 2009 y Gaur et al., 2018). La biodegradación 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 biorremediación transforma moléculas orgánicas complejas, como los HAP, a otras de 

carácter más simple denominados metabolitos. Esta conversión usa tres mecanismos: adsorción, 

absorción y degradación. Los dos primeros mecanismos solo remueven los contaminantes. La adsorción 

es independiente del metabolismo, por tanto, la unión entre grupos funcionales de los contaminantes y 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 absorción, los 

contaminantes son ayudados por portadores que atraviesan la membrana celular acumulándose 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 degradación por otra parte usa 

los HAP como fuente de carbono, mineralizándolos gradualmente por ataques oxidativos dirigidos por 

oxigenasas hidroxilantes. En la degradación participan sistemas enzimáticos que adicionan átomos de 

oxígeno formando productos de degradación que podrán 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 remoción y 

degradación (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). Además, la presencia conjunta de diferentes HAP de alto peso molecular está ligada al aumento 
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de toxicidad e inducción de la biodegradación (Rodrígues et al., 2013). Por otra parte, algunos 

microorganismos mesófilos a su temperatura óptima de crecimiento, 25 - 40 °C (Kadri et al., 2017) y bajo 

condiciones aerobias, se ha publicado favorecen el proceso de oxidación 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 formación de radicales que desestabilizan los 

HAP (Bumpus et al.,1989 y Da Silva et al., 2004, Haritash y Kaushik, 2009). La oxidación que se realiza por 

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

 

La oxidación terminal sucede en el último carbono de un hidrocarburo lineal generando un grupo -OH que 

por acción de una deshidrogenasa y una aldehído-deshidrogenasa formará un aldehído y un ácido graso; 

respectivamente. Después, por una β-oxidación el metabolito se incorporará al metabolismo central, o por 

una ω-oxidación se realizará un segundo ataque oxidativo en el carbono terminal del extremo opuesto 

formando un ácido graso. La oxidación sub terminal formará un alcohol secundario que por 

deshidrogenación producirá una cetona sub terminal y después de un ataque oxidativo un éster. Este 

proceso romperá el hidrocarburo, formando una molécula de acetato y una de alcohol. Un proceso similar 

se observará en la oxidación de moléculas aromáticas. La figura 4.2. muestra las propuestas del inicio del 

proceso de biodegradación de HAP en bacterias y hongos además de las enzimas involucradas. 
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Figura 4.2. Propuesta de biodegradación microbiana aerobia y anaerobia de Hidrocarburos Aromáticos 
Policíclicos (Haritash y Kaushik, 2009). La tabla muestra las enzimas observadas al inicio de la 
biodegradación de alcanos, cicloalcanos y alquilbencenos (Beilen y Funhoff, 2007).  

 

4.2.1. Biodegradación 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 biodegradación 

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 degradación de HAP son distintos entre sí, ambos 

codifican para el empleo de HAP en ciclos celulares (Suenaga et al., 2009, Kweon et al., 2010) describiendo 

una posible evolución conjunta. En bacterias al igual que en otros sistemas vivos la degradación de HAP 

está definida por su número de anillos, para aquellos de más de 5, el B[a]P es el modelo degradación. La 

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

 

 

Figura 4.3. Degradación 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). Además, cis- 4,5- y 9,10- dB[a]P fueron 
propuestos al aislar los ácidos 4,5-criseno di carboxílico y cis-4-(8-hidroxipiren-7-il)-2-oxobut-3-enoico 
(Schneider et al., 1996). Las flechas en el esquema involucran múltiples pasos de degradación. 
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Como se ha observado en las bacterias, las di-oxigenasas forman parte de un complejo enzimático 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 adición de dos átomos de oxígeno a 

través de un proceso óxido-reductor aerobio que rompe el anillo aromático; proceso mediado por la 

aportación de 2 electrones a través de la coenzima NADH que actúa como agente reductor. (Cerniglia, 

1993; Kanaly y Harayama 2000). Los electrones aportados se transfieren a una ferredoxina, proteína de 

bajo peso molecular con un núcleo de hierro-azufre (Cammack, 1992). La ferredoxina acarreará los 

electrones a una hidroxilasa con sitios de unión para el oxígeno y se incorporarán los dos átomos de éste. 

 

En el proceso de degradación se producen metabolitos cis-di-hidroxilados los cuales pierden su 

aromaticidad (Wang et al., 2017). Posteriormente, el cofactor NAD+ reconstituirá el anillo formando 

catecol que será escindido en posición orto o meta entre grupos hidroxilos por un ataque mediado por di-

oxigenasas. Finalmente, se formarán intermediarios del ciclo del ácido cítrico, parte del metabolismo 

central. La figura 4.4 muestra el proceso general de la degradación microbiana aeróbica. 

 

 

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

 

La tabla 4.1. muestra características fisicoquímicas 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 degradación sucede en presencia de moléculas aceptoras de electrones como NO3-, 

SO4
2-, CO2, Fe3+ (Rainer y Housna, 2011 y Boopathy, 2017). 

 

Tabla 4.1. Características fisicoquímicas de metabolitos tipo di-hidrodiol provenientes de la degradación 
de Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos de alto peso molecular.  
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Un proceso de degradación 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, flavoproteínas y el 

cofactor NADH que en conjunto median la ruptura de los anillos aromáticos y la degradación di-hidrodioles 

(Haddock et al., 1993). Este sistema multicomponente también se describió en la degradación 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 relación 1:1:1 y de nueva cuenta en presencia del cofactor 

NADH (Enseley et al., 1981).  

 

4.2.2. Biodegradación 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 función de los contaminantes de exposición y la composición del sustrato. 

Los hongos lignolíticos como: Bjerkandera adusta, Phanerochaete chrysosporium y Pleurotus ostreatus 

cuentan con enzimas mono-oxigenasas que incrustan un átomo de oxígeno al anillo de benceno mientras 

un átomo más de oxígeno es reducido hasta la formación de agua (Suresh, et al., 2012). La figura 4.5. 

muestra una propuesta del proceso de degradación de B[a]P por hongos. 

 

Los sistemas de enzimas extracelulares lignolíticas degradan e incluso mineralizan HAP de bajo peso 

molecular (Cajthaml et al., 2002) por oxidación a través de la formación de cationes radicales y 

subsecuentes quinonas (Vyas et al., 1994). Estos sistemas están 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. Degradación de B[a]P por hongos a compuestos hidroxilados y dihidrodioles vía epóxidos y diol-
epóxidos 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-aromáticos como catecol 

y protocatecuato parte del metabolismo central. La figura 4.6. ilustra un proceso de degradación 

observado en hongos. La degradación de B[a]P por hongos además de generar los metabolitos 

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

 

4.2.3. Biodegradación de HAP por microalgas  

La amplia biodegradación 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 investigación de la biodegradación de HAP de alto peso molecular como 

B[a]P o B[a]A. En la biodegradación de HAP de alto peso molecular se ha usado, entre otras microalgas, a 

Selenastrum capricornutum como modelo de degradación obteniendo di-hidrodioles, hidróxidos y 

quinonas (Warshawsky et al, 1995; Olmos- Espejel et al., 2012; García de Llasera et al, 2016). La figura 4.7. 

muestra la hidroxilación de compuestos mono- y poli- cíclicos y su ruptura por oxigenasas para 

posteriormente participar en el metabolismo central. Sin embargo, no existe identificación del sistema 

enzimático involucrado en la degradación de los HAP por microalgas. 
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Figura 4.7. Degradación de compuestos mono- y poli- aromáticos por acción de mono- y di-oxigenasas. Se 
muestra en las secciones A) I. Hidrocarburos aromáticos mono y policíclicos, A) II. Naftaleno y Pireno, B) 
sustratos de mono- y di-oxigenasas y C) metabolitos intermediarios comunes en la ruptura meta y orto del 
anillo (Izquierdo, 2013) 

 

La identificación de cis-dihidrodioles en la biodegradación 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 acción conjunta de mono-oxigenasas y el sistema 

citocromo P-450 (Ke, et al., 2010). La biodegradación y vida media de los contaminantes depende de 

factores como las características del sistema vivo, el medio de contención e interacción microbiana. 

Algunas microalgas capaces de degradar HAP (Suresh, 2016), adicionalmente, han presentado efectos de 

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

 

La evaluación de la biodegradación de HAP por microalgas verdes ha mostrado que el proceso cuenta con 

similitudes con la degradación fúngica 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 acción de di-oxigenasas como en sistemas procariontes 

heterotróficos.  

4.2.3.1. Microalgas de interés en degradación de HAP  

La nutrición de las microalgas puede ser heterótrofa, autótrofa o la mezcla de ambas. La fotosíntesis, vía 

principal de su nutrición, emplea la clorofila α para absorber luz en el intervalo de 430 a 663 nm, al igual 

que las plantas superiores. Su estrecha relación con las plantas, además de bacterias, hongos y 
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protozoarios otorga variabilidad en su clasificación taxonómica teniendo una agrupación artificial 

(Dreckmann, et al., 2013).  

 

La estructura de las microalgas es eucariótica, excepto por las verde-azules que son procariotas. Pueden 

contar con flagelos como estructuras de locomoción, su pared celular está formada por celulosa, 

glicoproteínas e incrustaciones de sílice o carbonato de calcio. Sus cloroplastos le aportan carácter 

estructural mientras los tilacoides paralelos a la membrana pueden semejar hasta cuatro cubiertas más. 

Sus reservas de almidón se distribuyen en el citoplasma en forma de gránulos (Rojo, 2010).  

 

La reproducción con la que cuentan las microalgas es sexuada o asexuada con recombinación genética o 

sin ella; respectivamente. Se desarrollan predominante en sistemas acuáticos o en asociación con un 

sustrato. La adaptación y evaluación conjunta de diferentes cepas de microalgas se ha evidenciado por 

transferencia genética, enriquecimiento selectivo, hibridación 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 alifáticos 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 degradación 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 biodegradación de contaminantes por empleo de microalgas 
(Subashchandabrose, et al., 2013). 

Contaminante Alga Método Referencia  

 

Substitutos de anilina 

y fenoles 

 

Scenedesmus 

obliquus 

Relación cuantitativa estructura-

actividad 

Lu et al. (2007) 

Cu, Cd y Zinc 

 

Chorella sp.  Diseño de mezcla terciaria  Franklin et al. 

(2002) 

Cd y antraceno Desmodesmus 

subspicatus  

 

Prueba de inhibición de 

crecimiento  

Baścik-Remisiewicz 

et 

al. (2011) 
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Contaminante Alga Método Referencia  

 

Fármacos Pseudokirchneirella 

subcapcapitata 

Longitud de polimorfismo de 

fragmentos amplificados (ALFP) 

y análisis proteico 2-DE 

 

Vannini et al. 

(2011) 

Diferentes 

compuestos 

orgánicos 

Scenedesmus 

vacuolatus 

Concepto de acción 

independiente y concentración 

de adiciones  

 

Walter et al. (2002) 

Cu y Cd Chlorella vulgaris  Transcripción de genes por dos 

vías, prueba de ANOVA  

 

Qian et al. (2009) 

Fenantreno, B[a]P, Cd 

y Pb 

 

Chlorococcum sp. Estudios por diseño factorial  Suresh et al. 2013 

 

4.2.3.1.1. Scenedesmus acutus  

Scenedesmus es un género de microalga verde con más 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 comúnmente en pares, no móvil. Es formadora de colonias 

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

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

 

 

Figura 4.8. Microalgas usadas en la investigación. A) Scenedesmus acutus (Y. Tsukii, Japón, 2003) B) 
Scelenastrum capricornutum (Virág Hajnalka, Hungría, sin reporte de año). 
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4.2.3.1.2. Selenastrum capricornutum   

Selenastrum capricornutum es una microalga verde clorofita unicelular, no móvil, con forma de medialuna 

y un volumen aproximado de 40 a 50 μm3. Esta microalga, proveniente de sistemas acuáticos 

epicontinentales eutróficos u obligatorios, es sensible a sustancias tóxicas, 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 

degradación de los HAP otorgando datos de remoción de diferentes HAP y el tipo de metabolitos 

generados en la degradación. La tabla 4.3. resume algunos estudios de biodegradación de HAP por 

Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus publicados en la literatura. 

 

Tabla 4.3. Estudios de biodegradación de Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos por uso de las microalgas 
Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus 

Referencia Especie Exposición (µg 
mL-1) 

 

Metabolitos 
generados 

% Remoción / 
t. exposición 

(días) 

Warshawsky et al., 
1995 

S. capricornutum 
S. acutus 

B[a]P 40 a 1200 dihidrodioles-
HAP, quinonas, 

hidroxi-HAP 
 

99% y 97.4% / 
4 

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]P 
0.1 a 1.0 

dihidrodioles, 
hidroxi-HAP 

dihidrodioles 
 

96 - 100% / 7 
99% / 0.67 

(B[a]P) 

Warshawsky et al., 
2007 

S. capricornutum B[a]P 0.16 hidroxi-B[a]P y 
dihidrodioles 

 

50% / 14 

Lei et al., 2007 S. capricornutum Flu, Fen, Pir, 
B[a]P 0.10 a 1.0 

hidroxi-HAP y 
benzopiranona 

 

40-90% / 7 

Ke et al. 2010 S. capricornutum Flu, Fen, 
Fluoreno, B[a]P, 

Pir 0.15 a 1 

Hidroxi-HAP, 
quinonas, 

dihidroxi-HAP 
 

75-92% / 7 

Olmos-Espejel et al., 
2012 

García de Llasera et 
al., 2016 

S. capricornutum 
S. acutus  

B[a]P 0.26 dihidrodioles 95% / 3 
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4.3. Lisis celular  

La extracción de componentes intracelulares por lisis celular permite su evaluación. La lisis se puede 

realizar por métodos físicos, químicos o biológicos y se pueden obtener componentes proteicos con los 

que se puede evaluar la biodegradación de HAP. La selección del método de extracción dependerá de las 

características del sistema y 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 describirá el método de lisis por ultrasonido, que es el que se utilizó en este trabajo. 

 

Tabla 4.4. Principales métodos físicos, químicos y biológicos de lisis celular 

Métodos físicos Métodos químicos Métodos biológicos 

 

● Medio 

líquido 

●Ultrasonido 

● Liofilización 

●Prensas Gaulin / Manton 

●Prensa de French 

●Molinos Dyno / Coloidal 

● Tratamiento con ácido  

● Detergentes 

● Extracción con 

disolventes 

● Cambio en la presión 

osmótica 

● Enzimas digestivas  

● Fagos  

● Agentes inhibidores de 

pared celular 

● Medio 

sólido 

●Molino de perlas 

●Prensas X / Hughes 

                    ● Congelación-descongelación 

 

4.3.1. Ultrasonido como método de lisis celular  

El ultrasonido es usado en tratamientos de desinfección, filtración, deshidratación y extracción además de 

procesos médicos (Posch, 2008). Los equipos de extracción por ultrasonido emplean medios líquidos y 

generadores eléctricos, magnéticos o cinéticos que por empleo de un transductor generan energía 

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

 

La energía acústica generará zonas de baja presión que evaporarán rápidamente el líquido formando 

burbujas de gas colapsando por diferencias de presión, provocando un flujo acelerado con una tensión de 

corte sobre las células de hasta 10 kilo Pascal. Este proceso conocido como cavitación genera poros hasta 

la necrosis de la célula (Yuan et al., 2015), efectos dependientes de factores como la intensidad, señales 

de transducción intracelular, reorganización del citoesqueleto, cambios en la expresión de genes y la 

síntesis de proteínas (Lecina, et al., 2016). 

 

El ultrasonido como método de extracción es eficiente, económico y ecológico frente a los métodos 
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químicos o biológicos (Posch, 2008). La tabla 4.5. muestra estudios de microalgas en donde se usó el 

ultrasonido. 

 

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

Autor (año) Especie Frecuencia e intensidad Volumen Tiempo 

(min) 

Efectividad 

 

Simon (1974) Anabaera 

cylindrica 

No publicada; 1000 W 

cm-3 

100 µL 2 75% de las 

proteínas 

son liberadas 

 

Tang et al (2003) Spirulina 

plantensis 

1.7 MHz; 0.6 W cm-3 No 

publicado 

9 Inhibición del 

crecimiento 

 

Hao et al (2004) Spirulina 

plantensis 

1.7 MHz; 0.07 W cm-3 

20 kHz; 0.014 W cm-3 

800 mL 5 ~50% 

destrucción 

33.33% 

destrucción   

 

Mahvi y 

Dehghani (2006) 

 

Cyanobacteria 42 kHz; 0.07 W cm-3 1000 mL 2.5 100% 

destrucción   

Zhang et al 

(2006) 

Microcystis  

aeruginosa 

20 kHz; 0.08 W cm-3 

1320 kHz; 0.08 W cm-3 

1000 mL 10 14.29% 

destrucción   

55% 

destrucción   

 

Joyce et al. 

(2010) 

Microcystis 

aeruginosa 

40 kHz; 0.021 W cm-3 

864 kHz; 0.049 W cm-3 

200 mL 30 Aglutinación 

21.3% 

destrucción   

 

Pawalee et al 

(2011) 

Crecimiento 

natural de 

microalgas 

 

200 kHz; 0.015 W cm-3 200 mL 30 94.9% 

destrucción   

Wu (2011) Microcystis 

aeruginosa 

40 kHz; 0.0466 W cm-3 

864 kHz; 0.0929 W cm-3 

400 mL 30 4.31% 

destrucción   

61.11% 

destrucción   
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4.3.1.1. Tipos de ultrasonido  

Por intensidad de emisión 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 extracción; respectivamente. 

Los más usados son los de potencia que procesan una muestra generando cambios físicos y químicos 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 líquidos 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 metálico con una eficiencia > 95% y capacidad de usar distintas frecuencias, 

volviéndose los más usados. (Posch, 2008). 

4.3.1.2. Ventajas y desventajas de los métodos ultrasónicos  

Los elevados requerimientos de energía en los equipos de ultrasonido generan altas temperaturas de 

operación que pueden dañar los componentes celulares termolábiles por formación de radicales libres o 

vórtices que aumentan la tensión 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 cavitación permitiendo 

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

 

Factores adicionales que afectan el proceso de extracción por ultrasonido son: adhesión, propiedades 

celulares, tipo y volumen de disolventes a emplear, además de la composición de la muestra (Azuola y 

Vargas, 2007). En conjunto incrementan la reactividad, el rendimiento de las reacciones, y la 

descomposición molecular (Posch, 2008).  

 

4.3.1.3. Lisis de microalgas por ultrasonido  

Las células más sensibles a las ondas ultrasónicas son las de origen animal después las bacterias Gram (-) 

y bacterias Gram (+). Siendo las levaduras las menos afectadas y las esporas, el componente celular más 

resistente (Yuan et al., 2015). La composición 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 útiles en la lisis de microalgas, ilustrados en la figura 4.9., cuentan con una demanda 
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energética de 100 a 400 w y una salida acústica que comienza en los 20 KHz. Cuentan con parámetros 

modulables como intensidad, temperatura y tiempo de ejecución incluso por ciclos (Posch, 2008). Algunos 

equipos cuentan con sondas intercambiables (sonotrodos). 

 

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

 

Se ha observado que los medios líquidos 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 visualización de componentes intracelulares por 

la dispersión de las burbujas de gas en su interior. Al aumentar la energía proporcionada, la concentración 

extracelular de clorofila aumenta asumiendo una disrupción 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 ultrasónico en algas verde-azules y microalgas 
(Lecina, et al, 2017) 

Energía Microalga Objetivo Frecuencia kWh-1 
/ m-3 

Mecanismo Referencia 
 

 
 
 
 

Alta 

Arthrospira 
platensis 

 

Extracción de β 
carotenos 

20 KHz 
 

214.8  
 
 
 

Cavitación 
transitoria 

Dey y 
Rathod 
(2013) 

Microcystis 
aeruginosa 

Inhibición de 
crecimiento 

ruptura celular 
 

25 KHz 26.67 Zhang et al. 
(2006) 
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Energía Microalga Objetivo Frecuencia kWh-1 
/ m-3 

Mecanismo Referencia 
 

Chlamydo-
monas 

reinhardtii 
 

Disrupción celular 20 KHz 22.2 
 

Gerde et al. 
(2012) 

Separación 
ultrasónica 

Monodus 
subterraneus 

Agregación celular 2.1 MHz 16-24 
 

Agregación 
inducida 

 

Bosma et 
al. (2003) 

Baja Arthrospira 
sp 

Ruptura de 
vesículas de gas 

 

20 KHz 1.1 -
2.2. 

Cavitación 
estable 

Lecina, et 
al. (2017) 

 

Con la microalga Chorella vulgaris sometida a ultrasonido se demostró una destrucción del 56.7% al contar 

con una pared celular robusta. Su pared compuesta por ácido úrico que varía el pH y la viscosidad provocó 

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 extraídos (Janczyk, 2005) y posteriormente analizarlos por 

técnicas analíticas como Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (Li et al., 2012).  

4.4. Cromatografía de exclusión molecular 

La Cromatografía de Exclusión Molecular conocida también como filtración sobre gel o permeación sobre 

gel, es útil en el fraccionamiento de muestras, purificación y separación de biomoléculas como proteínas, 

enzimas, polisacáridos, ácidos nucleicos y otras macromoléculas. Cuenta con una fase estacionaria porosa 

que permite la elución diferencial de los solutos en función de su tamaño, y/o forma molecular, 

disminuyendo la complejidad de la muestra y el empleo de técnicas posteriores permitiendo el análisis de 

componentes menos abundantes (UAH, 2017).  

 

Este proceso cromatográfico no depende de interacciones fisicoquímicas entre los analitos y la fase 

estacionaria, la cual cuenta con una adsorción mínima de los componentes de tal manera que el 

amortiguador de trabajo (fase móvil), no afecta la resolución y con un flujo isocrático se pueden obtener 

los componentes de interés. Cromatografía de Exclusión Molecular permite un análisis automático de 

biomoléculas sensibles a cambios de pH y condiciones ambientales, además de muestras con iones 

metálicos o cofactores pudiendo tratarlas a un intervalo amplio de temperaturas sin necesitar 

tratamientos posteriores obligados. Y lo más importante, posibilita la extracción secuencial de los 

componentes por su PM favoreciendo el proceso de purificación, 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 Cromatografía de Exclusión Molecular consta de tres modalidades: preparativa, analítica 

y de desalado. 

4.4.1 Modalidades exclusión molecular  

La modalidad preparativa separa dos o más 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 análisis o 

almacenamiento. El tamaño habitual de las partículas de la fase ronda los 12 µm, en función del tamaño y 

la calidad del empaquetamiento se proporcionará una resolución de moderada a alta. La longitud de las 

columnas está en el intervalo de 30 a 100 cm. La altura y el diámetro del empaque determinarán el 

volumen de muestra, volúmenes pequeños de muestra pueden eluir por gravedad. 

 

La modalidad analítica se emplea para realizar el análisis de los componentes de una muestra sin un 

proceso obligado de fraccionamiento. El análisis emplea detectores Ultravioleta con arreglo de fotodiodos, 

de dispersión de luz de multiángulo o de fluorescencia, además de espectrómetros de masa. Esta 

modalidad es útil en la evaluación 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 tamaño de partícula de las fases ronda 

los 4 a 12 µm proveyendo una alta resolución en columnas pre-empacadas. La precisión y reproducibilidad 

se favorece con sistemas de cromatografía líquida en lugar de emplear bombas peristálticas o flujo a 

gravedad.  

 

La metodología de desalado e intercambio de amortiguador se usa para separar moléculas pequeñas, 

como la sal, de moléculas más grandes como las proteínas; proceso útil para el análisis cromatográfico 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 partículas grandes que generan una contrapresión baja a 

flujos altos. La separación y análisis de los componentes de las muestras se pueden estudiar por ciertos 

parámetros cromatográficos. 

4.4.2.  Parámetros cromatográficos en exclusión molecular  

Los resultados de esta técnica se expresan gráficamente en cromatogramas que muestran la 

concentración y elución de los componentes de la muestra de acuerdo con su tamaño molecular. Las 

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

volumen geométrico que ocupa la fase (Vc). 

 

El volumen de elución (Ve) de los componentes, a veces referido como volumen de retención (Vr) se puede 

observar gráficamente en los cromatogramas y varía en función del volumen de la muestra aplicado y las 

características del empaque de la columna. El factor de distribución o de reparto “Kd” define la elución de 

un componente como su distribución entre dos fases, independientemente de las dimensiones de la 

columna (ecuación 1). 

 

𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 1.  𝐾𝑑 =
𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑙𝑎 𝑓𝑎𝑠𝑒 𝑒𝑠𝑡𝑎𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑟𝑖𝑎 

𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖ó𝑛 𝑑𝑒𝑙 𝑠𝑜𝑙𝑢𝑡𝑜 𝑒𝑛 𝑓𝑎𝑠𝑒 𝑚ó𝑣𝑖𝑙 
 

 

El volumen de la fase móvil entre las partículas de la fase compondrá el Vo mientras el volumen dentro 

corresponderá al volumen del poro (Vi), las moléculas pequeñas eluyen con el (Vt) de la columna, suma 

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

 

𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 2.  𝐾𝑑 =
𝑉𝑒 − 𝑉𝑜

𝑉𝑖
=

𝑉𝑒 − 𝑉𝑜

𝑉𝑡 − 𝑉𝑜
 

 

De esta manera los componentes grandes tendrán un Kd cercano a 0 y los más pequeños mostrarán un 

valor de Kd cercano a 1. Valores > 1 reflejarán efectos de adsorción no específicos y valores alrededor de 

0 mostrarán la formación de canales y la necesidad de re-empacar la columna. Al ser difícil de determinar 

el Vi se suele cambiar por la constante de distribución promedio (Kav) sustituyendo el Vt por el Vc. La Kav 

suele ser más sensible a variaciones de parámetros como el flujo siendo importante la determinación del 

Vc de la fase, su determinación se muestra en la ecuación 3. 

𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 3.  𝐾𝑎𝑣 =  
𝑉𝑒 − 𝑉𝑜

𝑉𝑐 − 𝑉𝑜
 

 

Se ha observado que los PM de los componentes y su elución cuentan con una relación sigmoidea. Por 

tanto, se emplean los logaritmos de los PM para construir curvas de calibración y evaluar la selectividad 

de las columnas, característica dependiente de la distribución del tamaño 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 límite de exclusión (LE) determinará las moléculas que serán excluidas y acarreadas por el Vo, el cual 

puede ser determinado por la curva de calibración. La cual al contar con una pendiente pronunciada 

mostrará una mejor separación (alta selectividad). La selección de la fase debe procurar que los 

componentes de interés se encuentren dentro del intervalo lineal. 

 

La Cromatografía de Exclusión Molecular solo se impacta por efectos estéricos, pero existen algunas 

interacciones generadas por la fase y biomoléculas altamente cargadas con una fuerza iónica muy baja. 

Por ejemplo, las moléculas aromáticas que eluyen en fases densas presentarán interacciones hidrofóbicas. 

Estas interacciones adicionales se pueden contrarrestar con la selección adecuada del amortiguador de 

corrida.  

 

La resolución (Rs) de los componentes es el grado de separación de estos y depende de la selectividad de 

la fase y el ensanchamiento de los picos cromatográficos afectado por factores como las características y 

calidad de la fase y de la columna, el volumen de la muestra, el flujo, la viscosidad de la fase móvil y el 

equipo usado en el proceso. La expresión de Rs se muestra en la ecuación 4. 

 

𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 4.  𝑅𝑠 =
𝑉𝑒2 − 𝑉𝑒1

1
2⁄ (𝑤1 + 𝑤2)

 

 

Donde Ve1 y Ve2 son el volumen de elución de dos compuestos adyacentes y w1 y w2 son el ancho a la 

base de los picos de interés. La Rs se afectará por la calidad del empaquetamiento de la fase siendo 

inevitable la dilución de la muestra fenómeno conocido como difusión.  La separación se limitará por el Vc 

y se caracterizará por la determinación de los platos teóricos por metro y el factor de asimetría de los 

picos. 

4.4.3. Condiciones o variables para optimizar en exclusión molecular 

La preparación de la muestra y el amortiguador debe procurar la eliminación de impurezas por 

centrifugación o filtración 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 concentración 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 separación de distintos componentes proteicos facilitando procesos 

de purificación, análisis subsecuentes y almacenamiento. El ingreso de burbujas de aire al empaque se 

debe evitar con la desgasificación del amortiguador y manteniendo la temperatura similar a la columna 

antes de su uso.  

 

La optimización de la resolución depende de factores como las características de la fase, el volumen de 

muestra, características de la columna y del sistema cromatográfico además de los parámetros 

experimentales. La fase debe contar con un adecuado intervalo de trabajo y un tamaño de partícula 

pequeño. Discernir entre dos columnas puede apoyarse en una pendiente pronunciada de la curva de 

calibración asociada a una óptima resolución de los componentes. Un tamaño de partícula pequeño será 

más eficiente con la desventaja de generar una alta contrapresión. 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 evitarán el traslape de picos cromatográficos, por el contrario, una muestra de 

alta concentración de proteínas afectará la viscosidad y por consiguiente la separación. El volumen de 

muestra que también influye en la resolución solo se podrá 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 tamaño de la columna generalmente definido por el volumen de la muestra determina así que 

muestras de gran volumen ocuparan columnas más largas impactando la resolución (mostrando una 

relación de la raíz cuadrada de la longitud) y los tiempos de trabajo. De no contar con la instrumentación 

adecuada, la separación de grandes volúmenes puede realizarse en diversas columnas pequeñas juntando 

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

 

Alcanzar una resolución adecuada en el menor tiempo posible puede afectarse por el flujo de la fase móvil. 

Por tanto, flujos bajos permitirán una la resolución adecuada, pero afectarán a moléculas pequeñas. 

Aumentos en el flujo mostrarán una pérdida de resolución, este efecto puede controlarse usando un 

mayor volumen de muestra. Una concentración alta de la muestra aumentará la viscosidad y de esta 

manera también aumentará el fenómeno de difusión determinando que algunas proteínas no deberán 

sobrepasar ciertos valores de concentración. Considerando que el flujo máximo posible decrece en función 

de la viscosidad del eluyente. 

 

Características del amortiguador como: el pH, la fuerza iónica y la composición afectaran la estabilidad de 
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los componentes a separar. Condiciones extremas pueden generar disociaciones, asociaciones o 

formación de complejos proteicos. Estos efectos pueden controlarse por agentes aditivos repercutiendo 

en la viscosidad y por tanto en la separación. Por ejemplo, el empleo de detergentes favorecerá la 

separación de componentes membranales a costa del funcionamiento del componente a separar. Algunos 

desnaturalizantes como clorhidrato de guanidina o urea aumentarán la solubilidad sin embargo las 

proteínas también pueden ser desnaturalizadas (Janson,2011).  

 

Por tanto, los soportes deben ser inertes, estables y resistentes, con un tamaño de poro uniforme y 

diámetro de partícula variable en función del uso, capaces de formar una red de poros que como se ha 

mencionado retengan los componentes de menor tamaño de la muestra entre los poros del soporte 

mientras los de mayor tamaño son excluidos y salen de la columna rápidamente, generando diferencias 

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

 

 

 

Figura 4.10. Esquema del proceso de cromatografía de exclusión molecular a nivel analítico y preparativo 
para el análisis, fraccionamiento y limpieza.  

 

4.4.4. Tipos de empaques en exclusión molecular  

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

acuosas, útiles en la separación de macromoléculas biológicas mayormente están conformadas por sílice 
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o agarosa con bajas cantidades de grupos iónicos o hidrófilos que puedan interactuar con los compuestos 

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

 

Tabla 4.8. Principales propiedades fisicoquímicas de las fase estacionaria usadas en la cromatografía por 
exclusión molecular con base en su conformación.  

Propiedad Conformación 
Sílice Partículas de agarosa 

Composición química SiO2 

 
Polisacáridos  

Superficie de 
recubrimiento  

Silanoles bloqueados para minimizar 
la adsorción  
 

No requiere  

Estabilidad de pH 2-8 a nivel operacional  3-11 operacional 1-12 limpieza y 
almacenamiento  
 

Estabilidad mecánica  Rígida, alta estabilidad a la presión  
 

Rigidez alcanzada por 
entrecruzamiento químico  
 

Porosidad  Puede ser controlada para la 
variación de la separación  

Puede ser controlada para la 
variación de la separación 

 

Las fases comercialmente disponibles se clasifican por tamaño. Existen de tamaño estándar con una 

partícula de 4 a 12 µm y las usadas en Cromatografía de líquidos de ultra alta resolución con un diámetro 

< 4 µm. Generalmente entre más pequeña la partícula dará mejores resoluciones. Las fases para 

Cromatografía de líquidos de ultra alta resolución proveen corridas rápidas de alta resolución a costa de 

una alta contrapresión volviendo necesario equipamiento específico ante perdidas de resolución por 

volúmenes muertos, calor y flujos de corte. 

 

Las columnas pre-empacadas son altamente recomendables para análisis de rutina debido a su 

empaquetamiento uniforme. Las fases con base en agarosa cuentan con bajas interacciones no específicas 

derivando en leves variaciones entre diferentes inyecciones y análisis. Ofrecen una alta resolución 

acompañada de diferencias menores en el tiempo de retención y volumen de retención con una desviación 

estándar relativa <6% y <10%; respectivamente. Estas fases pueden ser utilizadas en la evaluación de 

formación de agregados (ensayos de pureza). La selección de la fase debe considerar el objetivo del 

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

 

Las columnas con base en dextran y agarosa otorgan una estabilidad fisicoquímica en un intervalo de 



Antecedentes 

 
34 

 

temperatura de trabajo de 4 a 40 °C. Este tipo de fase con partículas de 13 µm ofrece intervalos de trabajo 

de 0.1 hasta 600 kDa. Por otra parte, las fases con partículas de 9 µm permiten una mejoría en la Rs de 

proteínas globulares de gran tamaño de hasta 1 x 104 kDa. Finalmente, fases con partículas de 34 µm son 

útiles en el escalamiento de ensayos.  

 

Las fases de agarosa entrecruzada cuentan con amplios intervaloss de separación y bajas interacciones 

entre las proteínas y la fase estacionaria. Son altamente rígidas permitiendo tratar con eluyentes viscosos. 

Su intervalo de trabajo va de 5 a 5000 kDa y de 1 a 300 kDa con partículas de 13 µm y 11 µm; 

respectivamente. Estas fases son ampliamente útiles con moléculas pequeñas y ensayos a microescala, 

mencionando que las moléculas pequeñas pueden sufrir interacciones hidrofóbicas. 

 

Las fases de sefacril ofrecen una alta resolución en un intervalo amplio con partículas de un tamaño de 

hasta 50 µm siendo útiles para moléculas muy grandes. La composición de esta fase consta de la unión de 

dextran y n-n-metileno bis-acrilamida formando una fase hidrófila con fenómenos de adsorción no 

específicos. Estas columnas emplean amortiguadores acuosos, aditivos y agentes desnaturalizantes en el 

intervalo de 4 a 40 °C.  

 

Las fases de Sephadex son útiles 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. Están conformadas por el entrecruzamiento de dextran con epiclorhidrina. En 

estas fases él LE y el intervalo de trabajo se controlan por la variación del entrecruzamiento de las fases. 

Los componentes con PM por encima del LE, además de sales y colorantes pueden ser separados de la 

muestra. Sephadex G-25 es la fase más común para realizar la separación de proteínas globulares. Por otra 

parte, G-10 es útil en el desalado, mientras la fase G-50 es usada en la separación de moléculas de gran 

tamaño (> 30 kDa). Las distintas fases se pueden adquirir en diferentes tamaños de partícula entre ellos la 

superfina, fina y media; siendo útiles a pequeña 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 selección de la fase 

debe contemplar que el PM más 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 móvil. Para evitar interacciones iónicas se pueden utilizar adiciones de cloruro de sodio (25 mM). La 

instrumentación cromatográfica emplea lámparas Ultravioleta con una emisión aproximada de 280 nm 

para la lectura de proteínas. Una configuración tándem 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 concentración previos para muestras de gran volumen.   

 

La limpieza de las fases se puede realizar con un Vc de hidróxido de sodio o ácido acético (0.5 M), para 

después usar 2 Vc del amortiguador. Dependiendo de la muestra analizada se cambiarán los filtros de la 

columna y/o se descartarán 2 a 3 mm de la fase superior. Las columnas usadas en procesos de preparación 

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 consideración del flujo reverso solo se tomará en cuenta al contar con casos severos de 

contaminación. 

4.4.5. Aplicaciones de la exclusión molecular.   

Este procedimiento es exitoso en la separación, detección e identificación de proteínas de baja abundancia 

provenientes de células eucariotas o procariotas complejas, proveyendo tiempos de separación cortos y 

precisos a través de bandas cromatográficas definidas. No genera pérdida de muestra ni degradación del 

soporte al no interactuar entre ellos. El lisado celular previo puede producir baja presencia de proteínas 

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

 

Las aplicaciones de esta metodología van desde analíticas pasando por el control de calidad hasta bío- 

terapéuticas. Es un método útil en la determinación del tamaño molecular de los componentes de una 

muestra determinando el perfil de los componentes presentes. Además, este proceso es útil en el 

monitoreo de la calidad y estabilidad de una proteína, complementando el estudio de formación de 

complejos, agregados y formas degradadas de las proteínas presentes describiendo su interacción y las 

condiciones en las que se realiza. 

4.5. Métodos de extracción de metabolitos de HAP con adsorbentes  

El aislamiento de componentes de muestras complejas por métodos convencionales como extracción 

líquido-líquido cuenta con la desventaja de requerir grandes cantidades de disolventes además de pasos 

adicionales de limpieza.  Por lo que son necesarios métodos analíticos rápidos, selectivos y sensibles para 

determinar metabolitos potencialmente más tóxicos (Luan, et al., 2007). Como sucede con la identificación 

y análisis 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 concentración. 
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4.5.1. Extracción en fase sólida  

Un procedimiento eficaz para el aislamiento de metabolitos de HAP es la Extracción en Fase Sólida o la 

Dispersión de Matriz en Fase Sólida. Estas técnicas basan su éxito en la miniaturización consumiendo 

menos reactivos, matriz y tiempo, proporcionando recobros altos.  

 

Extracción en Fase Sólida es un tratamiento para la limpieza y preconcentración simultánea de muestras 

acuosas. Este procedimiento es similar a cromatografía de líquidos al retener compuestos de interés. La 

Extracción en Fase Sólida emplea columnas de 1 a 5 cm de longitud empacadas con 50 mg a 10 g de 

adsorbente de tipo hidrófilo o hidrofóbico (incluso de intercambio iónico o mixtos). El adsorbente será 

activado con un volumen de disolvente de hasta 8 veces el volumen del sorbente. La fase móvil involucrada 

en el proceso fluirá libremente o por un pequeño diferencial de presión por uso de vacío o un flujo de gas. 

La muestra se cargará para limpiar y retener componentes en la superficie del adsorbente relacionando 

su desempeño 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 elución de 

los analitos de interés al detener la interacción con el adsorbente colectándolos en el menor volumen 

posible. El recobro estará gobernado por la interacción del analito con el sorbente (Cromlab, 2022). Este 

proceso se puede observar en la figura 4.11. 

 

 

Figura 4.11. Diagrama de los 4 pasos presentes en el proceso de Extracción en Fase Sólida para la 
eliminación de impurezas y la colecta de compuestos de interés a partir de muestras líquidas. 
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En el análisis de HAP de bajo peso molecular a nivel traza la metodología de Extracción en Fase Sólida 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 sólida. Olmos-Espejel y colaboradores 

(2012) desarrollaron una metodología de Extracción en Fase Sólida en línea y fuera de línea acoplada a 

Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución para el análisis y cuantificación 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 Hernández Blanco y García 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 B[a]A y B[a]P. 

 

La Extracción en Fase Sólida es una técnica robusta y útil en el seguimiento de metabolitos de HAP tipo di-

hidrodiol y mono-hidroxilados compatible con métodos cromatográficos y muestras biológicas de diverso 

origen (Marqués et al., 2021). Algunos factores importantes que impactan su rendimiento son: el equilibrio 

(relación de la concentración molar entre las dos fases), factor de retención (diferencia de elución entre 

un compuesto de interés y aquel que no es retenido en relación con el analito no retenido); exclusión (por 

adición excesiva del analito o un flujo rápido de los eluyentes que limita el equilibrio o alcanza el volumen 

de fuga), factores fisicoquímicos (área superficial, tamaño y dimensiones de partícula, la capacidad del 

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

4.5.2. Dispersión de matriz en fase sólida  

El tratamiento de materia orgánica para la extracción de hidrocarburos comúnmente usa el método de 

Soxhlet y gran cantidad de disolventes (Grice et al, 1988; Matchette y Dowel, 2012). Una alternativa a este 

método es Dispersión de Matriz en Fase Sólida en esta, la muestra es obtenida por centrifugación, 

maceración, pulverización entre otros métodos. Posteriormente la muestra se dispersa y homogeneiza 

con adsorbentes como la fase sílice C-18 previamente activada con disolventes en un recipiente inerte 

para su empaquetamiento en una columna de cristal o polímero. El proceso continúa con el lavado, que 

realiza la eliminación de interferentes y termina con la elución 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 Dispersión de Matriz en Fase Sólida para 
la eliminación de impurezas y la colecta de compuestos de interés a partir de muestras sólidas. 

 

Los soportes con un diámetro pequeño (3-10 µm) proveen tiempos de elución prolongados mientras los 

de un diámetro más grande (40 µm), usados con mayor frecuencia, ofrecen tiempos de elución reducidos 

y son menos costosos. La relación muestra: soporte, varía de 1:1 a 1:4 y el tipo de disolvente impacta 

directamente en el proceso de separación y elución. 

 

La Dispersión de Matriz en Fase Sólida ofrece una separación rápida y eficiente excluyendo el riesgo de 

degradación por procesos de calentamiento. Fue desarrollada en 1989 por Steven Barker y asemeja 

aspectos de Extracción en Fase Sólida realizando la extracción y limpieza en una sola etapa, reduciendo el 

tiempo de análisis y el empleo de disolventes. Mientras en Extracción en Fase Sólida la ruptura de la 

muestra es un proceso adicional con pérdida de componentes, en Dispersión de Matriz en Fase Sólida 

sucede con la dispersión aumentando la superficie de extracción con interacciones fisicoquímicas diversas 

y más fuertes entre la muestra, el analito de interés, el soporte, y los disolventes simultáneamente. 

Además de involucrar las propiedades del soporte generando una superficie de absorción mayor 

involucrando toda la columna, mientras en Extracción en Fase Sólida solo la parte superior. 

 

Los análisis existentes de extracción de HAP por Dispersión de Matriz en Fase Sólida ofrecen buenos 

resultados partiendo de matrices como suelos y plantas (Sánchez-Brunete et al., 2007) con rendimientos 

altos (Pena et al., 2008) hasta partes por trillón, niveles ultra traza. Esta técnica resulta útil en la 
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preconcentración de los metabolitos de la degradación de HAP por microalgas verdes (Olmos-Espejel et 

al., 2012). El aislamiento de metabolitos de HAP de alto peso molecular a través de Dispersión de Matriz 

en Fase Sólida con sílice C-18 como soporte (Hernández Blanco y García de Llasera 2016) permitió 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[a]A y B[a]P, logrando la observación 

de los metabolitos hasta por 48 h de exposición. 

4.6. Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución y análisis de HAP 

Las técnicas más usadas en la determinación de HAP suelen ser cromatográficas además de electroforesis 

capilar (Graupner et al., 2014), espectrofotometría (Dissanayake, 2010), y métodos semicuantitativos 

como los fluorimétricos (Greene et al., 2017). La cromatografía es un método físico de separación en el 

cual los componentes de una muestra son distribuidos en dos fases, una de las cuales es estacionaría y la 

otra móvil, moviéndose en dirección fija (IUPAC, 2017). Las condiciones de operación dependerán de las 

propiedades fisicoquímicas de los analitos y la matriz.  

 

Análisis de muestras ricas en HAP (agua, sedimentos marinos, tejidos entre otras), realizados por 

cromatografía de gases (GC, por sus siglas en inglés) han usado diversos detectores entre ellos los de 

ionización de flama, trampa de iones, fluorescencia o espectrometría de masas (Banedé, et al., 2017; 

Cajthaml, et al, 2002; Izquierdo, 2013, Ke, et al., 2010).  Por otra parte, Cromatografía de Líquidos de Alta 

Resolución es una técnica útil en la determinación de compuestos volátiles de alto peso molecular 

mediante detectores selectivos permitiendo el seguimiento de HAP y sus metabolitos. La tabla 4.9. 

muestra un resumen de análisis de HAP realizados con base en Cromatografía de Líquidos de Alta 

Resolución y diferentes técnicas de tratamientos de muestra. 

 

Tabla 4.9. Análisis de Hidrocarburos Aromáticos Policíclicos por Cromatografía de Líquidos de Alta 
Resolución en diversas muestras por uso de distintas técnicas de tratamiento.  

Referencia  HAP  Muestra  Técnicas de tratamiento de 
muestra 

Detección  

Deka et al., 
2022 

14 HAP  Filtro de papel, 
muestreo pasivo  
 

Ultrasonido, filtración, 
rotavapor, limpieza por sílice  

 
Ultravioleta 

Myint Zaw et 
al., 2022 

B[a]A, 
B[a]P y 
B[b]F 

Té  Extracción en fase sólida 
asistida por vórtice  

Ultravioleta 
con arreglo 
de diodos 
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Referencia  HAP  Muestra  Técnicas de tratamiento de 
muestra 

Detección  

Tong et al., 2022 8 HAP Agua  Extracción en fase sólida por 
barra magnética (MSPE) 
 

Longitud de 
onda variable 

Abril et al., 2022 14 HAP  Materia particulada 
suspendida obtenida 
de plantas de cemento  
 

Sequedad para volatilizar 
materia orgánica, ultrasonido, 
rotavapor, filtración  

Fluorescencia 

Zhang et al., 
2022 

5 HAP 
 

Agua de grifo  Micro extracción en fase 
sólida en tubo y análisis por 
sonda de titanio 

Longitud 
variable 

Moradi et al., 
2022 

7 HAP y 
22 
alquil- 
HAP 
 

Muestras urbanas de 
aire  

Mezcla de disolventes  Fluorescencia 
y Ultravioleta 

Fasano et al., 
2016  

10 HAP  Queso  Saponificación, extracción 
líquido-líquido y EFS 
 

Fluorescencia 

Santonicola et 
al., 2017  

14 HAP  Leche  Saponificación, extracción 
líquido-líquido y EFS 
 

Fluorescencia 

Battisti et al., 
2014 

13 HAP  Yogur  Saponificación y extracción 
líquido – líquido  
 

Fluorescencia 

Onopiuk et al., 
2022 

6 HAP  Cárnicos sometidos a 
procesos de 
calentamiento  
 

Saponificación, EFS y 
liofilizados  

Ultravioleta y 
fluorescencia 

Gorovtsov et al., 
2022 

16 HAP  Comunidades 
microbianas de suelos 
contaminados  
 

Saponificación  Fluorescencia 

Houessou et al., 
2007  
 

16 HAP  Bebidas de café  Saponificación alcalina  Fluorescencia 

Du et al., 2022 16 HAP  Suelos de tierras de 
cultivo  
 

Extracción con soxhlet y 
disolventes  

- 

Martínez-
Toledo et al., 
2022 

11 HAP Bacterias  Extracción con disolventes y 
rotavapor  
 

Longitud 
variable 

Sillapawisut et 
al., 2022 

6 HAP Agua de: grifo, rio, 
desechos, salobre  
 

EFS en jeringa  Fluorescencia 

EFS: Extracción en Fase Sólida 
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4.7. Electroforesis 

Las técnicas electroforéticas son de gran importancia para el análisis de proteína siendo un sistema 

conformado por un ánodo y un cátodo enlazados por un electrolito. Electroforesis es un término general 

para englobar la migración y separación de partículas cargadas (iones) a causa de un campo eléctrico y 

diferencias en su movilidad.   

 

La movilidad es dependiente de factores como tamaño, forma y carga de la partícula; además de la 

temperatura de separación. Los parámetros electroforéticos son la corriente, voltaje y potencia, sin dejar 

de lado la fuerza iónica, pH, viscosidad, tamaño de poro entre otras características. Estos factores 

describen el medio en el que se realiza la separación. El proceso de electroforesis tiene la desventaja de 

generar un aumento de temperatura mediante la corriente eléctrica que al variar generará diferencias de 

migración de proteínas 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 iónica, 

que provocan un efecto de tamizado dependiente del soporte usado. Esté en forma de gel suprime las 

corrientes térmicas de convección y difusión ofreciendo un formato convencional de revelación, la tinción 

del soporte. Sin embargo, la movilidad y resolución pueden afectarse por factores como: intercambio 

iónico 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, mecánicamente estables, inertes y transparentes con un tamaño de poro 

variable. Siendo este parámetro el que limita y mejora la eficiencia de la resolución de las proteínas (PM > 

500 kDa). En la figura 4.13. se muestra un esquema de la instrumentación.  

 



Antecedentes 

 
42 

 

 

Figura 4.13. Esquema de la instrumentación utilizada en la realización de electroforesis SDS PAGE. 

 

El gel PAG está compuesto por monómeros de acrilamida polimerizados en presencia de radicales libres 

del iniciador que suele ser persulfato de amonio o riboflavina. La reacción de polimerización se regula por 

adición de aminas terciarias y el tamaño de los poros se ajusta por la concentración de acrilamida. La 

relación de acrilamida y el agente de entrecruzamiento genera un tamizado molecular que modula la 

separación en función del tamaño de los componentes. 

 

Para que la muestra se solubilice y no sufra agregación se adiciona urea o detergentes no iónicos como 

agentes de disociación. Adicionalmente para evitar la oxidación de los grupos tiol y la formación de enlaces 

disulfuro se emplean agentes reductores como el β-mercaptoetanol que en conjunto con los agentes de 

disociación separan deliberadamente las proteínas y sus agregados en las subunidades correspondientes. 

Estas condiciones suelen ser útiles 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 

separación rápida y fina además de estabilidad térmica culminando el proceso con la tinción del gel. Su 

versión horizontal es la más recurrente al contar con una refrigeración 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 selección para análisis de mezclas complejas de proteínas. Siendo habitual el empleo 

de sistemas multifásicos manejando un gel de apilamiento de poro grande no restrictivo en el cual se 

realizará una isoteoforesis sin efecto de tamizado molecular. Este primer gel se encuentra sobre un gel de 

separación que se caracteriza por un poro pequeño en el cual como su nombre dicta se realiza la 

separación. Cada gel contará con condiciones distintas útiles para muestras diluidas proporcionando una 

resolución superior a la ofrecida por un gel de concentración única. La tasa de migración de una proteína 

se comparará con la tasa de migración de proteínas estándar de PM definido, obteniendo estimaciones 

precisas del PM de los componentes proteicos presentes.  

 

El análisis de proteínas en geles de electroforesis realizado por el proceso de tinción emplea el uso de un 

fijador para precipitar las proteínas y evitar la difusión fuera del gel. Los geles se tiñen uniformemente 

sumergiéndolos completamente en la solución de tinción. El proceso dependerá del grosor del gel siendo 

el azul de coomassie y el negro de amido los tintes más habituales. Al finalizar la tinción por fotografiado 

o escaneado por densitometría se registrará la posición e intensidad de las bandas plasmadas en el gel 

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

4.7.2.1 Empleo de electroforesis en la proteómica de microorganismos degradadores de 

contaminantes  

Esta técnica ha resultado útil en la determinación de los sistemas enzimáticos involucrados en la 

degradación de HAP de alto peso molecular como antraceno y B[a]P. Luo y colaboradores (2016) 

demostraron mediante la evaluación de sustratos catalíticos la presencia de una proteína (49 kDa) 

involucrada en la degradación de los HAP por Rhodococcus. Por otra parte, Subashchandrabose y 

colaboradores, (2019), demostraron la sobre expresión de amidohidrolasa en Rhodococcus wratislaviensis 

inducida por pireno y B[a]P. Este último provocó la sobre expresión de una señal asociada a un PM de 40.3 

kDa. 

 

El proceso de electroforesis se ha usado para la caracterización 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 degradación de naftaleno determinando la presencia de la enzima 2,3-di-hidroxibifenil di-

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

 

Chen y colaboradores (2015), demostraron que la bacteria Shewanella xiamenensis BC01 sobre produce 

proteínas con PM entre 35-55 kDa como respuesta ante el incremento de calcio y compuestos aromáticos. 

Los análisis se realizaron por electroforesis (SDS-PAGE) y tuvieron seguimiento por espectrometría de 

masas en tándem. El incremento de Ca2+ permitió 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 aromáticos como Hu y colaboradores (2019) lo demostraron.  

 

El análisis electroforético (SDS-PAGE) mostró que algunas proteínas en el intervalo de 20.1 a 97.2 kDa 

respondieron a la exposición de HAP, siendo este efecto más intenso frente al pireno. Este análisis generó 

un interés en el intervalo de PM de 40 y 50 kDa, con muy pocas señales suprimidas, mostrando que los 

compuestos poliméricos extracelulares varían en función de la concentración de los contaminantes (Jia et 

al., 2022). Sphingobium sp., es una bacteria involucrada en un consorcio de fitorremediación de HAP la 

cual ha mostrado un aumento de concentración de proteínas valuado también por electroforesis, pero en 

esta ocasión empleando gradiente de desnaturalización (Domínguez et al., 2020).  

 

Hongos como Penicillium oxalicum involucrados en la degradación 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 mostró una sobre producción de 10 proteínas relacionadas con una respuesta de estrés. 

Entre la acumulación de proteínas figuraron: epóxido hidrolasas, oxidorreductasas y enzimas transferasas 

encontradas en la fracción citosólica y microsomal; en esta última la proliferación fue mayor con proteínas 

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 lignolíticos como 

Trametes sp. MA-X01 y estudiadas por electroforesis (SDS-PAGE), se han visto involucradas en la 

degradación de colorantes mostrando un PM aproximado de 62 kDa trabajando con temperatura y pH 

óptimos (60 °C, pH de 3 a 5) favorecidas ante la presencia de metales como Mg2+, Mn2+, Zn2+ y Cu2+. 

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

En algunos sistemas microbianos incluso se han identificado los sistemas enzimáticos 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 investigación para su 

identificación (Schneider et al., 1996). Adicionalmente, Rhodococcus sp. bacteria degradadora de B[a]P 

mostró la sobreproducción 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 enzimáticos 

involucrados en la degradación de HAP compuestos por di- y mono- oxigenasas y el sistema citocromo P-

450 (Brezna et al., 2006), este último 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 epóxido hidrolasa (Srivastava y 

Kumar, 2019). En procesos aerobios de biodegradación de HAP se han observado di-oxigenasas 

formadoras de cis-dihidrodioles que posteriormente serán deshidrogenados, deshidroxilados, 

metabolizados por protocatecuato y catecoles para finalmente ser internalizados en el ciclo de ácidos 

tricarboxilicos, formando CO₂ y agua como con la proteobacteria Beijerinckia sp. frente B[a]P 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 

demostró la síntesis de diferentes proteínas entre 6.4 a 200 kDa identificadas por espectrometría de masas 

(MALDI-TOF). Y por electroforesis de dos dimensiones se elucidó el proceso de degradación. Los PM más 

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 

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

 

En Micobacterium sp. PYR-1 se ha observado la síntesis de la aldehído-deshidrogenasa-gen nidA 

pertenecientes a una subunidad grande (50 kDa) de di-oxigenasas participes en la degradación 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 degradación 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 exposición de Mycobacterium 6PY1 a pireno y análisis por electroforesis en dos dimensiones se 

determinó una secuencia péptica de dos di-oxigenasas nombradas Pdo1 de 52 kDa y Pdo2 conformada por 
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una subunidad α de 52 kDa y una subunidad β de 20 kDa (Krivobok et al., 2003).  Un componente similar 

se observó en Sphingomonas CHY-1 expuesta a HAP de alto peso molecular degradándolos y evidenciando 

la participación de una di-oxigenasa hidroxilante del anillo agrupada a hierro molecular conformando un 

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

 

La bacteria Mycobacterium vanbaalenii PYR-1 replicada por E. coli mostró 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 acción de una catalasa-peroxidasa (85.2 kDa), 

una mono-oxigenasa (21.9 kDa), una subunidad pequeña de di-oxigenasa (18 kDa) y una aldehído-

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 análisis 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 degradación de componentes 

orgánicos son mono oxigenasas, deshidrogenasas, epóxido hidrolasas y enzimas lignolíticas (Masfaraud et 

al., 1992; Hassanshahian et al., 2015; Agrawal et al., 2018). Además 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 aeróbicas y anaeróbicas contienen mono-

oxigenasas y di-oxigenasas (Baek et al., 2011), hidroxilantes del anillo aromático (catecol 1,2 di-oxigenasa) 

y lipasas degradadoras de pireno y B[a]P 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 degradación de B[a]A en suelos contaminados 

generando CO₂ presentando bajas concentraciones de B[a]A- 7,12-diona e intermediarios oxigenados 

sugiriendo que la lignina induce la formación de oxidorreductasas y di-oxigenasas (Gu et al.,2022), 
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cruciales en la degradación de compuestos aromáticos y describiendo una posible transformación 

cometabólica en la degradación del B[a]A (Sun et al., 2020). 

 

Estudios de clonación y expresión por electroforesis del hongo Pleurotus ostreatus, han descrito la 

presencia de una proteína (57 kDa) y lacasas (50 - 82kDa) involucradas en la oxidación de B[a]P 

(Mohtashami et al., 2019). Estas lacasas y subunidades (28 kDa) han sido caracterizadas por electroforesis 

(SDS-PAGE) y Cromatografía de Exclusión Molecular preparativa (Younes y Sayadi 2011). Además, en 

hongos el sistema citocromo P-450 se ha involucrado en la formación de epóxidos (Haritash y Kaushik, 

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

 

Algunos ensayos de exposición de microalgas a HAP han mostrado inhibición o inducción de material 

proteico como con Chorella ssp. MM3 frente pireno que sobre produjo una proteína 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 publicó 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 pequeña 13 kDa, para un tamaño en 

conjunto de 70 kDa) y ubiquinol oxidasa (39.9 kDa) involucradas en el proceso de biodegradación de HAP 

(Luo et al., 2020). El proceso de degradación 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 asociación entre metabolitos producidos y las enzimas presentes (Tomar y Jajoo 2021). La 

enzima glucociltransferasa (76 kDa) se ha referido en la biotransformación de pireno en diferentes 

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

 

Si bien la enzima de microalgas más 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 degradación 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 información 

muestra que los estudios de degradación de los HAP por microalgas son bastos involucrando 

principalmente a los de bajo peso molecular, pero con poca información acerca de los procesos 



Antecedentes 

 
48 

 

involucrados. La tabla 4.10 muestra a manera de resumen las enzimas microbianas descritas en la 

degradación de HAP por esta sección.  

 

Tabla 4.10. Enzimas microbianas involucradas en la degradación de Hidrocarburos Aromáticos 
Policíclicos.  

Microorganismo HAP degradado Proteína expresada Peso molecular 

(kDa) 

Amycolatopsis 

tucumanensis 

DSM 45259 

naftaleno, 

fenantreno y 

pireno 

 di- oxigenasas multicomponentes 

hidroxilantes, amido hidrolasas y enoil-

CoA hidratasa 

6.4 a 200 

Beijerinckia sp. 

frente  

B[a]P y B[a]A di- oxigenasas NP 

Chlamydomonas 

reinhardtii 503 

B[a]A homogentisato 1,2-di-oxigenasa. 

carboximetilenobutenolidasa, ribulosa 1,5 

bifosfatasa carboxilasa subg y subp y 

ubiquinol oxidasa 

49.9  

25.8 

70, sub 55, sub 

13 y 39.9 

Chlorella ssp. 

MM3, Volvox 

carteri f. 

nagariensisy 

Micractinium 

pusillum 

Pireno  DLAT. gi|302837029 47.7 

 69 

Chlorella vulgaris Fluoranteno  catecol 2,3- di-oxigenasa y catecol 1,2 di-

oxigenasa 

31.6 y 34  

Corynebacterium 

y Gordinia sputi 

HAP de diferente 

PM 

catecol 1,2-di-oxigenasa NP 

Hongos como 

Pleurotus 

ostreatus 

B[a]P y B[a]A lignina B[a]A- 7,12-diona 

mono-oxidasas y lacasas 

NP 

50 y 80 (sub 28) 

Mycobacterium 

vanbaalenii PYR-

1 

Diferentes HAP 

de alto peso 

molecular, 

pireno, 

fenantreno y 

dibenzotiofeno 

di- / mono- oxigenasas y citocromo P-450 

- citocromo P-450 y PipA 

Subunidad grande de di-oxigenasas, 

aldehído-deshidrogenasa 

catalasa-peroxidasa, mono-oxigenasa, 

subunidad pequeña de di-oxigenasa y 

aldehído-deshidrogenasa 

NP 

44.8 y 48.7 

50 

 

85.2, 21.9, 18 y 

52 

 Mycobacterium 

6PY1 

Pireno dos di-oxigenasas: Pdo1 y Pdo2 (dos 

subunidades) 

52 y 52 (sub 20) 

Rhodococcus sp. B[a]P mono- y di- oxigenasas NP 
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Microorganismo HAP degradado Proteína expresada Peso molecular 

(kDa) 

catecol 2,3- catecol di-oxigenasa y 

amidohidrolasas 

Serratia 

marcesencs 

Pireno Y B[a]P mono- y di-oxigenasas y lipasas NP 

Sphingomonas 

CHY-1 

HAP de alto peso 

molecular  

di-oxigenasa hidroxilante del anillo Hexámero ≈ 

200 

Streptomyces 

flavovirens 

HAP de alto peso 

molecular 

Citocromo P-450 NP 

Hongos  HAP de alto peso 

molecular  

lignina peroxidasa, manganeso 

peroxidasa, lacasa citocromo P-450 y 

epóxido hidrolasa 

NP 

 

NP: no publicado, sub: tamaño subunidad.  
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5. METODOLOGÍA 

5.1. Descripción del plan general 

La experimentación se implementó con base en 7 principales ejes los cuales fueron: 1) La realización de 

bioensayos de exposición a B[a]P o B[a]A de los cultivos. Separación del medio líquido y biomasa de S. 

acutus y S. capricornutum para establecer las condiciones de activación para la producción de enzima(s) 

degradadora(s). 2)  El Establecimiento de las condiciones cromatográficas para el análisis de HAP (B[a]A y 

B[a]P) y sus metabolitos. Validación del método Extracción en Fase Sólida / Dispersión de Matriz en Fase 

Sólida-Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución-Detección por Ultravioleta /Fluorescencia. 3) La 

evaluación de la configuración geométrica de los metabolitos de B[a]P. 4) La obtención de los extractos 

crudos enzimáticos extra- e intra- celulares. 5)La evaluación de la degradación de HAP en los extractos 

crudos provenientes de cultivos activados o no activados. Evidencia de la presencia del sistema de 

biodegradación por detección y cuantificación de metabolitos 6) El fraccionamiento grueso y fino por 

Cromatografía de Exclusión Molecular preparativa de los extractos crudos. 7) La valoración del perfil 

proteico por Cromatografía de Exclusión Molecular y electroforesis (SDS-PAGE). La figura 5.1. muestra un 

diagrama del proceso general el cual se resume a continuación. 

 

1) En el desarrollo experimental se emplearon cultivos de las microalgas verdes S. acutus y S. 

capricornutum de 15 mL. Estos contaron con una absorbancia 1 asociada a un crecimiento exponencial 

(5 x 106 células mL-1). Los cultivos fueron expuestos a los HAP de alto peso molecular B[a]A y B[a]P (266 

mg mL-1) bajo condiciones de exposición (luz amarilla, 28° o 34 °C, 50 rpm), proceso denominado en 

este trabajo como activación. Los bioensayos de activación se realizaron por intervalos de tiempo que 

dependieron de la especie de microalga y el HAP usado, los cuales se indican en la sección 5.3.4.1. 

Adicionalmente, se prepararon controles de 15 mL de cultivos con absorbancia 1, bajo condiciones de 

exposición (luz amarilla, 28° o 34 °C, 50 rpm) y en ausencia de los HAP. Los bioensayos de exposición 

a los HAP se efectuaron a 28 °C en el intervalo de 1.5 a 6 h para confirmar el proceso de degradación 

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

 

2) Se usaron disoluciones de los estándares de los HAP y metabolitos para establecer las 

mejores condiciones cromatográficas para su análisis y tuvieron concentraciones de 1 µg mL-1 y 10 ng 

mL-1
; respectivamente.  
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Figura 5.1. Diagrama general de los bioensayos y análisis realizados para la evaluación de la degradación de B[a]A y B[a]P en extractos crudos y 
fraccionados por Cromatografía de Exclusión Molecular. 
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3) Después, se empleó el bioensayo de 6 h para realizar la evaluación de la configuración 

geométrica de los metabolitos de B[a]P por Extracción en Fase Sólida / Dispersión de Matriz en Fase 

Sólida y Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución y detección por fluorescencia. 

 

4) El medio líquido (15 mL) y la biomasa (5 mg de biomasa seca) provenientes de los cultivos 

fueron colectados por centrifugación (3900 rpm, 15 min) y acumulados en grupos de 4 cultivos. Cada 

grupo de medio líquido se filtró través de una membrana centricon (30 kDa de 2 ó 15 mL de capacidad) 

llevándolos a un volumen de 0.5 ó 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 realizó la lisis celular por ultrasonido. 

Los lisados celulares fueron colectados individualmente por centrifugación (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 volúmenes reducidos fueron identificados como extractos crudos (extracto crudo 

intracelular y extracto crudo extracelular) provenientes de biomasa y medio líquido; respectivamente. 

Posteriormente, los extractos crudos fueron fraccionados por Cromatografía de Exclusión Molecular 

preparativa empleando los empaques: Sephadex G-50 y Sephadex G-100. Las fracciones obtenidas 

fueron sometidas a los ensayos de evaluación de la biodegradación, y posterior análisis por 

Cromatografía de Exclusión Molecular analítica, en búsqueda 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 

exposición al HAP. 

 

6) Para evidenciar la presencia del sistema enzimático responsable de la biodegradación, 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 sección 5.3.4.1., ensayos identificados como “ensayos de evaluación de la biodegradación”. La 

evaluación de la biodegradación se realizó cuantificando la producción de metabolitos en los extractos 

crudos y diferenciándolas de su producción en los bioensayos de activación los cuales fueron 

considerados como controles de residuos. Estos últimos correspondieron a extractos crudos 

provenientes de cultivos activados, expuestos a las condiciones de evaluación de la biodegradación 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 volúmenes de 2 y 1 mL. En dichas 

fracciones colectadas de este proceso se realizaron ensayos de evaluación de la biodegradación 

monitoreando la aparición de metabolitos por Extracción en Fase Sólida-Cromatografía de Líquidos de 

Alta Resolución y obteniendo el perfil proteico presente por Cromatografía de Exclusión Molecular 

analítica. El perfil proteico de las fracciones que presentaron formación de metabolito fue confirmado 

por electroforesis de una dimensión (SDS-PAGE) y comparado con fracciones obtenidas por 

Cromatografía de Exclusión 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 degradación del B[a]P. 

5.1.1. Instrumentación y material  

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

investigación.  

 

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

Métodos Instrumentación y material 

1. Estándares 
HAP    
 
 
- Análisis 
cromatográfico 
de HAP 
 
 
 
 
 
- Extracción: 
Extracción 
en Fase 
Sólida 
(EFS)/ 
Dispersión 
de Matriz 
en Fase 
Sólida 

- B[a]P pureza ≥ 99 % B[a]A pureza ≥ 96 % de Chem service (West Chester, PA, 

EUA). Almacén a 4 °C y oscuridad. 

 

- Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (CLAR) con equipo Varian 9065 

Polychrom con bomba ProStar 210. Fase móvil CH3OH:H20 85:15% Flujo 1 mL 

min-1. Software Workstation 6.0 1989-2003. Detector Ultravioleta con 

arreglo de fotodiodos λ 263 nm (B[a]P), 287 nm (B[a]A]. Rizo de inyección 20 

µL / temperatura ambiente. Columna Hypersil ODS Thermo Scientific (150 

mm x 4.6 mm x 5 μm). Pre-columna Nucleosil C18 (20 mm x 2.0 mm x 5 μm).  

 

- Cartuchos de 6 mL / 1 mL. Empaque Supelco Supelclean LC-18 (45 μm) de 

Sigma Aldrich. Filtros de polietileno de 20 μm y diámetro de 12.7mm / 6.4 

mm. Jeringas de plástico de 20 mL con adaptadores mariposa. Viales de 

vidrio transparente y ámbar de 4 mL / 1.5 mL. Matraces Kitasato con tapones 

horadados y cánula de acero inoxidable acoplados al sistema de vacío. 

Mortero de ágata con pistilo. Extracto con HAP 4 / 1 mL en la mezcla de 

CH3CN: H2O al 100% / 90% en EFS y DMFS; respectivamente.  
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Métodos Instrumentación y material 

(DMFS) de 
HAP 

 

2. Metabolitos  
 
 
 
 
 
 
 
 
- Análisis 
cromatográfico 
de metabolitos 
 
 
 
 
- Extracción: 
 EFS / DMFS de 
metabolitos 

- 4,5-cis-dihidrodiol benzo[a]pireno (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[a]pireno (7,8-trans-dB[a]P) / 5,6-

cis-dihidrodiol benzo[a]antraceno (5,6-cis-dB[a]A) pureza ≥ 99 % de NCI 

Chemical Carcinogen Reference Standards Repository (Kansas, Missouri, EE. 

UU.). Almacén a 4 °C y oscuridad. 

 

- CLAR Varían ProStar con bomba Varian 9012. Fase móvil CH3OH:H20 62: 38% 

Flujo 1 mL min-1. Rizo de inyección 20 µL / 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 μm). Detector Varían ProStar 363 λ excitación de 264 nm, 

λ emisión de 390 nm. Software Workstation 6.0 1989-2003. 

 

- Material listado en sección 1. Extracto con metabolitos metabolitos 3 / 1.5 

mL en la mezcla de CH3CN: H2O al 55% / 40% en EFS y DMFS; 

respectivamente. 

3. Cultivos de 
microalgas 
 
 
 
 
 
 
-Ensayos de 
activación de 
cultivos 
 
- Ensayo de 
evaluación de 
degradación en 

extractos 
crudos 

 
- Obtención de 
extractos por 
ultrasonido. Lisis 
celular  
 
 
 
- Concentración 
de extractos 

-  Scenedesmus acutus y Selenastrum capricornutum de la colección de 

cultivos de algas de la Universidad de Austin, Texas (EE. UU.). Medio líquido 

y medio sólido Bristol con componentes grado reactivo [NaNO3 (2.94 mM), 

CaCl2-2H2O (0.17 mM), MgSO4-7H2O (0.30 mM), K2HPO4 (1.29 mM), KH2PO4 

(1.29 mM), NaCl (0.43 mM) y peptona proteosa al 0.1% m/v]. Agar 

bacteriológico (MCD LAB, Edo Mex, Mex) para medios sólidos. Tubos 

fluorescentes de 14 W, temporizador Steren Temp 08E. Agitador orbital 

Hinotek HZ 300. Exposición a luz blanca, en medio con pH 7.  

 

- Incubadora Jeio Tech SI-600R acoplada a lámpara de luz amarilla de 40 W.  

 

- Agitador orbital Thermo Scientific Compact Digital Mini Rotator. 

 

- Procesador ultrasónico digital 450 Branson (400 watts, 20 kHz) con 

micropunta de 1/8 de pulgada. Procesador ultrasónico 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 baño de hielo. 

Microscopio óptico modelo National Optica acoplado a cámara digital 

Hinotek modelo HD Lite. Amplitud al 20% pulsos de 10 segundos y pausas de 

5 segundos para 5 minutos totales de exposición al ultrasonido 

 

- Rotavapor Büchi R-205 con baño calefactor B-490, bomba recicladora 

B740/8, bomba de vació V-500, controlador V-805. Membranas de filtración 
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Métodos Instrumentación y material 

YM-30 centricon de 2 y 15 mL. Centrífuga Sigma 2-5. Centrifuga de alta 

velocidad Beckman-Coulter Allegra 64R. 

4. Proteínas 
totales (Lowry) 

- Tubos de centrifuga de 1.5 mL. Agitador Vortex-Ginie SI-P236, Scientific 

Industries. Espectrofotómetro Genesys 10S Thermo Scientific. Celdas de 

metacrilato de 2 mL. Na2CO3, CuSO4 y NaOH (J.T. Baker). KNaC4H4O6·4H2O, 

reactivo Folin y albúmina de suero bovino de Sigma-Aldrich. SDS de Kodak 

de (Rochester, Nueva York, EE. UU.). Selenastrum capricornutum y 

Scenedesmus acutus (5 x106 células mL-1). 

5. Cromatografía 
de Exclusión 
Molecular 
  
 
 
 

- Cromatografía 
de Exclusión 
Molecular 

analítica  
 
 
 
 
 

- Cromatografía 
de Exclusión 
Molecular 

preparativa  

- Estándares: 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 °C y oscuridad. 

 

 

- CLAR Waters 1525 con bomba binaria Waters 1525. Fase móvil 

amortiguador de fosfatos 0.015 M pH 7 flujo de 1 mL min -1. Rizo de inyección 

20 µL / temperatura ambiente. Columnas SRT SEC 300, 5-1250 kDa, (5 µm 

300 Å 7.8 x 300 mm) y Agilent Bio SEC-5, 0.5-150 kDa, (5 µm 150 Å 7.8 x 300 

mm). Pre-columnas de la fase estacionaria correspondiente (5 µm, 7.8 X 50 

mm). Detector Ultravioleta con arreglo de fotodiodos Waters 2998 con λ 

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 dimensión (1-DE) SDS-

PAGE. Configuración electroforética: gel concentrador SDS-PAGE (4%) y gel 

de resolución (12%). Amortiguador Urea (6M) – amortiguador tris-HCl 

(0.1M), pH 8.5 y Amortiguador de carga. Lisozima (1 µg µL-1), Fuente de 

poder a 135 V, solución de tinción constituida por: amonio (8% m/v), ácido 

fosfórico (2%), metanol (20%) y azul Coomassie G-250 (0.1%) y agua 

destilada. Densitómetro GS-900 y biomarcadores Bio-Rad. Estándares de PM 

correspondiente a 150, 100, 75, 50, 37, 25, 20 y 15 kDa 

7. Otros equipos 
y materiales 

- Agua (18.2 MΩ.cm-1 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 analítica Ohaus Adventurer Pro AV114C. Autoclave Tuttnauer 

2540EL. Sonda potenciométrica Corning 220. Micropipetas Eppendorf de 

volumen variable. Material de cristalería de volumen variable. 
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5.2. Metodología analítica  

5.2.1. Análisis cromatográfico de HAP 

Para seleccionar las condiciones de la determinación en medio líquido y biomasa de B[a]A y B[a]P se 

probaron diferentes columnas y composición de la fase móvil, con las cuales se realizaron pruebas para 

seleccionar el mejor sistema cromatográfico. Los diversos sistemas cromatográficos usados están descritos 

en la tabla 5.2.  

 

Tabla 5.2. Sistemas cromatográficos usados en el análisis de B[a]A y B[a]P y sus metabolitos.  

Compuesto Sistema Columna Fase Móvil Detector 

 
Hidrocarburo 

 

1 ODS Hypersil  
5 µm, 150 mm x 4.6 mm 

CH3OH 
100 

Ultravioleta 
λ 263 nm - B[a]P  
   287 nm - B[a]A 

2 ODS Hypersil  
5 µm, 150 mm x 4.6 mm 

CH3OH: H2O 
85:15  

 
 
 
 

Metabolitos 
 

3 Chiralpak IC  
5 µm, 4.6 mm x 250 mm 

CH3CN: H2O  
90:10 

 
 
 
Fluorescencia 
λ excitación 264 
nm, emisión 390 
nm 

4 Eclipse XDB-C18  
3.5 µm, 4.6 mm x 150 mm 

CH3OH: H2O 
65:35 

5 Hypercarb  
5 µm, 3 mm x 150 mm 

CH3CN  
100 

6 Envirosep PP  
5 µm, 4.6 mm x 125 mm 

CH3OH: H2O 
65:35 

7 Microsorb-MV 100-5 C-18 
5 µm, 4.6 mm x 250 mm 

CH3OH: H2O 
62:38 

Todos los sistemas contaron con un flujo de 1 mL min -1 y temperatura ambiente  

 

5.2.2. Análisis cromatográfico de metabolitos 

Para la separación de los metabolitos se optimizaron y evaluaron parámetros cromatográficos como la 

resolución, factor de capacidad, eficiencia y selectividad. Los sistemas cromatográficos usados se enlistan 

en la tabla 5.2. La separación se optimizó con los estándares 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 degradación del B[a]P. Los 

estándares fueron usados a una concentración de 10 ng mL-1. Adicionalmente, se analizó al 5,6-cis-dB[a]A 

como producto de degradación de B[a]A. 
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5.2.3. Extracción en fase sólida  

La extracción de los analitos provenientes de muestras líquidas se realizó por Extracción en Fase Sólida 

(Olmos-Espejel et al., 2012). El material usado está enlistado en la tabla 5.1., sección 2. La fase estacionaría, 

300 mg de sílice C-18, se empacó 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 H₂O desionizada. El volumen de las muestras dependió de su origen, trabajando con 15 

mL del medio líquido y volúmenes menores al trabajar con fracciones de los extractos crudos. La muestra 

se aplicó con un flujo continuo a gravedad; la eliminación de los interferentes de la muestra (lavados), se 

realizó con agua desionizada (10 mL) y mezclas de ACN: H₂O al 10% (10 mL), 20% (3 mL), y 30 % (1 mL) con 

flujo asistido por vacío. Por último, la elución de los metabolitos se realizó con mezclas de ACN: H₂O al 55% 

(3 mL) seguida de la elución del HAP con ACN al 100% (4 mL); los extractos que contenían a los metabolitos 

y HAP se eluyeron continuamente a gravedad colectándolos en viales de vidrio ámbar y transparente; 

respectivamente, para posteriormente analizarlas por Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución. 

5.2.4. Dispersión de matriz en fase sólida 

La extracción de los analitos provenientes de la biomasa microalgal se realizó por Dispersión de Matriz en 

Fase Sólida (Hernández Blanco y García de Llasera, 2016). El material usado está enlistado en la tabla 5.1., 

sección 2.  En la Dispersión de Matriz en Fase Sólida se emplearon aproximadamente 5 mg de biomasa 

seca homogeneizada con sílice C-18 (100 mg) previamente activada con metanol (1 mL / 100 mg de fase) 

y secada para su uso, por vacío. La mezcla se empacó en cartuchos de polipropileno de 1 mL y se contuvo 

con filtros en la base y la parte superior de la mezcla. La eliminación de los interferentes de la muestra 

(lavados), se realizó con agua desionizada (10 mL), y mezclas de Acetonitrilo (ACN):H20 al 10% (10 mL) y 

20% (5 mL). Por último, la elución de los metabolitos se realizó con mezclas de ACN: H₂O al 40% (1.5 mL) 

seguida de la elución del HAP con ACN: H₂O al 90% (1 mL); los diferentes disolventes fluyeron 

continuamente asistidos por vacío exceptuando las mezclas de los disolventes para extraer los metabolitos 

y los HAP, de las cuales su colecta se realizó a gravedad colectando los analitos en viales de vidrio ámbar 

y transparente; respectivamente. Los extractos obtenidos se analizaron por Cromatografía de Líquidos de 

Alta Resolución. 

5.2.5. Validación de la metodología cromatográfica y del tratamiento de muestra  

La validación del método empleó medio líquido obtenido por centrifugación y biomasa de cultivos de la 
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microalga Selenastrum capricornutum de un volumen de 15 mL. Las muestras fueron colectadas por 

centrifugación. El procedimiento de fortificación para la evaluación de los recobros y la validación del 

método de determinación de los HAP y metabolitos de seguimiento se describe a continuación.   

5.2.5.1. Análisis de B[a]A y B[a]P por Extracción en Fase Sólida / Dispersión de Matriz en Fase Sólida-

Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución 

La validación del método para el análisis de los HAP se realizó mediante la fortificación de medio líquido y 

muestras de biomasa de Selenastrum capricornutum por triplicado. El HAP, el componente del cultivo y 

las concentraciones de fortificación se encuentran listadas en la tabla 5.3. Posteriormente, se realizó el 

análisis estadístico al completar el análisis cromatográfico de los componentes del cultivo fortificado. 

 

Tabla 5.3. Condiciones utilizadas en la validación del método usado en la determinación y cuantificación 
de B[a]P y B[a]A en medio líquido o biomasa.  

Analito Concentración en medio líquido 
µg mL-1 

Concentración en biomasa 
ng mg-1 

B[a]P  0.1, 0.3, 0.5, 0.8, 1.1, 1.4, 1.7, 2 0.1, 0.3, 0.5, 0.8, 1.1, 1.4, 1.7, 2 

B[a]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 B[a]P (0.5, 0.8 y 1.1 µg mL-1) obtenidas del medio líquido y la biomasa seca 

fueron usadas para evaluar la reproducibilidad en el recobro en las metodologías del tratamiento de 

Extracción en Fase Sólida y Dispersión de Matriz en Fase Sólida. Por otra parte, las muestras fortificadas 

con B[a]A (0.5, 1.0 y 1.6 µg mL-1) obtenidas del medio líquido y biomasa, también se emplearon para 

evaluar la reproducibilidad en el recobro por Extracción en Fase Sólida y Dispersión de Matriz en Fase 

Sólida para este analito. La reproducibilidad se evaluó intradía por la desviación estándar relativa. El límite 

de detección (LD) y el límite de cuantificación (LC) se calcularon a través del método estadístico de los 

mínimos cuadrados. De este análisis se obtuvo la pendiente (m) del intervalo lineal, la ordenada y la 

desviación estándar (DS). (BjörcK 1990; Allegrini y Oliveri 2014). Este proceso relacionó la pendiente del 

intervalo lineal y la desviación estándar de la ordenada, esta relación multiplicada 3.3 veces y 10 veces 

sirvieron para determinar el LD y LC; respectivamente. 
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5.2.5.2. Análisis de metabolitos de interés de B[a]A y B[a]P por Extracción en Fase Sólida / Dispersión 

de Matriz en Fase Sólida-Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución 

Las concentraciones de las fortificaciones realizadas en medio líquido 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]P) y la muestra ocupada; éstas se enlistan en la 

tabla 5.4. La experimentación contó con tres réplicas en la evaluación realizada intradía. El LD y el LC se 

calcularon usando la m del intervalo lineal, la ordenada y su DS, valores obtenidos por el método 

estadístico de los mínimos cuadrados (BjörcK 1990; Allegrini y Oliveri 2014). El medio líquido y la biomasa 

fortificadas por alícuotas de los metabolitos fueron usadas en la evaluación de la reproducibilidad 

(recobro, DS) del tratamiento de muestra (Extracción en Fase Sólida y Dispersión de Matriz en Fase Sólida).   

 

Tabla 5.4. Condiciones utilizadas en la validación del método usado en la determinación y cuantificación 
de 4,5-cis-dB[a]P, 7,8-cis-dB[a]P y 5,6-cis-dB[a]A en medio líquido y biomasa. 

 

Analito Concentración en medio líquido  
ng mL-1 

Concentración en Biomasa 
ng mg-1 

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. Evaluación de configuración geométrica  

Este análisis uso biomasa y medio líquido tratados por Dispersión de Matriz en Fase Sólida y Extracción en 

Fase Sólida; respectivamente, provenientes de cultivos expuestos por 6 h con B[a]P. La instrumentación 

de la Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución se encuentra enlistada en la tabla 5.1., sección 2. La 

configuración de los sistemas cromatográficos 2 y 6 enlistadas en la tabla 5.2 fueron las usadas al 

considerar su idoneidad para la determinación de la configuración geométrica de los metabolitos. La 

identificación de los metabolitos se realizó por comparación con los tiempos de retención de los 

estándares cis- y trans- de 4,5-dB[a]P y 7,8-dB[a]P y esta se corroboró por el método de adición estándar 

de los metabolitos de interés en la biomasa y el medio líquido. 
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5.2.7. Obtención de extractos enzimáticos 

5.2.7.1. Lisis celular  

Para realizar la lisis celular se tomó la biomasa húmeda obtenida por centrifugación (3900 rpm, 15 min) 

de cultivos activados por exposición al HAP.  El sobrenadante se separó de la biomasa y se le agregó 

amortiguador Tris 0.05 M pH 7.6, constituyendo así al extracto crudo extracelular. El botón de la biomasa 

se suspendió y se enjuagó con 3 mL de amortiguador Tris 0.05 M pH 7.6 desechando nuevamente por 

centrifugación los residuos de HAP y metabolitos posiblemente presentes en el amortiguador de enjuague. 

La biomasa colectada se suspendió 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 baño de hielo por 15 min (4 °C). Dentro del baño 

de hielo, la biomasa en el vial se sometió al proceso de ultrasonido. Las condiciones de aplicación del 

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

 

Tabla 5.5. Evaluación del proceso de lisis. Condiciones usadas en la optimización del proceso 
automatizado de ultrasonido. 

Potencia 
(amplitud) % 

Composición  
medio de lisis (5 mL) 

Pulso (seg) / pausa (seg)-  
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 aplicación del ultrasonido, y por centrifugación (3900 rpm, 15 min) se colectó el lisado o 

extracto crudo intracelular descartando los restos celulares. El extracto crudo intracelular se llevó a un 

volumen final de 15 mL para conservar el mismo volumen usado en Extracción en Fase Sólida para la 

extracción de los analitos del medio líquido, agregando el amortiguador Tris a 0.05 M pH 7.6 para favorecer 

la estabilidad enzimática. Posteriormente, se realizó la cuantificación de proteínas 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 metodología se describe en el material anexo de esta tesis (A.1.). 

 

Con el objeto de aumentar la cantidad de proteína total en el lisado, se usaron cultivos de la microalga 

Scenedesmus acutus, la cual tiene un rápido crecimiento. Está especie fue seleccionada para trabajar con 

1, 2 y 4 cultivos de 15 mL expuestos a B[a]P. La evaluación del proceso de lisis celular se realizó inicialmente 
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con el equipo Branson Digital Sonifier 450, avanzada la investigación este fue remplazado por el equipo 

Cole Palmer modelo CP 505. El remplazo fue efectuado en función de la amplitud debido a frecuencias 

diferentes en los equipos, siendo mayor en el equipo nuevo. La selección de la amplitud buscó no 

perjudicar la biodegradación en el extracto crudo intracelular ya que se observó que la aplicación de una 

amplitud mayor a una frecuencia elevada afecta el nivel de biodegradación, disminuyendo la presencia de 

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

 

Adicionalmente, se cuantificó la proteína total existente en los extractos crudos (intra- y extra- celular) 

mediante el empleo de cultivos expuestos a B[a]P (266 ng mL-1) de 48 y 72 h (34 °C) de Scenedesmus acutus 

y Selenastrum capricornutum. La cantidad de proteína obtenida se comparó contra la observada en 

extractos crudos controles, obtenidos de cultivos no expuestos al B[a]P, para observar si la activación 

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

5.2.7.2. Concentración de extractos crudos por evaporación y filtración  

Las condiciones óptimas para la obtención de extractos crudos se lograron usando cultivos activados por 

exposición al HAP durante 72 h (en presencia de luz amarilla, 50 rpm y 34 °C), los cuáles posteriormente 

fueron centrifugados para recuperar la biomasa y el medio líquido. La lisis celular de la biomasa se realizó 

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 exposición al ultrasonido. El medio líquido se 

adicionó con amortiguador Tris para obtener la concentración 50 mM pH 7.6. En el proceso de 

concentración de los extractos crudos se empleó un “acumulado” de estos, constituido por un mayor 

número de cultivos activados (15 mL c/u) por exposición con el HAP para favorecer la presencia de una 

mayor cantidad del sistema enzimático involucrado. De esta manera, en el procedimiento se utilizaron 4 

cultivos de Selenastrum capricornutum activados por 72 h con B[a]P. Por centrifugación (3900 rpm, 15 

min) se colectó la biomasa y el medio líquido de los cultivos (15 x 4 = 60 mL en total); el medio líquido 

adicionado con el amortiguador Tris constituyó así el extracto crudo extracelular. Posteriormente, se 

obtuvo individualmente la biomasa de cada cultivo proveniente del bioensayo de activación, y empleando 

las condiciones óptimas 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 evaporación (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 centrifugación (4100 rpm / 20 min aproximados). Finalmente, los 

extractos crudos concentrados fueron separados de restos sólidos por centrifugación a temperatura 

controlada (3900 / 15 min / 4 °C) para después evaluar en ellos la biodegradación exponiéndolos al B[a]P. 

Igualmente, en el proceso de concentración se emplearon cultivos acumulados, en este caso de 12 cultivos 

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

5.2.8. Análisis de extractos crudos por Cromatografía de Exclusión Molecular  

Los extractos crudos concentrados (x 4) y libres de restos celulares fueron analizados por Cromatografía 

de Exclusión Molecular a nivel analítico usando el equipo Waters 1525 (instrumentación en tabla 5.1., 

sección 5) y las dos columnas de exclusión molecular, construyendo una curva de calibración por cada 

columna. Los extractos crudos sometidos al bioensayo de evaluación de degradación por exposición al 

B[a]P se analizaron por comparación con extractos crudos controles provenientes de cultivos que no 

fueron activados con B[a]P en búsqueda de diferencias en sus componentes proteicos. El mismo proceso 

fue usado para el análisis de fracciones y subfracciones de los extractos crudos concentrados (x 12) 

obtenidos por Cromatografía de Exclusión Molecular a nivel preparativo, cuyo procedimiento se describe 

a continuación. 

5.2.9. Fraccionamiento de extractos crudos concentrados en fases SEPHADEX por cromatografía de 

exclusión molecular preparativa  

Posterior a la examinación analítica de extractos crudos (x 4) por Cromatografía de Exclusión Molecular se 

realizó la limpieza y fraccionamiento de los extractos crudos concentrados (x 12) por Cromatografía de 

Exclusión Molecular a nivel preparativo. Se usaron las columnas de cristal de 20 cm³ y 30 cm³ 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 usó para dejar hinchar las fases estacionarias por una 

noche entera. El mismo amortiguador Tris fue usado como fase móvil a gravedad (0.24 mL min-1).  El 

volumen de exclusión de los empaques se determinó con la elución del azul de dextran (2000 kDa), 

mientras que la determinación del volumen de permeación total se realizó con el azul de bromofenol 

(0.069 kDa), ambos colorantes a una concentración de 2 mg mL-1. Estos volúmenes y el intervalo de trabajo, 

determinado por el volumen colectado después de la elución del azul dextran hasta recién comenzada la 

elución del azul de bromofenol, se presentan en la tabla 5.6. para ambas fases. 
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Tabla 5.6. Determinación del volumen de exclusión e intervalo de trabajo de Sephadex G-50 y Sephadex 
G-100, empaques usados al realizar la cromatografía de exclusión molecular. 

Empaque 
preparativo 

Volumen de exclusión 

(mL) 

Intervalo de trabajo 

(mL) 

Volumen de 

permeación 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 45.3 ± 1.7 

 

Después de determinar estos parámetros con la fase G-50, se obtuvieron dos fracciones de cada extracto 

crudos concentrado por Cromatografía de Exclusión Molecular a nivel preparativo. La primera fracción 

estuvo compuesta por componentes > 30 kDa y se colectó a través de la elución de los primeros 8.2 mL de 

la fase móvil, volumen de exclusión. La segunda fracción contó con componentes entre 30 kDa - 1.5 kDa y 

se colectó con los siguientes 10 mL de la fase móvil, 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 biodegradación con 3 h de exposición a B[a]P a temperatura ambiente. 

Como se ha mencionado, la fase Sephadex G-100 (0.71 g) se empacó en la columna de vidrio de 30 cm³. 

Al emplear esta configuración y eluir el extracto crudo intracelular y extracto crudo extracelular reducidos, 

se descartó el volumen de exclusión de 12.4 mL. El volumen de permeación 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 exploración del perfil 

proteico de la microalga Selenastrum capricornutum y la evaluación de la biodegradación de B[a]P. 

Posteriormente estas dos fracciones obtenidas por Cromatografía de Exclusión Molecular fueron 

fraccionadas cada una en 4 partes de 2 mL identificándolas como A1, A2, A3, A4 y B1, B2, B3, y B4; 

destacando que la biodegradación solo pudo seguirse con fracciones del extracto crudo intracelular 

descartando el empleo del extracto crudo extracelular. Finalmente, las fracciones obtenidas por 

Cromatografía de Exclusión Molecular del extracto crudo intracelular A1 y A2 fueron subfraccionadas en 

dos cada una, colectando así 4 fracciones de 1 mL cada una e identificadas como las fracciones A1a, A1b, 

A2a y A2b. Finalmente, todas las subfracciones fueron llevadas a Cromatografía de Exclusión Molecular 

analítica para la búsqueda de los PM de los componentes inducidos o inhibidos por la degradación, 
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identificados por comparación con las fracciones provenientes de cultivos control.  

5.2.10. Análisis de subfracciones del extracto crudo intracelular por electroforesis 

Las 4 subfracciones de A1a a A2b de extracto crudo intracelular concentrado y libre de restos celulares se 

analizaron por electroforesis con la instrumentación y material descrito en la tabla 5.1., sección 6. La 

lisozima (1 µg µL-1) se usó como referencia de cuantificación en 2 µL de la subfracción. La carga realizada 

en los pozos del gel concentrador empleó la mezcla de los estándares de PM y la mezcla individual de las 

subfracciones constituida por: 6 µL de la subfracción más 4 µL de la mezcla de amortiguador urea 6 M - 

amortiguador Tris 0.1 M pH 8.5 y 5 µL del amortiguador de carga. La migración de los componentes 

celulares se realizó por 2 horas a 135 V. Las proteínas se revelaron con la solución de tinción 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 realizó en medio Bristol sólido y líquido. El 

medio Bristol sólido (15 mL) fue contenido en tubos y sembrado en condiciones de esterilidad y asepsia 

renovándolos cada tres semanas para el crecimiento y mantenimiento de las microalgas. El medio Bristol 

líquido (200 mL) fortificado con peptona proteosa al 0.1% m/v se utilizó para cultivar ambas especies por 

separado dentro de matraces de vidrio (300 mL) para su crecimiento y uso en los bioensayos de activación 

por exposición a los HAP. Adicionalmente, se preparó medio líquido Bristol adicionado con peptona-

proteosa al 0.01%. para crecimiento de S. capricornutum. Ambas presentaciones de cultivos líquidos 

fueron sembrados por transferencia de biomasa por asada de cultivos sólidos. Los cultivos se agitaron 

orbitalmente a 80 rpm frente a lámparas fluorescentes que suministraron ciclos de luz y oscuridad (16 y 8 

h; respectivamente) hasta alcanzar la fase de crecimiento exponencial, 5 x 106 células mL-1. El monitoreo 

del crecimiento se realizó 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 106 

células mL-1) se tomaron volúmenes 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 biodegradación a través del tiempo en los cultivos de las microalgas ya se ha estudiado previamente 

(Olmos-Espejel et al., 2012; Hernández Blanco y García de Llasera, 2016), por lo que en este trabajo se 
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realizó la corroboración de su desempeño utilizando solamente la microalga Selenastrum capricornutum 

mediante bioensayos de exposición a B[a]P por 1.5, 3, 4, 6, 48 y 72 h. Se monitoreó la desaparición del 

B[a]P y la aparición de su metabolito el 4,5 d-B[a]P por separado en los componentes del medio líquido y 

biomasa por Extracción en Fase Sólida-Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución y Dispersión de Matriz 

en Fase Sólida-Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución; respectivamente. 

5.3.3. Bioensayos preliminares en extractos crudos 

La evaluación de la biodegradación en el extracto crudo se realizó por la cuantificación de la aparición del 

4,5-cis-dB[a]P y 7,8-cis-dB[a]P. En este proceso el extracto crudo intracelular y extracto crudo extracelular 

se expuso a B[a]P (266 ng mL-1) en un intervalo de 3 h. El análisis y cuantificación de los metabolitos se 

realizó por Extracción en Fase Sólida-Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución / Detección por 

Fluorescencia.  

 

En paralelo, se comparó la capacidad de la biodegradación de las células completas en un intervalo de 3h 

y los extractos crudos intracelulares provenientes de cultivos activados por B[a]P (266 ng mL-1, 72 h). Al 

término de la activación de las células, se colectó la biomasa por centrifugación (3900 rpm, 15 min) para 

realizar una segunda exposición de las mismas células durante 3 h; también los extractos crudos 

intracelulares se expusieron con B[a]P (266 ng mL-1) bajo las condiciones de biodegradación por 3 h. La 

biodegradación obtenida en ambas muestras fue comparada en función del metabolito 4,5-cis-dB[a]P 

presente.   

5.3.4. Selección de condiciones de activación para los bioensayos con extractos crudos 

Una vez determinadas las condiciones para la activación de las células se procedió a la evaluación de la 

biodegradación con los extractos crudos. Es decir, se realizó la exposición de cultivos con B[a]A y B[a]P (34 

°C, agitación constante (50 rpm), luz amarilla y ambiente de esterilidad) durante diferentes tiempos a 266 

ng mL-1 del HAP, para lograr así la activación en la producción de enzima degradadora. Posteriormente, se 

obtuvieron los extractos crudos, en los que también se efectuó la evaluación de biodegradación con 

exposición al HAP. Para realizar este proceso se emplearon acumulados tres cultivos provenientes de 

bioensayos de activación. Los tiempos de incubación para la activación fueron de 48 y 72 h con B[a]A 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[a]A durante 48 y 72 h. La instrumentación usada se 

encuentra en la tabla 5.1., sección 3. Al término del bioensayo de activación se colectó la biomasa y el 
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medio líquido por centrifugación (3900 rpm / 15 min). Las cantidades de los metabolitos en los extractos 

crudos arrastrados del bioensayo de activación se determinaron y se asumieron como cantidades 

residuales presentes en la evaluación de la degradación con los extractos enzimáticos, extracto crudo 

extracelular y extracto crudo intracelular. 

5.3.4.1. Bioensayos de evaluación de biodegradación con extractos crudos no concentrados 

Después de realizado el bioensayo de activación con cultivos de 15 mL, el medio líquido obtenido por 

centrifugación fue adicionado con 1.7 mL de amortiguador Tris 50 mM pH 7.6 para la preservación de sus 

componentes proteicos constituyendo el extracto crudo extracelular. La biomasa se trató por ultrasonido 

empleando las condiciones óptimas de este proceso y el lisado constituyó el extracto crudo intracelular. 

Destacando que estos extractos crudos se analizaron por Extracción en Fase Sólida- Cromatografía de 

Líquidos de Alta Resolución-Detección por Fluorescencia empleando el sistema cromatográfico No. 7 de la 

tabla 5.2. para determinar la cantidad residual de metabolito. La evaluación de la biodegradación de los 

extractos crudos (extra- e intra- celular) se realizó exponiéndolos al HAP usado en los bioensayos de 

activación (266 ng mL-1) a temperatura y luz ambiente, así como agitación constante (50 rpm) a diferentes 

periodos de tiempo. La selección del periodo de activación se basó en que se tuvieran las menores 

cantidades residuales posibles de los analitos y así, poder diferenciar la biodegradación observada en los 

extractos crudos a los diferentes intervalos de tiempo de incubación evaluados por la presencia del sistema 

enzimático activo. Las condiciones usadas de activación de las células y la evaluación de la biodegradación 

en los extractos crudos se muestran en la tabla 5.7. 

 

Tabla 5.7. Condiciones evaluadas en los bioensayos de activación y la evaluación de degradación realizados 
con S. capricornutum y S. acutus.  

Especie HAP  Activación (h) Evaluación de 
biodegradación (h) en 

extractos crudos 

Metabolito 
monitoreado 

S. capricornutum  B[a]P 48 / 72  1.5, 3 y 6 4,5-cis-dB[a]P 

B[a]A 3, 6, 9, 14 y 17 5,6-cis-dB[a]A 

S. acutus  B[a]P 48 / 72 / 144 / 336  3 4,5 -/ 7,8- cis-dB[a]P 

B[a]A 3 5,6-cis-dB[a]A 
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5.3.5. Evaluación de biodegradación 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 concentración del amortiguador Tris 50 mM pH 7.6 y se 

realizó una exposición de 3 h frente al B[a]P (266 ng mL-1). Al finalizar el proceso, los extractos fueron 

analizados por Extracción en Fase Sólida-Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución mediante el sistema 

cromatográfico 7 y la instrumentación ya descrita (tabla 5.2). Las cantidades de los HAP y metabolitos 

determinados en los bioensayos con extractos enzimáticos, extracto crudo intracelular y extracto crudo 

extracelular, expuestos al B[a]P fueron comparados con sus respectivos controles residuales, los cuales 

fueron extractos crudos concentrados obtenidos de cultivos activados con B[a]P pero que no fueron 

sometidos al bioensayo de evaluación de biodegradación.  

 

También se trabajó con un “acumulado” de extracto crudo intracelular y extracto crudo extracelular 

provenientes de un mayor número de cultivos (12 en lugar de 4) con activación por exposición al B[a]P, 

que fueron usados posteriormente en la metodología de la Cromatografía de Exclusión Molecular 

preparativa (que se describirá más 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 usó el dispositivo centricon de 15 mL (30 kDa, 4750 

rpm) para la obtención del extracto crudo extracelular concentrado. Como otra opción para realizar la 

concentración de los extractos también se probó el proceso de diálisis con una membrana de celulosa, 

pero los extractos crudos no mostraron disminución en la pigmentación, viscosidad o componentes solidos 

suspendidos al término de 5 días de empleo; cambios que resultarían favorables para un posterior análisis 

cromatográfico, por lo que este método de concentración se descartó. 

5.3.6. Evaluación de biodegradación en fracciones obtenidas por Cromatografía de Exclusión Molecular 

de extractos crudos con Sephadex G-50  

Para conservar las condiciones de operación de Extracción en Fase Sólida, cada fracción (8.2 mL, > 30 kDa 

y 10 mL, 30 kDa - 1.5 kDa) se diluyó llevándola a un volumen final de 15 mL preservando la concentración 

del amortiguador Tris 50 mM pH 7.6 y así realizar la evaluación de la biodegradación por exposición a B[a]P 

(266 ng mL-1) en un intervalo de 3 h. Después, las fracciones se analizaron por Extracción en Fase Sólida-

Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución en búsqueda de los metabolitos comparándolas con 
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fracciones control que no fueron expuestas a B[a]P pero que proceden de un bioensayo de activación de 

72 h. 

5.3.7. Evaluación de biodegradación en fracciones obtenidas por Cromatografía de Exclusión Molecular 

de extractos crudos con Sephadex G-100 

Las fracciones A y B de 8 mL cada una y sus subfracciones A1, A2, A3, A4, B1, B2, B3 y B4 de 2 mL cada una 

y A1a, A1b, A2a y A2b de 1 mL cada una, obtenidas por empleo del empaque G-100 se evaluaron por 

Cromatografía de Exclusión Molecular analítica. Además, estas fracciones sin diluir se emplearon para la 

evaluación de la biodegradación por exposición de 3 h a B[a]P (4 µg). Al término, las fracciones se 

analizaron por Extracción en Fase Sólida- Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución y se comparó 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 activación sometidas a las condiciones 

de evaluación de biodegradación y que no se expusieron a B[a]P. 

 

Se evaluó si el proceso de filtración (concentración) del extracto crudo extracelular proveniente de 12 

cultivos de S. capricornutum activados con B[a]P por 72 h tenía algún efecto en la biodegradación. Para 

ello los extractos crudos extracelulares de los 12 cultivos se redujeron hasta tener 7.5 mL de la fracción 

>30 kDa. Por otra parte, se colectaron 7.5 mL de la fracción 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-1) por un intervalo de 3 h para realizar 3 ensayos independientes y comparar la biodegradación 

en las fracciones >30 kDa, 30 kDa -1.5 kDa por separado, y reunidas ambas fracciones. Al término de la 

evaluación de biodegradación se analizaron y cuantificaron los metabolitos de seguimiento por Extracción 

en Fase Sólida- Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución -Detección por Fluorescencia. 
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6. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

6.1. Metodología Analítica  

6.1.1 Análisis cromatográfico de HAP  

El análisis de las disoluciones estándar de B[a]A y B[a]P con el sistema 1 registrado en la tabla 5.2, 

proporcionó cromatogramas con señales en los tiempos de retención (tr) de 4.2 y 9.29 min; 

respectivamente, para los HAP con una resolución (Rs) = 12.8 y un valor de α = 3.1. Con intención de contar 

con condiciones que permitieran el análisis de una mezcla de B[a]A y B[a]P con una mejor resolución se 

usaron las condiciones del sistema 2, también mostrado en la tabla 5.2. Este proporcionó los tiempos de 

retención de 9.21 (B[a]A) y 14.74 (B[a]P) con una Rs = 8.1 y una α = 1.6 El sistema 2 proporcionó una 

eficiencia de N = 34048 y 32313 y un factor de capacidad de k’= 4.12 y 7.19 para el B[a]A y el B[a]P; 

respectivamente. La figura 6.1. presenta un cromatograma que muestra la separación con el sistema 2. 

 

 

Figura 6.1. Cromatograma obtenido de la separación de B[a]A (λ= 263 nm) y B[a]P (λ= 287 nm) por 
cromatografía de líquidos de alta resolución. Disolución a 1 µg mL-1 analizada en el equipo Varian 9065, 
con columna Hypersil ODS y detector ultravioleta. 

6.1.2. Análisis cromatográfico de metabolitos 

En la degradación de HAP por microalgas verdes en etapas tempranas se producen diferentes metabolitos 

tipo dihidrodiol. Así, de la degradación 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 estándares cis- y trans- de estos metabolitos del B[a]P 
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se usaron para comparar sus tiempos de retención con aquellos formados por las microalgas en cultivos 

expuestos al B[a]P. Después de determinar las condiciones óptimas de elución de los metabolitos del 

B[a]P, se evaluó la elución del metabolito 5,6-cis-dB[a]A usando estas mismas condiciones, metabolito que 

es producido en la degradación de B[a]A por las microalgas. 

 

De las 5 columnas cromatográficas 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 proporcionó 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 isómeros 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 resolución. El 

sistema 4 mostró 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 separó a los isómeros del 4,5 dB[a]P, pero sí resolvió 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 presentó 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 parámetros 

cromatográficos obtenidos con el sistema 6. En la figura 6.2. se muestran los cromatogramas obtenidos 

del análisis de los HAP con las diferentes condiciones cromatográficas 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 aplicó en el análisis de bioensayos de 

exposición de S. capricornutum, con los cuales se corroboró la isomería de los metabolitos formados en la 

degradación de los HAP por la microalga.  

 

Tabla 6.1. Parámetros cromatográficos determinados en el análisis de los metabolitos cis- y trans- 4,5- y 
7,8- dB[a]P con el equipo Varían ProStar, la columna Envirosep PP y detector de fluorescencia con λ de 
excitación de 264 nm y λ de emisión de 390 nm.    

Metabolito  tr k' N Interacción  Rs α 

4.5 cis-dB[a]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 retención, k’: factor de capacidad, N: eficiencia, Rs: Resolución, α: factor de selectividad  
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Figura 6.2. Cromatogramas obtenidos en la optimización de la separación de metabolitos cis- / trans- 4,5- 
y 7,8- dB[a]P a una concentración de 10 ng mL-1 usando el equipo Varían ProStar y los sistemas 
cromatográficos 3(A), 4(B), 5(C) y 6(D) con una λ de excitación de 264 nm y λ de emisión de 390 nm. 

 

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

exposición simultánea a B[a]A y B[a]P y posterior evaluación de biodegradación en los extractos crudos, 

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

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

fase móvil se varió, cambios realizados con respecto al sistema 6 los cuales generaron resolución idónea 

(> 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 análisis 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. 

 

 

Figura 6.3. Optimización de la separación de los metabolitos de interés 5,6-cis-dB[a]P, 4,5-cis-dB[a]P y 7,8-
cis-dB[a]P con el cromatógrafo Varían ProStar y la columna Microsorb-MV con una λ de excitación de 264 
nm y λ de emisión de 390 nm.   

 

6.1.3. Validación del método  

Se observó un comportamiento lineal en el intervalo de trabajo de B[a]A en el método Extracción en Fase 

Sólida-Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución para el medio líquido y en el método Dispersión de 

Matriz en Fase Sólida-Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución para la biomasa, obteniendo el valor 

de R2 =0.998 en cada una de las matrices. La figura 6.4 en sus secciones A y B muestran las curvas de 

calibración construidas para el análisis del medio líquido y la biomasa; respectivamente. El LD y el LC para 

el B[a]A, presentados en la tabla 6.2, fueron apropiados para realizar el seguimiento de la biodegradación 

por medio de la cuantificación de los HAP, tanto en medio líquido como biomasa. Los resultados obtenidos 

se consideran precisos al contar con una desviación estándar relativa menor al 15%. Los porcentajes de 

recuperación para el B[a]A oscilaron del 93 al 96%. 
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El análisis del B[a]P mostró un intervalo lineal con un valor de R2 cercano a la unidad para los métodos con 

ambas matrices. La Figura 6.4. en sus secciones A y B muestra las curvas de calibración construidas con los 

datos promedio (n=3) del medio líquido y biomasa; respectivamente. 

 

  
 

Figura 6.4. Curvas de calibración construidas con el cromatógrafo Varian 9065 Polychrom y la columna 

Hypersil ODS para la determinación y cuantificación de B[a]A (▲, λ= 263 nm) y B[a]P (■, λ= 287 nm) en 
A) medió líquido y B) biomasa usando extracción en fase sólida y dispersión de matriz en fase sólida como 
tratamiento de muestra; respectivamente. 
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Tabla 6.2. Resultados de la validación de los métodos (n=3) de cuantificación de B[a]A, B[a]P (detección por ultravioleta), 5,6-cis-dB[a]P, 4,5-cis-dB[a]P y 7,8-cis-
dB[a]P (detección por fluorescencia), obtenidos por extracción en fase sólida (muestras líquidas) y dispersión de matriz en fase solida (muestras sólidas) y 
analizados por cromatografía de líquidos de alta resolución. 

Analito % de 

recuperación* 

RSD** Linealidad (R2) LD LC Intervalo de trabajo 

medio 

líquido 

biomasa medio 

líquido 

biomasa medio 

líquido 

biomasa medio 

líquido 

 (ng mL-1) 

biomasa  

(ng mg-1) 

medio 

líquido 

(ng mL-1) 

biomasa  

(ng mg-1) 

medio 

líquido  

(ng mL-1) 

biomasa 

(ng mg-1) 

B[a]A 96 93 3.04 4.51 0.998 0.998 24.85● 20.59● 75.3● 64.4● 200-2000 200-200 

B[a]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: desviación estándar relativa, intervalo de confianza. LD: Límite de detección. LC: Límite de cuantificación. *Concentraciones de los extractos usados 
sometidos a mediciones individuales para calcular el % de recuperación: B[a]A= 0.5, 1.0 y 1.6 µg mL -1, B[a]P= 0.5, 0.8 y 1.1 µg mL -1, 5,6-cis -dB[a]A= 0.25. 
1.25 y 5 ng mL-1, 4,5-cis-dB[a]P= 3, 5 ,10 y 15 ng mL-1, 7,8-cis-dB[a]P= 2.5, 5, 10 y 20 ng mL-1, **estas concentraciones fueron usadas para la determinación 
de RSD. ●Determinación de LD y LC realizados con detección Ultravioleta  
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El LD y el LC para el análisis del B[a]P presentados en la tabla 6.2 fueron idóneos para realizar el 

seguimiento de su degradación tanto para muestras provenientes de medio líquido y de la biomasa. Los 

resultados del análisis del B[a]P fueron precisos al contar con una desviación estándar relativa < 15%. El 

porcentaje de recuperación para del B[a]P en medio líquido fue el menor en toda la validación (81 %), 

encontrándose dentro de los valores previamente publicados (Hernández Blanco y García de Llasera, 

2016). El recobro para el B[a]P en biomasa fue cercano al 100%. (103 %). Estos resultados evidencian que 

los recobros son reproducibles, siendo útil este método en el seguimiento del B[a]P y así poder precisar 

su biodegradación y la presencia activa del sistema enzimático en los extractos.  

6.1.3.1. Análisis de metabolitos de seguimiento  

La validación del método para el análisis del metabolito 5,6-cis-dB[a]A mostró que el intervalo de trabajo 

por Extracción en Fase Sólida/ Dispersión de Matriz en Fase Sólida- Cromatografía de Líquidos de Alta 

Resolución-Detección por Fluorescencia fue lineal con una R2=0.997 para el medio líquido y la biomasa. La 

figura 6.5 en sus secciones A y B muestra la curva de calibración construida con los datos promedio (n=3) 

para el medio líquido y biomasa; respectivamente. El LD y el LC obtenidos para el 5,6-cis-dB[a]P, tabla 6.2, 

revelaron la mejor detección para del metabolito de seguimiento usado y junto con el porcentaje de 

recuperación se mostró que el método es adecuado para la evaluación de la biodegradación en los 

extractos analizados. Además, los resultados son precisos al proveer una desviación estándar relativa < 

15%. 

 

La validación del método para el análisis de 4,5-cis-dB[a]P presentó una linealidad muy buena, con un valor 

de R2 = 0.999 para las muestras, independiente a su origen sólido o líquido. La figura 6.5 en sus secciones 

A) y B) muestra la curva de calibración construida con los datos promedio (n=3) para el medio líquido y 

biomasa; respectivamente. El análisis del LD y del LC, tabla 6.2, mostró un valor idóneo para realizar el 

seguimiento del 4,5-cis-dB[a]P durante la biodegradación del B[a]P en muestras obtenidas de los cultivos 

activados. La determinación del metabolito fue precisa contando con una desviación estándar relativa < 

15%. El porcentaje de recuperación variando del 86% al 90% se encuentra dentro de los valores 

previamente publicados (Olmos-Espejel et al., 2012). Estos permitieron la determinación de la presencia 

del metabolito a causa del sistema enzimático presente en los extractos. 
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Figura 6.5. Curvas de calibración construidas con el cromatógrafo Varian ProStar y la columna Microsorb-
MV (λ de excitación = 264 nm y λ de emisión = 390 nm) para la determinación y cuantificación de 5,6-cis-

dB[a]A (•), 4,5-cis-dB[a]P (■) y 7,8-cis-dB[a]P (▲) en A) medió líquido y B) biomasa usando extracción en 
fase sólida y dispersión de matriz en fase sólida; respectivamente, como tratamiento de muestra.  

 

El análisis del 7,8-cis-dB[a]P mostró que el intervalo usado es lineal con un valor de R2=0.999 en ambos 

tipos de muestra, de origen líquido y sólido. La figura 6.5 en sus secciones A y B ilustra la curva de 

calibración construida con los datos promedio (n=3) para el medio líquido y biomasa. El LD y el LC para el 

7,8-cis-dB[a]P fueron idóneos y junto con los porcentajes de recuperación mostrados en la tabla 6.2, 

permitieron el seguimiento del metabolito en los bioensayos de exposición realizados con las células 

microalgales. Los valores fueron precisos al tener una desviación estándar relativa < 15%. En la evaluación 

de la biodegradación en los extractos enzimáticos, la baja estabilidad de este metabolito no permitió su 

análisis.  
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6.1.4. Evaluación de configuración geométrica  

El sistema cromatográfico 6 se usó en la identificación de los metabolitos cis- y trans- 4,5- y 7,8- dB[a]P en 

biomasa y medio líquido provenientes de cultivos expuestos al B[a]P (266 ng mL-1) durante 6 h de 

incubación. Se observó que los metabolitos formados por las microalgas contaron con una mejor 

coincidencia de tr y un aumento uniforme de los picos cromatográficos con las adiciones de los estándares 

cis. La figura 6.6 presenta los cromatogramas de los extractos de medio líquido y biomasa con y sin adición 

de la disolución estándar 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 líquido con los estándares cis- 

y trans- del 4,5- y 7,8- dB[a]P. Esta prueba descartó contundentemente la presencia del 7,8-trans-dB[a]P. 

Los cromatogramas mostrados evidencian la presencia de un hombro o deformación (señalado con un 

asterisco) seguida al pico identificado como 4,5-cis-dB[a]P. Este pico no se identificó como alguno de los 

metabolitos de seguimiento, de acuerdo con lo publicado en la literatura se asumió como la señal del 

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

 

La sección 6.6.A y 6.6.E de la figura 6.6 muestran los cromatogramas con la adición del estándar 4,5-cis-

dB[a]P en el extracto de metabolitos obtenido de biomasa y medio líquido por Extracción en Fase Sólida y 

Dispersión de Matriz en Fase Sólida; respectivamente. Esta adición mostró 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 degradación, lo que también supone la presencia 

de sistemas enzimáticos mediados por di-oxigenasas, los cuales se han observado en bacterias y son 

responsables de la formación de este tipo de metabolitos cis (Warshawsky, 1985). Posteriormente la 

adición del estándar 4,5-trans-dB[a]P evaluada en las secciones B y F mostró un crecimiento asimétrico 

del pico adyacente al previamente identificado en el extracto de metabolitos del medio líquido, lo que no 

descartó la presencia de este metabolito, pero tampoco lo identificó 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 

adición estándar en las secciones C y G. Esta evaluación generó un incremento homogéneo en el pico 

cromatográfico de interés en el extracto de biomasa y en el medio líquido determinando la presencia de 

este metabolito en la etapa temprana de la biodegradación. La presencia del 7,8-cis-dB[a]P de nuevo 

indicó la presencia de di-oxigenasas en la biodegradación de HAP de alto peso molecular. Finalmente, la 

adición estándar 7,8-trans-dB[a]P evaluada en las secciones D y H generó un pico cromatográfico adicional 

en el cromatograma del extracto expuesto, descartando la presencia del metabolito trans en el cultivo. 
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Figura 6.6. Evaluación de la configuración geométrica de los metabolitos de seguimiento con equipo 

Varian ProStar en extractos diluidos (1:1) de: biomasa obtenidos por dispersión de matriz en fase sólida 

(secciones “A” a “D”) y de medio líquido obtenidos por extracción en fase sólida (secciones “E” a “H”). 

Los extractos se adicionaron con 25 µg de 4,5-cis-dB[a]P (A y E), 10 µg de 4,5-trans-dB[a]P (B y F), 20 µg 

de 7,8 -cis-dB[a]P (C y G), y 20 µg de 7,8-trans-dB[a]P (D y H). * 11,12-cis-dB[a]P de acuerdo con lo 

publicado por García 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 aplicó 

ultrasonido de manera localizada sobre la biomasa proveniente de cultivos expuestos a los HAP. Las ondas 

ultrasónicas proporcionaron un extracto de coloración verde translúcido. Posteriormente, se cuantificó la 

clorofila en el extracto crudo intracelular por mediciones espectrofotométricas que se asociaron al grado 

de la ruptura celular en la optimización de la extracción asistida por ultrasonido. El material liberado 

también contuvo material proteico de interés cuantificable por el método de Lowry. Las condiciones de 

operación 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 evaluó la obtención de mayor cantidad de proteína en el extracto crudo intracelular 

usando biomasa proveniente de mayor número de cultivos activados solo por exposición al B[a]P (1, 2 y 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 optimización de este proceso 

se emplearon cultivos de Scenedesmus acutus, favorecido por la tasa de crecimiento de la microalga. Los 

resultados de esta evaluación se encuentran en la figura 6.7. 

 

 

Figura 6.7. Absorbancia en lisados obtenidos con 1, 2 y 4 cultivos de activación asociada a la presencia de 
clorofila y proteína. Como medio de lisis se usó 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 exposición total de 5 min.  
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El proceso de lisis con mayor número de cultivos confirmó que el medio compuesto únicamente por 

amortiguador Tris permite la liberación de clorofila proporcional a la observada por Fuentes-Pérez (2019), 

por lo que además de mantener la eficiencia del proceso el empleo del amortiguador Tris sin aditivos 

simplificó el proceso de obtención del extracto crudo intracelular al evitar procesos adicionales. Además, 

al usar muestra de 4 cultivos se observó el mayor valor de absorbancia (0.19 UA) que se asoció a 1.12 ± 

0.09 mg de proteína total.  

 

La cantidad del material proteico total en el extracto crudo intracelular y en el extracto crudo extracelular 

provenientes de los cultivos activados por exposición al B[a]P 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 proteína determinada en los 

controles provenientes de cultivos no activados. 

 

 

Figura 6.8. Proteína total cuantificada en los extractos crudos obtenidos de S. capricornutum (S. cap.), y S. 
acutus (S acu.), expuestas y no a B[a]P 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 proteína, 

aproximadamente el doble en comparación con el extracto crudo intracelular, esto debido en mayor parte 

por la presencia del nutriente remanente proteosa-peptona de los cultivos. Esta observación fue 

independiente al proceso de activación, pues en extracto crudo extracelular provenientes de los cultivos 

que no fueron expuestos a HAP también se observó una mayor cantidad de proteína total cuantificada. De 
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la misma manera, en la mayoría de los casos se observó mayor cantidad de proteína promedio en los 

controles que, en este caso puede asociarse a la exposición al HAP, donde el material proteico presente 

disminuye por muerte celular. La prueba de hipótesis con un intervalo de confianza de 95% y un nivel de 

significancia de 0.05 con la que se comparó la cantidad de proteína obtenida de los extractos crudos de 

los cultivos de activación frente a sus respectivos cultivos control demostró que no existe diferencia 

significativa entre la cantidad de proteína de cada muestra y su control independientemente de la 

microalga que se empleó en los intervalos de 48 y 72 h, ejemplo de los datos obtenidos al realizar estas 

pruebas estadísticas se encuentran en el material anexo de esta tesis (A.3.). Sin embargo, al considerar la 

cantidad de proteína total de los extractos crudos intracelulares y extractos crudos extracelulares por 

intervalo y especie se observó que los cultivos de Scenedesmus acutus a las 72 h de exposición a B[a]P 

produjeron una cantidad de proteína significativamente diferente.  

 

Esta técnica cumplió su objetivo de evidenciar la presencia de material proteico para posteriormente 

contener los componentes enzimáticos en un extracto y evaluar la biodegradación de HAP en estos 

además de determinar las condiciones de obtención de estos. Adicionalmente, en el análisis microscópico 

de las microalgas realizado después del proceso de lisis se observó la conservación de la forma celular con 

espacios vacíos 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 más vacías empleando un 30 % de amplitud 

y pulsos de 10 segundos en presencia de baño de hielo para evitar el sobrecalentamiento de la muestra. 

 

 

Figura 6.9. Scenedesmus acutus expuesta a ultrasonido por pulsos automatizados de 10 seg y pausas de 5 
seg para una exposición total de 5 min (30 % de amplitud). El señalador marca una célula conservando su 
estructura con burbujas de aire dentro de ella. El recuadro muestra más ejemplos de esta observación. 
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6.1.6. Análisis de extractos crudos por cromatografía de exclusión molecular, calibración. 

El análisis de los extractos crudos, las fracciones y subfracciones provenientes cultivos de S. capricornutum 

activados por exposición a B[a]P empleando la instrumentación en tabla 5.1., sección 5 y las columnas 

cromatográficas Sephax SRT SEC-300 (5 a 1250 kDa) y Agilent Bio SEC-5 (0.5 a 150 kDa), se realizó con una 

curva de calibración con los compuestos estándares de PM conocido que se presentan en la tabla 6.3, 

junto con los cromatogramas correspondientes en la Figura 6.10. La construcción de la curva de calibración 

para la columna Sephax SRT SEC-300 prescindió del uracilo, mientras que la columna Agilent Bio SEC-5 del 

uracilo y tiroglobulina. Esta discriminación se debió a que los tamaños de estos estándares quedan fuera 

del intervalo de trabajo de las columnas. Ejemplo del cromatograma de elución de los estándares y las 

curvas de calibración se presentan en la figura 6.10. A estas curvas obtenidas al inicio de la 

experimentación se les identificará como primarias y se emplearon en la determinación de diferencias en 

el perfil molecular de los extractos crudos concentrados por comparación con cultivos sin activación.  

 

Tabla 6.3. Calibración primaria usada en cromatografía de exclusión molecular analítica utilizando 
estándares de peso molecular conocido y las columnas SRT SEC 300 y Agilent Bio SEC-5.   

COLUMNA SRT SEC 300 Agilent Bio SEC-5 

Proteína X (tr) σ C. V. kDa log 
kDa 

X (tr) σ C. V. kDa log 
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 2.30 6.60 0.02 0.28 200.00 2.30 

Albumina 9.95 0.01 0.09 66.00 1.82 7.54 0.01 0.07 66.00 1.82 

Anhidrasa 11.10 0.02 0.16 29.00 1.46 8.79 0.01 0.07 29.00 1.46 

Aprotinina 11.75 0.01 0.10 6.51 0.81 9.79 0.10 1.05 6.51 0. 81 

Uracilo 13.76 0.02 0.18 0.12 -0.92 13.38 0.27 1.99 0.12 -0.92 

X(tr): promedio de tiempos de retención (n=3), σ: desviación estándar, C.V.: Coeficiente de 
variación, kDa: tamaño molecular en Dalton  
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Figura 6.10. A) Curvas de calibración primaria usadas en cromatografía de exclusión 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 λ variable de 205 a 280 nm. 

 

Posteriormente, avanzada la experimentación para corroborar los tiempos de retención 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 cuáles se extrapolaron los PM de las fracciones y 

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

calibración. 

 

 

Figura 6.11. Curvas de calibración secundarias usadas en el análisis de las subfracciones con el 
cromatógrafo Waters 1525 (λ 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 sólidos usados conllevaron a su renovación por 

resiembra cada tres semanas. El seguimiento del crecimiento de las microalgas en los cultivos líquidos de 

200 mL de medio Bristol permitió establecer los días necesarios para contar con el número de células de 

5 x106 células mL-1, con medida de absorbancia = 1. Con las mediciones espectrofotométricas en diferentes 

días 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 más peptona proteosa al 0.1% m/v y S. capricornutum más peptona proteosa al 0.01% m/v. 
En los recuadros se muestran los días necesarios para rondar una Absorbancia = 1 medida a 685 nm.  

 

El seguimiento del crecimiento de las microalgas en los cultivos se realizó durante 30 días en los medios 

adicionados con peptona-proteosa al 0.1%. La absorbancia para obtener el número de células usado en 

los bioensayos de exposición (A= 1) se alcanzó a los 15 y 20 días de realizada la inoculación con S. acutus 

y S. capricornutum; respectivamente. S. acutus mostró una curva de crecimiento lineal, mientras S. 

capricornutum presentó el crecimiento exponencial a partir del día 12, estabilizándose a partir del día 21. 

En los cultivos usados se buscó contar con células jóvenes, las cuales tienen un metabolismo acelerado y 

así potenciar el proceso de degradación de los HAP. Por esta razón se manejaron cultivos en pleno 

crecimiento con A=1. El crecimiento de S. capricornutum en presencia reducida de peptona proteosa 

(0.01%) se descartó al requerir más de 44 días para alcanzar el crecimiento adecuado. La intención 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 así evitar interferencias en su análisis. 

6.2.2. Bioensayos con cultivos de células 

Como se ha mencionado, la corroboración del comportamiento de degradación de B[a]P por S. 

capricornutum se realizó por bioensayos con el seguimiento en el tiempo de las cantidades de B[a]P y sus 

metabolitos para la corroboración de la degradación de B[a]P. Los análisis de B[a]P y metabolito se 

realizaron en los componentes del cultivo por separado, tanto en medio líquido como en biomasa. Los 

resultados se muestran en la tabla 6.4. 
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Tabla 6.4. Corroboración de biodegradación en medio líquido y biomasa de Selenastrum capricornutum 
por bioensayos de exposición de tiempo variable y cuantificación de B[a]P (µg) y sus metabolitos (ng). 

Tiempo 
(h) 

4,5 cis dB[a]P 

(ng) 

7,8 cis dB[a]P 

(ng) 

B[a]P 

(µg) 

B[a]P 

total 

(µg) 

% B[a]P 

Removido  

% 

Degradación 

 medio 

líquido 

biomasa medio 

líquido 

biomasa medio 

líquido 

biomasa    

1.5 39 ± 

1.77 

44 ± 

1.53 

NC 28 ± 

1.23 

1.26 ± 

0.05 

1.98 ± 

0.031 

3.24 ± 

0.059 

69 19 

3 57 ± 

2.04 

57 ± 

1.26 

24 ± 

0.93 

39 ± 

1.44 

0.57 

±0.021 

1.35 ± 

0.096 

1.92 ± 

0.098 

86 52 

6 159 ± 

4 

75 ± 2.4 45 ± 

1.83 

30 ± 

1.14 

0.54 ± 

0.004 

0.30 ± 

0.006 

0.84 ± 

0.007 

87 79 

48 60 ± 

1.92 

13 ± 

0.35 

NC NC 0.29 ± 

0.004 

0.11 ± 

0.002 

0.39 ± 

0.004 

93 90 

72 11 ± 

0.37 

ND ND ND 0.12 ± 

0.003 

ND 0.12 ± 

0.003 

97 97 

 NC: no cuantificado. ND: no detectado. B[a]P: 266 ng mL-1. 28 °C temperatura de incubación.  

 

 

La degradación del B[a]P por S. capricornutum alcanzó su máximo nivel a las 72 h de incubación, siendo 

evidente desde las primeras horas la disminución en su concentración. A las 6 h se encontró el mayor nivel 

de producción de los metabolitos 4,5-cis-dB[a]P y 7,8-cis-dB[a]P, excepto por este último en la biomasa 

con una máxima producción a las 3 h de comenzada la exposición. Los bioensayos de exposición con 

células de 48 y 72 h a 34 °C se usaron para el proceso de activación celular y posteriores ensayos de 

exposición con los extractos enzimáticos. Estos resultados se tomaron en cuenta para los intervalos de 

tiempo de exposición usados en la evaluación de la degradación de B[a]A y B[a]P por extractos enzimáticos 

de S. capricornutum y S. acutus (descritos en las secciones 6.2.4 a 6.2.6.). En estos tiempos de exposición 

de los ensayos de activación 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 aprovechó para distinguir la producción de metabolito 

de este control y de los extractos crudos. El porcentaje de B[a]P removido y el porcentaje de degradación 
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se calculó con las ecuaciones 5 y 6; respectivamente (Fuentes-Pérez, 2019).   

 

𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 5.  % 𝑅𝑒𝑚𝑜𝑣𝑖𝑑𝑜 =  
𝐵[𝑎]𝑃 𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑜−𝐵[𝑎]𝑃 𝑒𝑛 𝑀𝐿 

𝐵[𝑎]𝑃 𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑜 
𝑥 100% 

 

𝐸𝑐𝑢𝑎𝑐𝑖ó𝑛 6.  % 𝐷𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =  
𝐵[𝑎]𝑃 𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑜 − (𝐵[𝑎]𝑃 𝑒𝑛 𝑀𝐿 + 𝐵[𝑎]𝑃 𝑒𝑛 𝐵𝑚 ) 

𝐵[𝑎]𝑃 𝑎𝑑𝑖𝑐𝑖𝑜𝑛𝑎𝑑𝑜 
𝑥 100%  

 

6.2.3. Ensayos preliminares de evaluación de la biodegradación con extractos crudos 

Los ensayos preliminares de evaluación de degradación con extractos crudos de S. capricornutum se 

realizaron a temperatura ambiente durante 3 h con adición de B[a]P, 266 g L-1. Con los extractos crudos 

extracelulares y los extractos crudos intracelulares de S. capricornutum y de los controles usados en la 

evaluación de la degradación. 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 exposición con los extractos enzimáticos se cuantificó metabolito en cantidades mayores 

al control, por lo que se pudo corroborar que, en el extracto crudo intracelular y el extracto crudo 

extracelular, sí se efectúa biodegradación, y por consiguiente el sistema enzimático responsable está 

presente y activo. Además, se observó que en el extracto crudo extracelular la biodegradación se efectuó 

formando una mayor cantidad de metabolito que en el extracto crudo intracelular. Estos resultados se 

compararon con los de un control abiótico, medio Bristol sin microalgas incubado con B[a]P durante 72 h, 

en el cual se observó el 98.5% del B[a]P adicionado, demostrando que la degradación abiótica es menos 

efectiva que la degradación biótica. Finalmente, el control no activado, es decir extractos crudos obtenidos 

de cultivos no expuestos a B[a]P, corroboró la necesidad de la activación de las células frente al 

contaminante para estimular el proceso de biodegradación ya que no se detectaron metabolitos y 

permanecieron 3.63 µg de los 4 µg del B[a]P adicionado. La cantidad remanente cuantificada del B[a]P y 

sus metabolitos en la biomasa y el medio líquido procedente de los cultivos activados que fungieron como 

controles, fue mínima permitiendo corroborar y diferenciar la producción de metabolitos de degradación 

generada en los extractos crudos. 
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Figura 6.13. Evaluación preliminar de la biodegradación presente en extractos crudos (3 h frente B[a]P). 
Cuantificación de la producción 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 activación de 72 h con B[a]P (266 ng mL-1). 

 

6.2.3.1 Comparación de la evaluación de la degradación en extractos crudos y en cultivos con células 

En el siguiente paso de la investigación se compararon las cantidades de 4,5-cis-dB[a]P formados en los 

bioensayos de exposición con células y de evaluación de la degradación en extractos crudos de S. 

capricornutum. Para ello, se tomó en cuenta la exposición al B[a]P 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 enzimáticos 

intracelulares, los cuales provinieron de cultivos activados con B[a]P a 72 h y 34 °C. Las cantidades 

determinadas del metabolito 4,5-cis-dB[a]P revelaron una producción semejante por las células completas 

ante una segunda exposición al B[a]P en medio Bristol (186.36 ± 37.86 ng) como por el extracto crudo 

intracelular (201.10 ± 10.68 ng). En esta evaluación el medio líquido solo y el medio líquido más extracto 

crudo intracelular, ambas muestras procedentes de cultivos activados por B[a]P (72 h), mostraron mayor 

presencia del 4,5-cis-dB[a]P al realizar un bioensayo de exposición al B[a]P (3 h) en comparación a un 

proceso de activación de 3 h. El resultado de este ensayo se explica al contener en el medio líquido y en el 

extracto crudo intracelular el sistema enzimático activado y disponible para continuar el proceso de 

degradación ante la nueva adición de B[a]P además del remanente del 4,5-cis-dB[a]P a causa del proceso 

de activación. El resultado de esta evaluación se observa en la figura 6.14. 

 

 

Figura 6.14. Evaluación de la biodegradación de B[a]P (4 µg, 3 h, 34 °C, luz amarilla y 50 rpm) en células 
completas, extracto crudo intracelular (ECI), medio líquido (ML) y la mezcla de los dos últimos (ML + ECI). 
Cuantificación del 4,5-cis-dB[a]P, con el equipo Varian ProStar y columna Microsorb MV.  

6.2.4. Evaluación de la degradación en extractos crudos de S. capricornutum  

6.2.4.1. Activación de S. capricornutum frente B[a]P por periodos de 48 y 72 h  

El proceso de activación por exposición al B[a]P, sensibilizó las microalgas, induciendo la producción del 

sistema enzimático involucrado en la biodegradación de los HAP. Por lo tanto, se realizó la evaluación de 

la degradación 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 exposición de 48 y 72 h frente el B[a]P (266 ng mL-1). Los 

extractos crudos se expusieron al B[a]P a 266 ng mL-1. Los bioensayos de activación se realizaron a 34 °C 

para fomentar la producción del sistema degradador; el control residual se usó para cuantificar la cantidad 

de metabolito residual existente en los extractos enzimáticos, arrastrado de los bioensayos de activación. 

Los resultados de la evaluación de la degradación de S. capricornutum frente a los HAP se ilustran en la 

figura 6.15.A.  

  

 

 
Figura 6.15. Evaluación de la degradación en Extractos Crudos (ECs) de Selenastrum capricornutum por 
incubación de 3h con B[a]P (A) o B[a]A (B) de acuerdo con el Hidrocarburo Aromático Policíclico usado en 
el proceso de activación (48 y 72 h). Cuantificación del 4,5-cis-dB[a]P con el equipo Varian ProStar y 
columna Microsorb MV. 
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Con ayuda de estos se determinó 72 h como mejor tiempo de activación para S. capricornutum frente al 

B[a]P, tiempo que permitió obtener la menor cantidad del 4,5-cis-dB[a]P residual para poder distinguir 

mejor la cantidad de metabolito producida por la biodegradación presente en los extractos crudos con 3 

h de exposición a temperatura y luz ambiente al exponerlos frente a B[a]P. El bioensayo de activación de 

48 h no fue idóneo por que el 4,5-cis-dB[a]P remanente perjudicó la subsecuente evaluación de la 

biodegradación de S. capricornutum frente al B[a]P ya que se arrastró gran cantidad del metabolito 

producido. Los extractos crudos de 72 h de activación tuvieron una producción 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]P no puedo ser cuantificado. La mayor presencia del 4,5-cis-dB[a]P en el 

extracto crudo extracelular sobre el extracto crudo intracelular reveló que su producción se puede realizar 

dentro de la célula y posteriormente ser liberado o que el propio sistema enzimático involucrado atraviesa 

la pared celular por un proceso similar. 

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

 La biodegradación de B[a]A por los extractos crudos de S. capricornutum, extracto crudo extracelular y 

extracto crudo intracelular, no se determinó porque el metabolito de seguimiento el 5,6-cis-dB[a]A no se 

diferenció en la evaluación de la biodegradación del control. Por el contrario, la cantidad de metabolito se 

mantuvo por debajo de la del control residual proveniente del ensayo de activación. Estos resultados se 

muestran en la figura 6.15.B. Lo anterior, no significa que la biodegradación esté ausente, pues la velocidad 

de formación y la de desaparición del metabolito de seguimiento podrían ser similares debido a 

inestabilidad. Cabe destacar que la cuantificación del 5,6-cis-dB[a]P fue superior en el extracto crudo 

extracelular, tal como se observó con el seguimiento del 4,5-cis-dB[a]P. Previamente se ha mostrado que 

la degradación de B[a]A por S. capricornutum se realiza de manera lenta y con la aparición del 5,6-cis-

dB[a]A (García de Llasera y García Cicourel, 2017). Finalmente se escogió 48 h como tiempo de activación 

para evaluar la biodegradación en los extractos crudos de S. capricornutum frente al B[a]A a través del 

tiempo, ya que extender el intervalo de activación resulta innecesario al haber logrado determinar la 

degradación en los extractos crudos de S. capricornutum expuestos a B[a]P previamente (sección 6.2.4.1.). 

6.2.4.3. Evaluación de biodegradación en extractos crudos de S. capricornutum a diferentes tiempos de 

incubación con B[a]P   

Los ensayos de la evaluación de biodegradación con los extractos crudos descritos en sección 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 

activación y se muestran en la figura 6.16. 

 

 
Figura 6.16. Evaluación de la biodegradación en Extractos Crudos de Selenastrum capricornutum por 
incubación de 1.5, 3 y 6 h con B[a]P, mismo que también fue usado para el proceso de activación (72 h). 
Cuantificación del 4,5-cis-dB[a]P con el equipo Varian ProStar y columna Microsorb MV. 

 

La evaluación de la biodegradación en el extracto crudo intracelular entre 1.5, 3 y 6 h de incubación 

permitió 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 biodegradación continuará más allá del tiempo 

máximo evaluado. La máxima concentración total en el extracto crudo intracelular se obtuvo a las 6 h y se 

estimó 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 biodegradación del extracto crudo intracelular (250.72 ± 6.92), 

mostrando un total de 235.13 ± 6.95 ng. El extracto crudo extracelular manifestó una baja variación en la 

concentración del 4,5-cis-dB[a]P entre tiempos, sin diferencia estadísticamente significativa. Después de 

considerar la sustracción de la cantidad del metabolito en el control, la máxima cantidad del metabolito 

asociado a la biodegradación en el extracto crudo extracelular se obtuvo a las 3 h (594.26 ± 10.72), 

disminuyendo levemente a las 6 h de evaluación. La disminución del metabolito en el extracto crudo 

extracelular apunta al descenso de la biodegradación más allá del tiempo evaluado. Al observar la 

producción del 4,5-cis-dB[a]P en los extractos crudos de S. capricornutum, se establece en ellos la 

presencia del sistema enzimático responsable de la degradación del B[a]P. La mayor presencia del 

metabolito en el extracto crudo extracelular sugirió la mayor concentración del sistema responsable en 
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este extracto como se ha observado en trabajos donde la respuesta extracelular enzimática de S. 

capricornutum es notablemente más alta que la intracelular (García de Llasera et al, 2022). Este 

comportamiento se ha observado en condiciones ambientales donde es necesaria una detoxificación del 

medio por las comunidades de microorganismos a través de componentes extracelulares. Ciertos trabajos 

han mostrado la presencia de sistemas enzimáticos microalgales extracelulares (Gao y Chi, 2015) como 

fosfatasas alcalinas de Phaeodactylum tricornutum bajo deficiencias de fosforo (Lin et al, 2013) y 

anhidrasas carbónicas que cuentan con actividades variadas en función de la presencia de bicarbonato en 

medios que contengan el alga Dunaliella salina HTBS (Hou et al., 2016). Recién se han descrito sistemas 

enzimáticos 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 degradación de contaminantes fenólicos (Otto et 

al., 2015).    

6.2.4.4. Evaluación de biodegradación en extractos crudos de S. capricornutum a diferentes tiempos de 

incubación con B[a]A  

La evaluación de la biodegradación a través del tiempo en extractos crudos de S. capricornutum con 48 h 

de activación permitió diferenciar la cantidad de metabolito en el extracto crudo extracelular y en su 

control a las 17 h de comenzada la exposición a B[a]A, cuantificando la producción 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 aplicó en la evaluación de degradación con 3, 6, 9 y 14 h de incubación, pero no 

se evidenció degradación por el sistema enzimático en el extracto crudo extracelular. Por otra parte, en el 

extracto crudo intracelular de S. capricornutum frente B[a]A se determinó la presencia del sistema 

enzimático a las 14 h de comenzada la evaluación, cuantificando al 5,6-cis-dB[a]A en 2.76 ± 0.65 ng, sin 

poder determinar el metabolito a las 17 h de comenzada la exposición en el extracto crudo intracelular. 

Este ensayo determinó que la biodegradación puede estar presente hasta por 17 h después de la obtención 

de los extractos crudos. Más allá de este intervalo la biodegradación podría evaluarse, pero su 

prolongación para los fines de este trabajo resulta impráctica porque los ensayos con S. capricornutum 

frente B[a]P sí permitieron diferenciar la biodegradación en un menor tiempo. El seguimiento del 7,8-cis-

dB[a]P en la degradación de B[a]P por S. capricornutum se imposibilitó debido a su baja producción y 

estabilidad publicada (García Cicourel, 2015), continuando probablemente su proceso de degradación. 
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6.2.5. Evaluación de la degradación en extractos crudos de Scenedesmus acutus  

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

La evaluación de la biodegradación en extractos crudos de S. acutus frente B[a]P se realizó durante 3 h a 

T ambiente y con extractos provenientes de cultivos cuya activación se extendió 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 enzimático. 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 podría explicarse porque 

García de Llasera y colaboradores (2016), describieron que la degradación de B[a]P por S. acutus sucede 

de manera más lenta que S. capricornutum, aunque formando los mismos metabolitos. Con la exposición 

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 

que se muestran en la figura 6.17. 

 

Cabe destacar que, en estos bioensayos en el control residual se determinó una cantidad similar o mayor 

que la encontrada en los bioensayos de la evaluación de biodegradación con los extractos crudos. Esta 

similitud no permitió la diferenciación de cantidades de metabolito entre bioensayo de exposición y 

control. Por lo tanto, no se pudo cuantificar la producción del 4,5-cis-dB[a]P y 7,8-cis-dB[a]P por el proceso 

de biodegradación generado en los extractos crudos en presencia del sistema enzimático responsable. La 

mayor cantidad de metabolito promedio determinada en los bioensayos comparada con los controles a 

través del tiempo probado se observó solamente a las 72 h (extracto crudo extracelular) y 336 h o 2 

semanas (extracto crudo intracelular) de incubación. Sin embargo, no se logró evidenciar el proceso de 

biodegradación activo en los extractos crudos a causa de la variación obtenida en las mediciones realizadas 

en la cuantificación de los metabolitos. García Cicourel, 2015 observó que la degradación de B[a]P por 

células de S. acutus a las 72 h llega a un estado estacionario, razón por la cual se emplearon 336 h para 

establecer su comportamiento en periodos de tiempo más largos. Una explicación de observar cantidades 

similares entre bioensayos y controles recae en que las velocidades de degradación de B[a]P y en 

consecuencia la de producción 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.  Evaluación de la biodegradación en Extractos Crudos de Scenedesmus acutus por incubación 
de 3 h con B[a]P, mismo que también fue usado en el proceso de activación (48, 72, 144, h y 2 semanas). 
Cuantificación del 4,5- y 7,8 - cis-dB[a]P con el equipo Varian ProStar y columna Microsorb MV. 
 

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

La evaluación de biodegradación en extractos crudos de S. acutus por exposición a B[a]A durante 3 h, a T 

ambiente, con extractos proveniente de cultivos activados por periodos de 48 y 72 h, evidenció la 

presencia del 5,6-cis-dB[a]A formado por el sistema enzimático 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 evaluación de 

biodegradación de extractos crudos, característica más evidente en los extractos crudos extracelulares. En 

este bioensayo las cantidades determinadas del 5,6-cis-dB[a]A en el extracto crudo extracelular también 

fueron mayores en comparación 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 producción del 

metabolito 5,6-cis-dB[a]P. Así, al tomar en cuenta la producción de metabolito en el bioensayo control del 

extracto crudo intracelular (sustracción de la cantidad observada en el control), se cuantificó un total del 

metabolito de seguimiento de 0.44 ± 0.0014 ng en el extracto crudo intracelular y 4.57 ± 0.049x10-2 ng en 

el extracto crudo extracelular. Este mismo procedimiento con 72 h de activación no permitió la 

determinación de la biodegradación 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 logró 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 enzimático en los 

extractos crudos de S. acutus y presumiblemente en mayor presencia en el extracto crudo extracelular. 

 

 

Figura 6.18. Evaluación de degradación en Extractos Crudos de Scenedesmus acutus por incubación de 3 h 
con B[a]A, mismo que también fue usado en el proceso de activación (48 y 72 h). Cuantificación del 5,6-
cis-dB[a]A con el equipo Varian ProStar y columna Microsorb MV. 
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6.2.6. Selección de tiempos de activación para los ensayos de evaluación de degradación en extractos 

crudos de S. capricornutum y S. acutus  

Como se muestra las secciones 6.2.4.1 y 6.2.4.2 el intervalo de tiempo que permitió la diferenciación de 

producción de los metabolitos en los extractos crudos de S. capricornutum se encontró en el intervalo de 

48 a 72 h; de tal manera que el tiempo de activación de 72 h fue seleccionado como el óptimo para la 

exposición con B[a]P y de 48 h para la de B[a]A. En los bioensayos de exposición de S. acutus al B[a]P se 

observó que el tiempo usado no fue suficiente para determinar la biodegradación 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 evaluación de biodegradación realizada 

con B[a]A el tiempo de activación seleccionado fue de 48 h, tiempo que permitió la determinación del 5,6-

cis-dB[a]P a las 3 h de evaluación de biodegradación. Destacando que como se ha mencionado, extractos 

crudos de S. capricornutum con activación de 48 h frente B[a]A permitió la determinación del 5,6-cis-

dB[a]A en la evaluación de degradación por 14 h y 17 h de incubación en extracto crudo intracelular y 

extracto crudo extracelular; respectivamente.  

6.2.7. Evaluación de biodegradación en extractos crudos de S. capricornutum concentrados por 

evaporación o filtración 

Después de la concentración de los extractos crudos provenientes de 4 cultivos activados, se realizó la 

evaluación de la biodegradación con exposición al B[a]P. El extracto crudo intracelular evaporado mostró 

la biodegradación al lograrse la cuantificación 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 diferenció la biodegradación de B[a]P por la cuantificación de 

los metabolitos 4,5-cis-dB[a]P y 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 i y ii para el extracto crudo intracelular y extracto crudo extracelular; respectivamente. Estos 

indicios posteriormente podrán ser retomados y evaluados al considerar que son productos resultantes 

de la biodegradación del B[a]P en etapas avanzadas, ya que estos picos no se han observado en intervalos 

de tiempo cortos usados para estudiar la degradación de B[a]P por S. capricornutum. Estos compuestos se 

muestran en mayor proporción en el extracto crudo extracelular concordando con la mayor actividad 

extracelular del sistema enzimático descrita en la sección 6.2.4.3. De esta manera, se demostró que los 

extractos crudos evaporados por rotavapor (extracto crudo intracelular) o filtrados por membrana 

centricon (extracto crudo extracelular) conservaron la biodegradación activa. Igualmente, si la cantidad de 
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los metabolitos de seguimiento se encuentra directamente relacionada con la presencia del sistema 

enzimático, como resultado de su actividad, entonces por asociación el extracto crudo extracelular 

mostraría una mayor presencia de este sistema.  

 

 

Figura 6.19. Cromatogramas de la evaluación de biodegradación 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 cromatógrafo Varian ProStar y la 
columna Microsorb-MV. En el recuadro gris muestra picos de productos de degradación 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 biodegradación se decidió acumular los extractos crudos provenientes de 12 cultivos 
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activados por exposición a B[a]P, en lugar de emplear 4 cultivos activados. Lo anterior para colectar una 

mayor cantidad de enzima degradante y así realizar su posterior fraccionamiento por Cromatografía de 

Exclusión 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 (tamaño de poro 

de 30 kDa) a temperatura controlada (7700 rpm / 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 activación, 

fue necesario tener más cuidado en que los extractos crudos no contuvieran restos sólidos 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 Cromatografía de Exclusión 

Molecular.  

6.2.8. Análisis de extractos crudos de Selenastrum capricornutum por cromatografía de exclusión 

molecular  

Con las calibraciones primarias en las columnas Sephax SRT SEC-300 y Agilent Bio SEC-5 se realizó la 

búsqueda de diferencias en la composición del perfil molecular en los extractos crudos concentrados (x4) 

por comparación con los controles provenientes de cultivos sin activación. En el cromatograma del 

extracto crudo intracelular obtenido en la columna Sephax SRT SEC 300 se observó un pico cromatográfico 

en 10.4 min y otro en 9.3 min. Estos picos cromatográficos se distinguieron del cromatograma del control 

proveniente de cultivo no activado por B[a]P. En la curva de calibración a estos picos se les asoció a un PM 

de 38.15 ± 1.8 kDa y 109 ± 5.15 kDa; respectivamente. En el extracto crudo extracelular se observó un 

comportamiento similar, mostrando un pico cromatográfico 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 búsqueda 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 sí, debido a la incertidumbre en la medición de los tiempos de 

retención en los cromatogramas. El análisis del espectro de absorción Ultravioleta de ambas señales (10.4 

y 10.3 min), los cuales son más evidentes, mostró que ambos cuentan con el mismo perfil teniendo un 

máximo de absorción a los 258.2 nm. Este comportamiento corroboró que se trató del mismo compuesto, 

presentando un PM promedio de 40 kDa. Como se comentó antes, la diferencia de PM observada de este 
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pico determinada en las dos columnas puede deberse a la variación en la retención del componente, 

calculada en ± 2.4 kDa a través de la propagación 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 degradación intra- y extra- celular. La imagen de los 

cromatogramas obtenidos y el espectro Ultravioleta analizado se encuentra en la figura 6.20. 

 

 

Figura 6.20. Cromatogramas de A) Extracto Crudo Intracelular concentrados (x4), y B) Extracto Crudo 
Extracelular concentrados (x4), incubados por 3 h con B[a]P y también usado en la activación (72 h), frente 
Extractos Crudos concentrados (x4) sin activación (negro). Espectro de absorción de los picos de 10.4 min 
(C) y 10.3 min (D). Equipo usado, cromatógrafo 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 podrían 
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evidenciar a un sistema enzimático multicomponente. De acuerdo con los sistemas enzimáticos 

publicados, los PM encontrados podrían estar ligados a la presencia de una di-oxigenasa ya que se ha 

publicado su conformación 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 degradación de HAP. El mismo autor propone que la oxigenasa purificada tiene una masa molecular de 

aproximadamente 200 kDa, indicando que es un hexámero 33. En nuestro caso, los componentes 

evidenciados podrían pertenecer en conjunto a un tetrámero 22. Por otra parte, también han sido 

asociadas unidades con tamaños que corresponden a 50 (subunidad grande) y 20 kDa (subunidad 

pequeña) 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 aromático en la 

degradación de HAP de bajo peso molecular describiendo una sobre expresión de un componente proteico 

de aproximadamente 37 kDa tamaño que también se aproxima al PM analizado. Adicionalmente sea han 

mostrado espectros de adsorción en la cristalización y caracterización de la protocatecuato 3,4-di-

oxigenasa procedente de células Pseudomonas aeruginosa inducida por p-hidroxi-benzoato el cual 

muestra un espectro de absorción similar al mostrado en este trabajo y con un máximo en 281 nm 

(Fujisawa y Hayaishi, 1968).  

6.2.9. Bioensayos de evaluación de degradación por exposición 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 

evaluación de biodegradación por un intervalo de 3 h por exposición al B[a]P (4 µg). Posteriormente, 

fueron analizadas por Extracción en Fase Sólida- Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución 

cuantificando el 4,5-cis-dB[a]P. Las cantidades de metabolito determinadas en estos bioensayos fueron 

ajustadas con la sustracción de las cantidades del metabolito obtenidas en el control residual proveniente 

de los cultivos que sufrieron activación por exposición 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 formación de metabolito en las fracciones del extracto 

crudo extracelular no se evidenció, por lo que en el extracto crudo extracelular > 30 kDa no se observó 

degradación, 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 observó apenas en el LD. Ejemplo de los cromatogramas obtenidos están en la figura 6.21. 

 
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[a]P, también usado en la 
activación. Los controles del residual de metabolitos se muestran en negro y los bioensayos de 
degradación en rojo. Se uso el equipo Varian ProStar y la columna Microsorb-MV. 

 

La presencia del metabolito de aparición temprana 4,5-cis-dB[a]P demostró la degradación en los 

extractos crudos intracelulares, en otras palabras, se mantuvo el sistema enzimático activo. La 

desaparición de la degradación en el extracto crudo extracelular puede asociarse al proceso de 

concentración por filtración (membrana <30 kDa) y al tiempo necesario para el procesamiento del 

volumen total (180 mL) perdiendo algún componente o subunidad del sistema enzimático ya que el 

extracto crudo extracelular fue concentrado por filtración y no así 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 biodegradación (Sauber et al., 1977). La presencia 

de la biodegradación en las ambas fracciones del extracto crudo intracelular puede explicarse por el 

sobrelapamiento de las fracciones, debido a la baja resolución del proceso de fraccionamiento, 

favoreciendo la degradación 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 pequeñas cantidades de las fracciones 

continuas (Sauber et al., 1977). 
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6.2.10. Bioensayos de evaluación de degradación por exposición 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 mostró biodegradación por el sistema enzimático en la fracción A al 

cuantificarse la producción total del 4,5-cis-dB[a]P en 5.26 ± 0.19 ng. Por esta razón, con uso de las 

calibraciones secundarias se realizó el seguimiento de los componentes proteicos en la fracción A, los 

primeros 8 mL colectados del intervalo de trabajo, ya que en la fracción B el metabolito de seguimiento 

no se detectó. Por otra parte, la cantidad residual del 4,5-cis-dB[a]P arrastrada del bioensayo de activación 

por exposición al B[a]P en la fracción A y B no fue detectada, en consecuencia, se pudo concluir que el 

sistema enzimático se encontraba presente en la fracción A ya que se encontró la formación del metabolito 

de seguimiento. 

 

El siguiente paso para encontrar el PM de los componentes presentes en la fracción A, involucró el 

fraccionamiento fino con la fase G-100 obteniendo las fracciones A1 hasta B4. En dichas fracciones se 

realizó la evaluación de la biodegradación por exposición al B[a]P, observando que solo las fracciones A1 

y A2 mostraron presencia de biodegradación asociada a la determinación del 4,5-cis-dB[a]P de tal manera 

que se midió 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 análisis 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 cromatografía de exclusión molecular y analizadas por cromatografía de líquidos de alta resolución. 
Se uso el cromatógrafo Varían ProStar y la columna Microsorb MV. 

 
Fracción 

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

Volumen de 
fracción (mL) 

Fase de 
fraccionamiento 

Bioensayo  
(ng) extracto 

EFS  

Control  
(ng) 

Extracto EFS  

ECI > 30  8.2  
Sephadex G-50 

V.e.: 8.2 ± 0.06 mL 
V.p.t.: 25.5 ± 0.2 mL 

45.99 ± 1.16 5.74 ± 0.19 

ECI  30 -1.5 10 25.49 ± 1.10 < LC 

ECE > 30   8.2 N.D. N.D. 

ECE 30 -1.5  10 < LC < LC 

ECI A 8  
 
 
 

5.26 ± 0.19 < LC 

ECI B  8 N.D. N.D. 

ECI A1 2 21.06 ± 0.29 N.D. 

ECI A2 2 5.54 ±0.34 N.D. 
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Fracción 

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

Volumen de 
fracción (mL) 

Fase de 
fraccionamiento 

Bioensayo  
(ng) extracto 

EFS  

Control  
(ng) 

Extracto EFS  

ECI A3 2  
 

Sephadex G-100 
V.e.: 12.4 ±0.53 mL 
V.p.t.: 45.3 ±1.7 mL 

< LC N.D. 

ECI A4 2 < LC N.D. 

ECI B1 2 N.D. N.D. 

ECI B2 2 N.D. N.D. 

ECI B3 2 N.D. N.D. 

ECI B4 2 N.D. N.D. 

ECI A1a 1 6.96 ±0.3 N.D. 

ECI A1b 1 < LC N.D. 

ECI A2a 1 N.D. N.D. 

ECI A2b 1 N.D. N.D. 

ECE > 30 kDa + ECE 
30 kDa - 1.5 kDa 

7.5 mL cada 
fracción 

No se fraccionó  25.6 ± 1.05 18.74±0.97  

N.D.: No detectado, < LC: bajo del límite de cuantificación, V.e.: volumen de exclusión y V.p.t.: 
volumen permeación 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 ECI: extracto crudo 
intracelular, EFS: Extracción en Fase Sólida 

 

Al observar las cantidades de metabolitos en las fracciones y subfracciones obtenidas de los extractos 

crudos se notó que los extractos crudos extracelulares, no presentaron el nivel de biodegradación previo 

ya que fue en fracciones del extracto crudo intracelular provenientes de la biomasa donde se solamente 

cuantificó la presencia de los metabolitos. Es decir, con las fracciones provenientes del extracto crudo 

extracelular no se cuantificó el metabolito 4,5-cis-dB[a]P probablemente por la ausencia del sistema 

enzimático activo. En contra parte, el extracto crudo intracelular > 30 kDa y el extracto crudo intracelular 

30 kDa – 1.5 kDa permitió la observación de la degradación efectuada por el sistema enzimático por la 

formación del metabolito, y aproximadamente fue del doble en la fracción > 30 kDa comparada con la 

obtenida en la fracción 30 kDa – 1.5 kDa. La dilución del sistema enzimático fue un factor involucrado en 

la disminución del grado de biodegradación porque en las fracciones A y B del extracto crudo intracelular 

la cantidad del metabolito de seguimiento disminuyó considerablemente, no detectándose en la fracción 

B. Adicionalmente, la fase Sephadex G-100 sirvió para realizar una detección de moléculas en un intervalo 

de PM más amplio que en la fase Sephadex G-50, pero fraccionando finamente los componentes del 

sistema enzimático presente. La corroboración del efecto de la dilución en la determinación del metabolito 

se observó en el análisis de las 8 subfracciones A1 a B4 del extracto crudo intracelular. Esta 

experimentación, en donde se manejaron las subfracciones en su volumen original de 2 mL, logró que la 
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cantidad del 4,5-cis-dB[a]P fuera cuantificada con 300.4% más que con la cuantificación del metabolito en 

la fracción completa A de 8 mL y 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[a]P (266 ng mL-1). En las subfracciones A1 y A2 se 

consideró una mayor degradación, siendo más notable en la subfracción A1, asociando una mayor 

cantidad del metabolito a una mayor presencia del sistema enzimático. Con base en los resultados 

obtenidos con las subfracciones A1 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 degradación 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 A1 a B4 no presentaron 

cantidades de metabolitos detectables o cuantificables según el caso. La tabla 6.5. también muestra el 

seguimiento del 4,5-cis-dB[a]P en las subfracciones A1a 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 será descrito más adelante. 

 

El análisis por Cromatografía de Exclusión Molecular a nivel  analítico de las fracciones A1 a B4 con la 

columna Sephax SRT SEC-300 mostró que las microalgas generaron una sobreproducción 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 evidenció degradación y se les pudo realizar un 

seguimiento (A1 y A2), observado que en las fracciones donde no se puedo realizar el seguimiento de estos 

componentes la biodegradación desapareció. Los PM mostrados fueron calculados con la curva de 

calibración secundaria preparada previamente al análisis de las fracciones. Los PM grandes como 325.15 

y 215.68 kDa encajan en la descripción de sistemas multi componentes encabezados por di-oxigenasas ya 

que se han descrito alcanzan tamaños de hasta 200 kDa (Bourguignon et al., 2019 Jouanneau et al., 2006), 

mientras que los PM de 91.1 y 37 .7 kDa son cercanos a la descripción de una peroxidasa (Kim et al., 2004) 

y una di-oxigenasa (Chemerys et al 2014). Adicionalmente, también se observó la sobreproducción de PM 

de menor tamaño en las fracciones sin biodegradación. Este análisis derivó en la construcción de un 

histograma con los PM que permitieron su seguimiento, figura 6.22. La figura 6.23 muestra los 

cromatogramas obtenidos de las fracciones A1 y A2 con la columna Sephax SRT SEC-300. 
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Figura 6.22. Histograma de las fracciones A1 a B4 del Extracto Crudo Intracelular obtenidas por el uso de 
la fase G-100 y analizadas con la columna analítica Sephax SRT SEC-300 y el cromatógrafo Waters 1525. 
Ctr: control de fracción sin activación. Los volúmenes de las fracciones A1- B4 corresponden a 2 mL.  

 

 

Figura 6.23. Cromatogramas de A) la fracción A1 (230 nm) y B) la fracción A2 (258.3 nm). Obtenidos por el 
uso de la columna Sephax SRT SEC-300 y el equipo Waters 1525. La línea continua muestra el análisis de 
la fracción obtenida en el bioensayo, la línea punteada muestra el control de fracción sin activación. 
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También, se realizó el análisis de las fracciones A1 a B4 empleando la columna Agilent Bio SEC-5 (0.5-150 

kDa) usando la curva de calibración secundaria. Esta columna se empleó para la mejor determinación de 

componentes moleculares en el intervalo bajo de PM. En este análisis se demostró 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 fracción A1 se muestra en la figura 6.24. Los PM de 69.26 y 26.69 pueden 

estar relacionados con la descripción de subunidades grandes y pequeñas; respectivamente, en el análisis 

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 análisis de los extractos crudos no fraccionados, 38.15 

– 41.97 kDa describiendo una di-oxigenasa (Chemerys et al 2014).  

 

 

Figura 6.24. Cromatograma de la fracción A1. Obtenido por uso de la columna Agilent Bio SEC-5 (230 nm) 
y el equipo Waters 1525. La línea continua muestra el análisis de la fracción obtenida en el bioensayo, la 
línea punteada muestra el control de la fracción sin activación.  

 

El histograma realizado con la columna Agilent Bio SEC-5 se muestra en la figura 6.25. En este se realizó 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 descripción 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 análisis se observaron varios de los componentes previamente contenidos en las fracciones A1 y A2, 

las cuales presentaron la formación del 4,5-cis-dB[a]P al realizar el ensayo de “evaluación de degradación” 

___ Bioensayo  

-  - Control 



Resultados y discusión  

 
108 

 

con B[a]P. Igualmente, los componentes de bajo peso molecular pueden estar asociados al proceso de 

biodegradación como cofactores dentro de los intervalos de interés, 6.4 a 200 kDa, (Navarro-Llorens et al., 

2005, Vandera et al., 2015). Además, tomando en consideración que el histograma muestra que algunos 

componentes proteicos desaparecen través de la elución de las fracciones, comportamiento también 

presente en la evaluación de degradación, evidencia una vez más la presencia de cofactores como 

donadores de electrones que posibilitan el proceso de biodegradación. Los cuales, al perderse en el 

proceso de filtración impiden que se efectué la degradación. 

 

 

 
Figura 6.25. Histograma de las fracciones A1 a B4 del Extracto Crudo Intracelular obtenidas por el empleo 
de la fase G-100 y analizadas con la columna analítica Agilent Bio SEC-5 y el cromatógrafo Waters 1525. 
Ctr: control de fracción sin activación. Los volúmenes de las fracciones A1- B4 corresponden a 2 mL. 

 

En la poca información encontrada en la literatura que aborda la degradación de HAP por microalgas, el 

B[a]P degradado por la microalga S. capricornutum es el modelo de estudio más usado siguiendo 

metabolitos como 4,5-, 7,8-, 9,10- y 11, 12 dB[a]P, algunos de ellos mostrados en este trabajo con isomería 

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 podrían involucrar 
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distintas enzimas como di-oxigenasas y el sistema citocromo P-450 mono-oxigenasa en el mismo proceso 

de degradación de HAP (Ke et al., 2010) abriendo la posibilidad a la presencia de más de un sistema 

enzimático. Adicionalmente es interesante mencionar que en sistemas enzimáticos bacterianos 

degradadores de pesticidas, descritos por la unión de subunidades α (grandes) y β (pequeñas) se han 

encontrado componentes identificados como subunidades α 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 análisis con la columna Agilent Bio SEC-5.  

 

Un ejemplo más han sido las lacasas fúngicas 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 sería la bacteria Mycobacterium vanbaalenii PYR-1, que replicada 

por E. coli oxidó HAP de alto peso molecular con los componentes CYP150 (44.8 kDa) y PipA (48.7 kDa) 

adaptándose 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 degradación de 

HAP y formado por: una catalasa-peroxidasa, una mono-oxigenasa, una subunidad pequeña de di-

oxigenasa y una aldehído-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 

degradación (Subashchandrabose et al., 2019). Otro sistema guía es la bacteria Amycolatopsis 

tucumanensis DSM 45259 que, ante naftaleno, fenantreno y pireno sintetizan diferentes proteínas 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 proteína 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 información y el componente de PM en el intervalo de 38.15 – 41.97 ± 2.4 

kDa, este último puede ser una subunidad de un sistema multicomponente conformado por di-oxigenasas 

al encontrar metabolitos con configuración geométrica de tipo cis. El cual puede contar con adaptación a 

diferentes condiciones y cofactores donadores de electrones a través de las diferentes fracciones 

colectadas al presentar biodegradación o también, probablemente estas fracciones contienen más de un 

tipo de enzima. 
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Después de la evaluación de la biodegradación en la fracción A1 y A2 se realizó el nuevo fraccionamiento 

obteniendo así las subfracciones de A1a, A1b, A2a y A2b con la fase G-100. En estas subfracciones fue 

posible detectar la presencia del 4,5-cis-dB[a]P en A1a, A1b y A2a, aunque solo fue cuantificable en A1a 

(6.96 ± 0.29 ng). El posterior análisis de las subfracciones A1a, A1b y A2a por Cromatografía de Exclusión 

Molecular usando la columna Agilent Bio SEC-5 permitió observar una señal asociada a un PM=82.73±3.15 

kDa que disminuye a través de la elución de estas. El seguimiento de la respuesta en presencia de este 

componente se muestra en la figura 6.26 a diferentes longitudes de onda. 

 

 

 

Figura 6.26. A) Histograma de las subfracciones A1a 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 análisis 
de la fracción (A1b, 1 mL) realizado con el equipo Waters 1525 y la columna Agilent Bio Sec-5. La línea 
continua muestra el bioensayo, la línea punteada muestra el control. C) Espectro Ultravioleta de la señal 
de interés. 

 

La disminución de este compuesto (PM= 82.73 ± 3.15) a través de la elución de las fracciones A1a a A2b 

mostrada en el histograma de la figura podría ligarse a la inhibición de la biodegradación a causa del estrés 

por exposición a B[a]P afectando el sistema enzimático responsable, si bien la señal de seguimiento es 

mayor en la fracción A1a, la composición del cromatograma del bioensayo y control de la fracción A1b 
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permiten una mejor visualización 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 disminuyó. De esta misma manera, en el análisis 

realizado del pico a la derecha del compuesto de interés (8.3 min = 36 kDa) se observó un comportamiento 

inconstante entre fracciones lo que derivó en no poder realizar su seguimiento. Por último, el seguimiento 

del PM 82.73 kDa a 258.3 nm mostró una presencia estable entre fracciones permitiendo su seguimiento 

ya que se determinó coincidente su espectro Ultravioleta obteniendo un máximo a 259.5 nm. Un PM 

similar fue observado en el análisis del extracto crudo intracelular con la columna Sephax SRT SEC-300 

(figura 6.21) que puede compararse con el sistema de degradación de Mycobacterium sp. PYR-1 con el 

cual han publicado un PM de 81 kDa relacionado a un conjunto de 5 proteínas inducidas por pireno. Este 

conjunto de proteínas se asocia a una catalasa-peroxidasa por su N-aminoácido terminal, similar a lo 

observado en Mycobacterium fortuitum que involucra la participación de di-oxigenasas (Cerniglia, 2013). 

Es de importancia mencionar que en el análisis de las fracciones A1 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 derivó en no poder realizar su seguimiento. 

 

Dado que el extracto crudo extracelular en su volumen reducido (2 mL) por centrifugación no mostró 

degradación de B[a]P, probablemente a causa de la separación de componentes que actúan en conjunto; 

se evaluó la recuperación de la biodegradación al juntar 7.5 mL de la fracción 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 exposición al B[a]P, el análisis Extracción en Fase Sólida- 

Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución permitió la determinación del 4,5-cis-dB[a]P, cuantificándolo 

en 6.85 ± 0.03 ng, demostrando la separación de los componentes enzimáticos de la degradación por la 

filtración y que estos componentes solo degradan a los HAP al estar en conjunto. Es decir que el proceso 

de degradación depende de cofactores, donadores de electrones, como la ferredoxina que es una proteína 

soluble de hierro-azufre (Fe2/S2) con tamaños de 9.91 kDa a 22 kDa determinados por SDS-PAGE en 

microorganismos como la microalga Chlamydomonas sp. UWO241 (Cvetkovska et al., 2018) o NADH, 

dinucleótido de nicotinamida y adenina que cuenta con la función de intercambiar electrones y protones 

en células vivas; componentes que permiten la biodegradación (Sauber et al., 1977; Enseley et al., 1981; 

Yeh et al., 1977; Haddock et al., 1993, Jouanneau et al., 2006). La separación de componentes enzimáticos 

por el efecto de la centrifugación exhaustiva se puede corroborar mediante la obtención 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 biodegradación en las fracciones 
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por individual y en conjunto esperando un comportamiento similar. 

6.2.11. Análisis de subfracciones de extractos crudos por electroforesis (SDS-PAGE) y descripción del 

perfil enzimático 

La electroforesis (SDS-PAGE) de las subfracciones de A1a, A1b, A2a y A2b mostró una distribución de los 

componentes proteicos por sus masas aparentes; su concentración fue estimada por el empleo de la 

lisozima (1 µg µL-1). El gel de electroforesis y las cantidades cuantificadas de proteína se encuentran en la 

figura 6.27.  

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

Figura 6.27. Gel de electroforesis SDS PAGE usado en el análisis de las subfracciones A1a a A2b (izq.). 
Comparación de las cantidades de proteína 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 análisis mostró una evidente sobreproducción de componentes proteicos de interés en todas las 

fracciones estudiadas después del proceso de activación de las células por exposición frente al B[a]P. La 

sobreproducción del material proteico en las fracciones se estimó mayor al 50%. Siendo la subfracción A1a 

la que presentó mayor cantidad de proteína sin importar que provinieran de cultivos activados o no. La 

 
Fracción 

Proteína (mg mL-1) 

NO 
ACTIVADO 

ACTIVADO  

A1a 2.175 3.604 

A1b 0.933 1.421 

A2a 0.431 0.879 

A2b 0.358 0.571 
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sobreproducción de componentes proteicos en las fracciones analizadas se asoció a la exposición a B[a]P, 

siendo esta última condición la diferencia entre ambos grupos. 

 

El análisis de la subfracción A1a, con evidencia cuantificable de biodegradación manifestó tres zonas de 

interés con sobreproducción 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 análisis por 

Cromatografía de Exclusión Molecular. 
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Figura 6.28. Histograma de las subfracciones A1a a A2b por electroforesis SDS PAGE. Seguimiento de las 

señales observadas en las fracciones obtenidas de cultivos activados con B[a]P (72 h) frente los controles, 

fracciones de cultivos sin activación. 
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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 sobreproducción del 

componente de PM = 82 kDa que pasó de 0.2 µg en fracciones provenientes de cultivos no activados a 

0.35 µg en las fracciones con activación por exposición al B[a]P podría representar al componente de PM 

= 82.73 kDa observado en las fracciones A1a a A2b (Agilent Bio SEC-5) incluso al PM de 82 kDa previamente 

observado en las fracciones A1 a A4 del extracto crudo intracelular evaluadas con la columna Sephax SRT 

SEC-300 al realizar su fraccionamiento en búsqueda de diferencias proteicas como componentes 

posiblemente involucrados en el proceso de biodegradación. 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 

pequeñas de di-oxigenasas de 18 - 19 kDa en cultivos de Mycobacterium involucradas en la degradación 

de HAP; PM. Siendo interesante observar que todos estos PM se sobre produjeron en la subfracción con 

actividad enzimática A1a, incluso en las subfracciones usadas en ensayos previos al análisis realizado con 

los extractos crudos concentrados.  

 

La sobre producción 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 tamaños de 52 y 20 kDa. Los PM entre 44 y 47.2 kDa son de interés al 

considerar su relación 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 enzimático degradador de HAP (Luo et., al 2016, Brezna et 

al., 2006). En la microalga verde Chlorella, utilizada en procesos de biodegradación 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 

degradación de pireno y B[a]P aumenta el interés por el PM de 40.6 kDa que se sobre produce en las 

subfracciones A1a a A2b en el análisis del gel de electroforesis. 

 

Finalmente, los PM 174 y 241 kDa observados en el análisis de las subfracciones de A1a y A2b por 

electroforesis y  el PM  215.68 ± 5.34 kDa observado en el análisis de las fracciones del extracto crudo 

intracelular realizado con la columna Sephax SRT SEC-300 (con posible presencia en el análisis por 

electroforesis) podrían reflejar la unión de componentes enzimáticos, es decir subunidades grandes y 
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pequeñas de di-oxigenasas formando la estructura de di-oxigenasas que en conjunto con cofactores 

pueden contar con un tamaño similar al de las di-oxigenasas de Sphingomponas expuestas a B[a]P con un 

PM de 200 kDa (Jouanneau et al., 2006). Datos más recientes han mostrado que las enzimas y subunidades 

involucradas en la biodegradación de los HAP pueden abarcar el intervalo de 18 a 200 kDa (Méndez y 

García de Llasera, 2021). En la tabla 6.6. se muestran PM previamente observados en la literatura, que 

fueron encontrados en la evaluación de las fracciones y subfracciones a través del análisis por 

Cromatografía de Exclusión Molecular analítica y SDS-PAGE en este trabajo. 

 

Tabla 6.6. Pesos moleculares observados en el análisis de las fracciones y subfracciones de los Extractos 
Crudos realizado por cromatografía de exclusión molecular analítica y electroforesis SDS PAGE. 

PM 
observados

(kDa) 

P.M. 
publicados 

(kDa) 

Tipo Proteína y posible función 
(posible) 

Referencia 

Bajo peso 
molecular 

** 

diversos cofactores Moléculas como ferredoxinas, 
coenzimas como NADH, 
proteínas de bajo peso 
molecular con núcleo de 
hierro-azufre además de 
flavoproteínas  

Cerniglia 2013; 
Kanaly y Harayama, 

2000; Cammack, 
2012; 

Haddock et al., 1993 
 

18-23** 18-19 di-oxigenasas Subunidades de di-oxigenasas 
involucradas en la degradación 
de fenantreno y pireno por 
Mycobacterium vanbaalenii 
PYR-1 
 

Kim et al., 2004 

23.48 ± 
0.09* 

20 
 
 
 

21.9 
 
 

 
 

21.5 y 51 
 

di-oxigenasas 
 
 
 
mono-oxigenasa 
 
 
 
 

subfracciones 
β y α 

 

Subunidades de di-oxigenasas 
involucradas en la degradación 
de pireno  
 
Involucrada en la degradación 
de pireno y fenantreno en 
Mycobacterium vanbaalenii 
PYR-1 
 
Sistema enzimático 
multicomponente involucrado 
en la degradación de HAP en 
Phenylobacterium immobile E 
DSM 1986 
 

Krivobok et al., 2003 
 
 
 
 

Kim et al., 2004 
 
 
 
 

Hunold et al., 2021 
 

27.2 ± 
0.41* 

28-50 
 

subfracciones Subunidades de di-oxigenasas 
en sistemas en Scytalidium 

Younes y Sayadi, 
2011 
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PM 
observados

(kDa) 

P.M. 
publicados 

(kDa) 

Tipo Proteína y posible función 
(posible) 

Referencia 

thermophilum presentes en la 
degradación de HAP 
 

-37.53 ± 
0.22 * 

 
 

-38.15-
41.97 ± 

2.4* 
 
 

-38.2 ± 
2.72* 

37 
 
 
 
 

40.3 
 
 
 

41.07 
 

di-oxigenasa 
 
 
 
 
amidohidrolasa 
 
 
 

di-oxigenasa 
 

Hidroxilación del anillo 
aromático con DNA 
metalogénico bacteriano, E. 
coli.  
 
Degradación de HAP de alto 
peso molecular en 
Rhodococcus sp. RHA1 
 
Subunidad α que inserta 
átomos de oxígeno y provoca la 
ruptura del anillo aromático en 
Phenylobacterium immobile E 
DSM 1986 
 

 Chemerys et al 2014 
 
 
 
 

 
Subashchandabrose 

et al., 2019 
 
 
 

Hunold et al., 2021 
 

44-47.2** - 44.3 
 
 

- 44.8 y 
48.7 

 
 
 

 
 

- 47.7 
 
 
 
 

- 47.7 
 
 
 

- 50 kDa 
 
 
 
 

- 52.3, 44.3 
y 15 

mono-oxigenasa 
citocromo P-450 

 
CYP150 y PipA 

 
 
 
 
 
 

di-hidrolipoil 
acetiltransferasa 

 
 
 

DLAT. 
gi|302837029 

 
 

di-oxigenasas 
 
 
 
 

CYP108J1 

Procesos de degradación de 
HAP de Rhodococcus 
 
- Enzimas con adaptación en el 
inicio del proceso de 
degradación frente diferentes 
sistemas transportadores de 
electrones de Mycobacterium 
vanbaalenii PYR-1 
 
Útil en la biodegradación en 
sitios contaminados 
empleando la microalga verde 
Chlorella spp. MM3 
 
Componente del piruvato 
deshidrogenasa de 
Micractinium pusillum 
 
Subunidades de di-oxigenasas 
involucradas en la degradación 
de pireno 
 
Sistema mono-oxigenasa del 
sistema citocromo P-450 
involucrado en la degradación 

Luo et., al 2016 
 
 

 
Brezna et al., 2006 

 
 
 
 
 
 
 
Subashchandrabose 

et al., 2017 
 
 
 
 

Li et al., 2012 
 
 
 
Krivobok et al., 2003 

 
 
 
 

Luo et al., 2016 
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PM 
observados

(kDa) 

P.M. 
publicados 

(kDa) 

Tipo Proteína y posible función 
(posible) 

Referencia 

de HAP de alto y bajo peso 
molecular, necesitando la 
presencia de cofactores como 
donadores de electrones 
 

91.1 ± 
29.3* 

 
 
 
 

82.73 ± 
3.15* 

 
 
 

 
82** 

 

82 
 
 
 
 

80.9-85.2 
 
 
 

 
 

81 

lacasas 
 
 
 
 
catalasa- peroxidasa 
 
 
 
 
 

catalasa-peroxidasa 

Inducción de la formación de 
di-oxigenasas en Scytalidium 
thermophilum 
 
Involucrada en el sistema de 
degradación de pireno y 
fenantreno en especies de 
Mycobacterium vanbaalenii 
PYR-1 
 
- Con la presencia de pireno, se 
induce la formación de un 
conjunto de 5 proteínas 
relacionadas a la presencia de 
di-oxigenasas   
 

Younes y Sayadi, 
2011 

 
 
 
 

Kim et al., 2004 
 
 
 
 
 

Cerniglia, 2003 

287.5 ± 
3.54* 

 
>174 ** 

200 di-oxigenasa Hidroxilación del anillo 
aromático, enzima proveniente 
de Sphingomonas CHY-1 por 
exposición a B[a]P formando 
un hexámero en 
Mycobacterium sp. PYR-1 
 

Jouanneau et al., 
2006 

*: PM observados a través de la metodología en Cromatografía de Exclusión Molecular 
**: PM observados a través de la metodología SDS- PAGE 

 

Como se puede observar los PM encontrados al realizar el análisis por la metodología Cromatografía de 

Exclusión Molecular y la metodología SDS-PAGE pudieron reflejar la presencia de sistemas enzimáticos 

previamente observados en microorganismos involucrados en el proceso de degradación 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 enzimático multicomponente involucrando diferentes tipos de 

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

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

subunidades α y β de di-oxigenasas.  
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La variedad de los componentes encontrados en las fracciones de análisis apuntó a contar con la presencia 

de más de un sistema enzimático dirigido a la degradación 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) 

además 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 biodegradación presente en las subfracciones podría hablar de un 

sistema inducido ante la presencia de contaminantes y la composición del medio como los procesos 

fúngicos observados en la degradación de B[a]A (Sun et al., 2020) y también la adaptación a diferentes 

donadores de electrones (Brezna et al., 2006). La acumulación de bajo peso molecular podría estar 

mostrando la presencia de cofactores que como se han observado son indispensables en el seguimiento 

de la degradación al proveer de electrones el proceso (Cammack, 1992; Cerniglia, 1993; Kanaly y Harayama 

2000). 
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7. CONCLUSIONES  

 

Se determinó por primera vez en extractos crudos y fraccionados de las microalgas Scenedesmus acutus y 

Selenastrum capricornutum el proceso de biodegradación de B[a]A y B[a]P.  Este logro permitió dar 

seguimiento a componentes enzimáticos de diverso peso molecular y así describir el desarrollo de la 

degradación de hidrocarburos de alto peso molecular en etapas iniciales.  

 

Los PM de 40 kDa y 104 kDa obtenidos en los ensayos preliminares acotaron la investigación a la 

determinación de un sistema enzimático multicomponente con la posible presencia de subunidades de di-

oxigenasas. Además, el espectro de adsorción del componente con PM de 40 kDa concordó con los usados 

en la caracterización de la protocatecuato 3,4-di-oxigenasa de Pseudomonas aeruginosa. Por otra parte, 

es posible que en los componentes aislados se observará la conformación completa del sistema al contar 

con componentes de PM aproximado a 200 kDa.  

 

Gracias a la determinación y análisis de los metabolitos en etapas tempranas del proceso de 

biodegradación se corroboró su configuración geométrica del tipo “cis”, ya que con los cultivos de 

Selenastrum capricornutum expuestos a B[a]P por 6 h, se logró la identificación del cis- 4,5- y 7,8- dB[a]P. 

Esta importante información condujo a señalar la presencia de di-oxigenasas como responsables de la 

biodegradación de HAP, usándolos como fuente de carbono. Proceso similar al ya descrito por la literatura 

en sistemas bacterianos. 

 

Es importante mencionar que el proceso de activación de los cultivos y la evaluación de la biodegradación 

en los extractos crudos debe abordarse como un proceso conjunto debido a la nula degradación en 

extractos crudos provenientes de cultivos no activados. El proceso activación-evaluación de la 

biodegradación permitió 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 

exposición al B[a]P 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, permitió la descripción de 

componentes moleculares que involucran la presencia de un sistema multicomponente ya que los pesos 

moleculares observados ajustan a la descripción de diversos sistemas enzimáticos observados en 
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ambientes acuáticos, cianobacterias y microalgas. Por ejemplo, los componentes de 20 kDa y 50 kDa 

pueden ser subunidades α y β de di-oxigenasas; respectivamente. Por otra parte, los componentes 

alrededor de 37 kDa pueden evidenciar di-oxigenasas hidroxilantes del anillo aromático. 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 señalar que el requerimiento de tiempos extensos para la evaluación del proceso activación-

evaluación de la biodegradación en extracto crudo intracelular de S. acutus no permitió el estudio de su 

perfil proteico al no poder determinar la degradación en los extractos, pero se logró evidenciar que 

probablemente sucede a través del propio mecanismo presente en S. capricornutum ante la presencia de 

los mismos metabolitos de degradación. La evaluación del sistema enzimático presente en S. acutus puede 

ser acotada con exposiciones al B[a]A al requerir menos tiempo para su biodegradación en comparación 

con exposiciones frente al B[a]P.  

 

 

 

8. PERSPECTIVA  

La sospecha de la presencia de componentes enzimáticos abordada en este trabajo por estudio de sus 

pesos moleculares puede ser disipada al continuar la investigación con técnicas cromatográficas y 

espectrometría de masas, entre otras técnicas, para su análisis e identificación.   

La presencia del mismo sistema enzimático en las microalgas utilizadas, frente a los HAP de estudio, se 

puede corroborar por bioensayos que empleen procesos de activación por exposición a uno de los dos 

HAP, (B[a]A o B[a]P), para proceder con la evaluación de biodegradación en los extractos crudos obtenidos 

por uso del HAP contrario en el proceso activación, evidenciando la aparición de ambos grupos de 

metabolitos y la continuación de la biodegradación. 
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10. MATERIAL ANEXO 

A.1. Determinación de proteínas totales en extractos crudos por método de Lowry.  

En esta determinación se utilizó una curva de calibración construida con albúmina de suero bovino (BSA) 

en un intervalo que abarca su ausencia hasta su concentración de 29.17 μg mL-1. 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-1).  En un tubo de microcentrífuga (1.5 mL) se 

agregó en diferentes proporciones agua desionizada y albumina más 500 µL del reactivo A para ser 

mezclados vigorosamente.  Finalmente, la mezcla fue adicionada y mezclada con 250 µL 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 composición de los reactivos A y B se presentan en la tabla 

a.1. Mientras que la proporción de agua y proteína adicionada se enlistan en la tabla a.2. 

 

Tabla a.1. Composición de los reactivos A y B usados en el método de Lowry para la cuantificación de 
proteínas totales. 

Reactivo Composición Condición de preparación 

A - 1 mL de reactivo tartrato carbonato de cobre (CTC),  
- 1 mL de hidróxido de sodio 0.8 M, 
- 1 mL de dodecilsulfato de sodio 10 % p/v, 
- 1 mL de agua desionizada. 
 

Preparación 
inmediatamente antes de 

uso 

CTC   - Carbonato de sodio 10 % p/v, 
 - Tartrato de sodio y potasio 0.2 % p/v, 
 - Sulfato de cobre 0.1 % p/v. 
 

Estable hasta por 2 meses 

B Agua desionizada: reactivo de Folin-Ciocalteu a 
proporción 5:1 

De fresca preparación 

 

Tabla a.2. Composición de los niveles de concentración de la curva de calibración de albumina de suero 
bovino (BSA) usada en la determinación de proteínas por el método de Lowry  

Nivel    H2O  
(μL)   

BSA 
 (1 mg / mL) 

Concentración BSA 
(µg / 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    H2O  
(μL)   

BSA 
 (1 mg / mL) 

Concentración BSA 
(µg / mL) 

8 415 35 29.17 

 ECE / ECI 425 25  Dependiente de la 
muestra 

 

A.2.Cambio de procesador ultrasónico  

El cambio del procesador ultrasónico Branson Digital Sonifier 450 (20 MHz) por el equipo Cole Palmer CP 

505 (50 MHZ) fue evaluado por la variación en la amplitud usada en la obtención del extracto crudo 

intracelular y el subsecuente nivel de biodegradación observado, buscando que el extracto crudo 

intracelular produjera cantidades similares de metabolito de seguimiento. El ensayo usó cultivos de S. 

capricornutum y S. acutus expuestos a B[a]P por 72h para la obtención del extracto crudo intracelular y 

posterior evaluación de biodegradación por exposición a B[a]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 biodegradación presente en el extracto crudo intracelular proveniente de S. 

capricornutum. El 20% de la amplitud del equipo Cole Palmer proporcionó extracto crudo intracelular con 

la biodegradación previamente observada, cuantificando 212.34 ± 14.16 ng (210 ± 14.04 ng previos), 

siendo la condición de elección para la continuación del desarrollo de la investigación. En S. acutus la 

variación de amplitud no mostró efecto negativo en la biodegradación presente en los extractos crudos 

intracelulares.  
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Figura a.1. Evaluación del cambio de sonda de ultrasonido por cuantificación del 4,5-cis-dB[a]P a causa de 
la biodegradación en el Extracto Crudo Intracelular de Selenastrum capricornutum y Scenedesmus acutus. 
Se utilizó un periodo de activación de 72 h y la evaluación de biodegradación de 3h.  

A.3. Ejemplo de prueba de hipótesis para evaluación de cantidad de proteína en cultivos expuestos y 

no a B[a]P  

En este ensayo se cuantificó la cantidad de proteína en cultivos expuestos a B[a]P por un intervalo de 48 

y 72 h además de la cantidad de proteína en cultivos control. Para ello se realizó una prueba de hipótesis 

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 hipótesis para el Extracto Crudo Extracelular (A) el Extracto Crudo Intracelular (B) y 
ambos extractos crudos (C) 

A) 

Análisis 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 

  Activación  Control    

Media 0.081 0.085 Estadístico t -0.432449982 

Varianza 0.000129 0.00005 P(T<=t) dos colas 0.694615332 

Observaciones 3 2 Valor crítico de t (dos colas) 3.182446305 

Grados de libertad 2 1 Resultado: No hay diferencia significativa entre muestras 
de activación y control  F 2.58 

 

Valor crítico para F  799.5   

212.34

138.03

85.82 91.03

210.00

EXTRACTOS

n
g 

Cambio de sonda de ultrasonido 
cuantificación de 4,5-cis-dB[a]P

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
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Resultado: No hay diferencia significativa en 
las varianzas  

 
B)  

Análisis 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 

  Activación  Control  
 

Media 0.156666667 0.155 Estadístico t 0.347804172 

Varianza 1.63333E-05 5E-05 P(T<=t) dos colas 0.750960064 

Observaciones 3 2 Valor crítico de t (dos colas) 3.182446305 

Grados de libertad 2 1 Resultado: No hay diferencia significativa entre muestras 
de activación y control   F 0.326666667 

 

Valor crítico para F  799.5   

Resultado: No hay diferencia significativa en 
las varianzas  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
C 

Análisis total de Scenedesmus acutus 72 h 

Prueba F para varianzas de dos muestras Prueba t para dos muestras suponiendo varianzas 
desiguales 

  Activación  Control     

Media 0.245666667 0.24 Estadístico t 6.42539604 

Varianza 2.33333E-06 0 P(T<=t) dos colas 0.02337552 

Observaciones 3 2 Valor crítico de t (dos colas) 4.30265273 

Grados de libertad 2 1 Valor crítico de t (dos colas) 3.18244631 

F 65535 
 

Resultado: Hay diferencia significativa entre muestras   

Valor crítico para F 799.5   

Resultado: Hay diferencia significativa en las 
varianzas  
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A.4. Artículo publicado en la revista Polycyclic Aromatic Compounds  
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