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Resumen

Titulo: Identificacion de biomarcadores fitoplanctonicos utilizando espectrometria de masas
MALDI TOF con matrices de transferencia electronica*®

Autor: Luis Miguel Diaz Sanchez**

Palabras clave: Pigmentos, Biomarcadores, Clorofilas, Carotenoides, Espectrometria de Masas,
MALDI, Transferencia electronica.

Descripcion: Los microorganismos fotosintéticos son la base de las cadenas troficas y se encargan
de fijar casi el 40% del CO; atmosférico. Adicionalmente, se estima que, como resultado de esta
fijacion, se produce gran parte del oxigeno atmosférico.

El objetivo de este trabajo fue identificar biomarcadores fitoplanctonicos (pigmentos
fotoprotectores y fotosintéticos), en muestras de agua, utilizando matrices de transferencia
electronica en espectrometria de masas MALDI-TOF.

Las muestras de agua fueron filtradas en filtros Whatman® de microfibra (GF/F, 47 mm, poro: 0.7
um) para retener los microorganismos. Los pigmentos se extrajeron por radiacion de ultrasonidos
de los filtros usando una mezcla de EtOH:THF, 1:1(v/v), 0,1% NH4OH, previa realizacion y
analisis de un disefio experimental 23, Los extractos se analizaron por UV-Vis, HPLC, LDI-MS y
MALDI-MS. El analisis UV-Vis de los extractos mostrd un espectro tipico de absorcion para
clorofilas (400-800 nm) y carotenoides (400-500 nm). El analisis por HPLC permitid separar los
principales componentes del extracto, identificar algunos pigmentos fitoplanctonicos y
cuantificarlos. El andlisis ET MALDI de los extractos mostrd principalmente sefales
correspondientes a cationes radicales de pigmentos como: clorofila a y sus derivados, y
carotenoides de tipo xantofila. Se evalud el desempefio de diferentes matrices MALDI para el
andlisis de los pigmentos fitoplanctonicos.

*Proyecto de grado
**Facultad de Ciencias, Escuela de Quimica. Directora: Marianny Y. Combariza, Quimica Ph.D.
Co-director: Cristian Blanco Tirado, Quimico Ph.D.
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Abstract

Title: Identification of phytoplankton biomarkers using MALDI TOF mass spectrometry with
electronic transfer matrices™*

Author: Luis Miguel Diaz Sanchez**

Key words: Pigments, Biomarkers, Chlorophylls, Carotenoids, Mass Spectrometry, MALDI,
Electronic Transfer.

Description: Photosynthetic microorganisms are the basis of trophic chains and are responsible
for fixing almost 40% of atmospheric CO2. Additionally, it is estimated that, as a result of this
fixation, much of the atmospheric oxygen is produced.

The objective of this work was to identify phytoplanktonic biomarkers (photoprotective and
photosynthetic pigments), in water samples, using electronic transfer matrices in MALDI-TOF
mass spectrometry.

Water samples were filtered on Whatman® microfiber filters (GF/F, 47 mm, pore: 0.7 pm) to
retain the microorganisms. The pigments were extracted by ultrasonic radiation from the filters
using a mixture of EtOH:THF, 1:1 (v/v), 0.1% NH4OH, after realization and analysis of an
experimental design 23. The extracts were analyzed by UV -Vis, HPLC, LDI-MS and MALDI-
MS. UV-Vis analysis of the extracts showed a typical absorption spectrum for chlorophylls (400-
800 nm) and carotenoids (400-500 nm). The HPLC analysis allowed separating the main
components of the extract, identifying some phytoplankton pigments and quantifying them. The
ET MALDI analysis of the extracts showed mainly signals corresponding to radical cations of
pigments such as chlorophyll a and its derivatives, and xanthophyll type carotenoids. The
performance of different MALDI matrices for the analysis of phytoplankton pigments was
evaluated.

*Final Proyect
**Sciencie Faculty, Chemistry School, Director: Marianny Y. Combariza, Chemist, Ph.D.
Co-director: Cristian Blanco Tirado, Chemist, Ph.D.
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Introduccion

Los arrecifes de coral son ecosistemas subacuaticos complejos, formados por una estructura
rigida de carbonato de calcio (CaCO3), en una de sus formas cristalinas mas abundante, la
aragonita. Estas estructuras se forman principalmente, por aglomeraciones de esqueletos
depositados por el coral i.e, una colonia de organismos pequefios denominados poélipos
(Delgadillo-Garzén & Zapata-Ramirez, 2009). La tasa de crecimiento y el tamafio de la
estructura de CaCOj3 dependen de las condiciones ambientales; a saber, temperatura, basicidad,
turbidez, entre otros (Sekerci & Petrovskii, 2015). Los ecosistemas de arrecifes coralinos estan
distribuidos en mares tropicales y subtropicales someros, con una gran diversidad de especies
a lo largo de los océanos Atlantico, Pacifico e Indico (Andréfouét et al., 2006). Se clasifican en
bordeantes, los cuales pueden convertirse en arrecifes de barrera, como la gran barrera de coral,
con cerca de 3000 km de longitud, situada en el Este de Australia, el arrecife de coral mas
extenso del mundo, en el que habitan ca. 1500 especies de peces; el segundo en tamaio es el
Sistema Arrecifal Mesoamericano, con una longitud de 800 km aprox., situado frente a las
costas de Honduras, Guatemala, Belice y México; y los atolones, arrecifes circulares, que se
encuentran lejos de la costa (Carlos, Botello, & Frejomil, 2009). Los arrecifes son considerados
ecosistemas mega diversos, y son comparados con las selvas altas perennifolias, ubicadas en
México; debido a que ambas son zonas con alta concentracion de especies, que proporcionan

refugio y alimento a los animales que las habitan (Delgadillo-Garzon & Zapata-Ramirez, 2009).

El Caribe colombiano, con aprox. 2900 km? de area coralina (Delgadillo-Garzon &
Zapata-Ramirez, 2009), es una zona maritima que aparte de poseer gran belleza natural, es el

habitat de una gran cantidad de especies con alto valor econdmico y ambiental para el pais. La
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sobrevivencia de las especies marinas depende de cadenas tréficas robustas donde exista
disponibilidad de nutrientes y alimentos para todos los integrantes del ecosistema, la base de
estas cadenas la constituyen organismos fotosintéticos autdtrofos como el fitoplancton que se
encargan de fijar casi el 40% del CO> atmosférico. Adicionalmente, se estima que, como
resultado de esta fijacion, se produce gran parte del oxigeno atmosférico (Sekerci & Petrovskii,

2015).

Existen muchos estudios taxonomicos de fitoplancton, pero el nUmero de
investigaciones relacionadas con la caracterizaciéon molecular directa (en un solo paso) y
detallada de los pigmentos fitoplanctonicos, es alin muy bajo. La mayoria de las investigaciones
relacionadas con este tema, utilizan métodos de separacion cromatografica acoplados con
espectroscopia UV-Vis; los cuales, requieren procedimientos complejos de preparacion de la
muestra, con multiples etapas, alto consumo de solventes y de tiempo, ademas, en algunos
casos, debido a la complejidad y variada naturaleza quimica de la muestra, estas metodologias

no permiten detectar todos los componentes presentes.

En este documento se reportan los resultados de investigacion relacionados con el
desarrollo de una metodologia de andlisis directo (en un solo paso) para caracterizar los
pigmentos aislados de muestras de fitoplancton marino, utilizando espectrometria de masas con
fuente de ionizacion MALDI. Considerando que los pigmentos fotoprotectores y fotosintéticos
presentes en el fitoplancton son moléculas labiles, termoinestables, que se degradan facilmente
bajo condiciones normales de operacion en otras fuentes de ionizacion, el uso de MALDI con

matrices de transferencia electronica asegura un proceso de ionizacion suave que garantiza la
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sobrevivencia del ion molecular, como ha sido reportado anteriormente (Castellanos-Garcia et
al., 2017; Castellanos-Garcia, Combariza, & Blanco-Tirado, 2015; Ramirez-pradilla,
Castellanos-garcia, Blanco-tirado, & Combariza, 2018). Utilizando esta aproximacion analitica
fue posible obtener informacion composicional de forma rapida, confiable y sin excesivo
consumo de solventes, que permitié correlacionar los perfiles pigmentarios de las muestras de
fitoplancton con la presencia de familias caracteristicas de estos microorganismos en muestras

de agua de mar.

El desarrollo de este proyecto contribuye al estudio de las comunidades fitoplanctonicas
en Colombia y demuestra que es posible generar estrategias alternativas de andlisis con
aplicaciones interdisciplinarias. Por otra parte, el trabajo se enmarca dentro del proyecto de
investigacion lonizacion por transferencia electronica en MALDI-MS: derivados ciano de
fenilenvinileno y fluoreno como matrices para el andlisis de compuestos labiles,
optoelectronicos y polimeros, financiado por Colciencias y el proyecto Estudio de la comunidad
zooplanctonica y caracterizacion molecular de fitoplancton en los ecosistemas de arrecifes
coralinos mesofoticos del PNN Corales de Profundidad, Caribe colombiano financiado por la
VIE-UIS; ambos proyectos son ejecutados por el Centro de Estudios e Investigaciones
Ambientales y el Grupo de Investigacion en Fisicoquimica Teorica y Experimental, GIFTEX,
de la Universidad Industrial de Santander. Como resultados adicionales a los presentados en el
documento, se realiz6 una presentacion en modalidad de poster en el 677 ASMS Conference on
Mass Spectrometry and Allied Topics, organizado por la Asociacion Americana de

Espectrometria de Masas (ASMS) en junio de 2019.
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2. Marco referencial

2.1 Corales mesofoticos
Los arrecifes de coral son ecosistemas subacuaticos, formados principalmente por
aglomeraciones de esqueletos depositados por organismos marinos invertebrados como el coral,
que en su turno es una colonia de pélipos (Delgadillo-Garzon & Zapata-Ramirez, 2009). Los
tejidos blandos de estos organismos alojan una poblacion de algas llamadas zooxantelas, que
habitan en relacion simbiotica con el coral, asi el pdlipo protege a las algas y éstas le
proporcionan alimento y oxigeno (Cortés, Murillo, Guzmén, & Acufia, 1984). Las zooxantelas,
entre otras cosas, son las responsables de las tonalidades que se observan en el arrecife coralino,
por lo que una disminucion en su poblacidn, hace que el coral se vea blanco i.e., bleaching del
coral (Cortés et al., 1984). La tasa de crecimiento y la densidad de la estructura del coral,
dependen de las condiciones ambientales; a saber, temperatura, basicidad, turbidez, entre otros

(Badenas & Aurell, 1999).

Dependiendo de la profundidad, los arrecifes de coral pueden clasificarse como someros
o MCE (Mesophotic Coral Reef Ecosystems), estos ultimos, ubicados entre los 30 y 200 m de
profundidad, solo reciben una proporcion muy pequefia de la radiacion total que incide sobre la
superficie marina. Los MCE se caracterizan por la presencia de corales zooxantelados,
azooxantelados, esponjas, microalgas y una gran cantidad de microorganismos (Kahng et al.,
2010), pero a diferencia de los arrecifes someros, presentan menor concentracion de especies

en un area coralina mayor. La baja intensidad luminica bajo la que se desarrollan ha provocado
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una serie de adaptaciones ecologicas, que permiten la vida fotdtrofa a estas profundidades
(Quiroga et al., 2015). Estas adaptaciones incluyen alteracion en la velocidad de crecimiento
que permiten maximizando el area de exposicion para asi recibir una mayor cantidad de
radiacién, lo que conduce a aumentar la relacion fotosintética en condiciones de baja
luminosidad. Adicionalmente, también se ha propuesto que algunos corales mesofoticos
aumentan su tasa de heterotrofia i.e., consumen zooplancton como mecanismo de adaptacion

[10][11](Bessell-Browne et al., 2014).

Estos ecosistemas naturales sufren amenazas tanto ambientales como antropicas. Entre
las primeras se encuentran la depredacion, las tormentas, la competencia entre organismos y los
ciclones; y las segundas corresponden a buceo, anclaje de botes, contaminacion atmosférica y
acuatica, pesca excesiva, entre otros (Bongaerts et al., 2010). La contaminacién atmosférica,
particularmente el incremento de CO2, ocasiona calentamiento del aire y el agua lo que afecta
negativamente la simbiosis alga-coral produciendo la muerte de las zooxantelas y el
blanqueamiento del arrecife (Lamb et al., 2018). De esta forma mas del 70% de los arrecifes
coralinos en el mundo han sido destruidos. Ante este panorama es fundamental desarrollar
herramientas analiticas que permitan obtener informacion rapida y confiable que permita toma
de decisiones informadas con relacion, por ejemplo, a procesos de restauracion de los arrecifes

afectados.

Debido a la importancia de los MCE vy, con el objetivo de proteger este tipo de
ecosistemas marinos, en el 2013 se cre6 el Parque Nacional Natural Corales de Profundidad

(PNNCPR) frente al golfo de Morrosquillo y al archipiélago de San Bernardo, Sucre y
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aproximadamente a 30 km de la peninsula de Bart, Bolivar. El parque cuenta con ca.140 mil
hectareas, entre 30 y 800 m de profundidad (Maldonado & Cuervo-Sanchez, 2016) y abarca el
67% de las formaciones coralinas de profundidad del Caribe colombiano (“Parque Nacional
Natural Corales de Profundidad,” 2018). Ademads, se ha reportado una aproximacion de la
comunidad zooplanctonica en el sector de Bajo Frijol del parque, que sugiere que los grupos
zooplanctdnicos propios de los MCE, difieren de los que se encuentran en zonas someras del
arrecife (Contreras, Henao, & Navas, 2017), estos resultados muestran la necesidad de estudiar

estos ecosistemas en nuestro pais.

2.2 Organismos fitoplanctonicos

El fitoplancton es una comunidad de organismos con amplia diversidad, modulada por
los cambios a escala temporal que ocurren en las zonas donde se encuentren. Los organismos
que componen la comunidad fitoplanctonica exhiben amplias variaciones en tamafios y
volumenes, factores que determinan sus tasas de crecimiento, hundimiento, evasion a la
depredacion y captura de nutrientes, entre otros (Capblancq & Catalan, 1994). El fitoplancton
responde al cambio constante de las condiciones fisicas y quimicas de su ambiente, presentando
fluctuaciones en sus caracteristicas poblacionales como abundancia y composicion de especies.
Por ejemplo, en el tropico la composicion del fitoplancton varia significativamente en las

épocas de lluvias y sequia (Horne & Goldman, 1994).

La caracteristica comun de estos organismos estd en su capacidad fotosintética; sin
embargo, las investigaciones sobre la estructura y dindmica ecoldgica del fitoplancton dependen

en gran parte de estudios taxondmicos donde se agrupan los organismos a nivel de clase u orden
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(Traverso, Schau, Lehmann, & Finkbeiner, 2011). No obstante, en muchos casos los
organismos que se encuentran relacionados filogenéticamente usualmente no presentan los
mismos requerimientos ambientales, como tipo de nutrientes o luz (Webb & Ackerly, 2002).
Aunque aun existen desacuerdos sobre su clasificacion, en la actualidad hay consenso en que
el fitoplancton estd compuesto por algas (eucariotas) y cianobacterias (procariotas), como se
muestra en la Figura 1 (“Fundamentals of Environmental Measurements,” 2014). Por lo tanto,
el enfoque taxondmico no es el mas preciso para reflejar el desempefio ecologico de los

organismos en el ambiente (Figueredo & Giani, 2009).

Algas verdes y rojas

Algas marrones

Cocolitéferos

- Colonias unicelulares
- Multicelulares

____________

| gl ]
Dinoflagelados uglenida
____________ /
Otras algas - Algas doradas
unicelulares - Algas verdes-amarillas
Cianobacterias Diatomeas Cryptophyta l

— — — Clasificacion bajo debate Fitoplancton

Figura 1. Esquema de la clasificacion taxondmica del fitoplancton (tomado y

modificado de (“Fundamentals of Environmental Measurements,” 2014)).

El fitoplancton hace parte fundamental del ecosistema coralino debido a que son los
principales productores primarios, capaces de fijar carbono disuelto mediante reacciones
fotosintéticas, y forman parte de la dieta de muchos de invertebrados bentonicos. Ademas, su
estudio es de gran utilidad ya que constituyen un excelente bioindicador, pues responden
rapidamente a los cambios que ocurren en las masas de agua por procesos naturales y antropicos
(Castresana-Pérez, Villamizar, Varela, & Fuentes, 2014). Las reacciones fotosintéticas

involucran la absorcion de energia solar, en forma de fotones de radiacion visible, mediante
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pigmentos especializados que inician una cascada de reacciones que finalizan con la biosintesis
de moléculas complejas del tipo ChH2,0n. Debido al rol fundamental de estos organismos en
los ciclos del carbono, del agua y del oxigeno, el monitoreo de su actividad y composicion ya
sea mediante mediciones satelitales o la determinacion directa de los pigmentos -para analisis

quimiotaxondmico- son de vital importancia en estudios oceanograficos.

El fitoplancton contiene en general tres tipos de pigmentos fotosintéticos, clorofilas,
carotenoides y biliproteinas, con la capacidad de absorber radiacién solar ademds de servir
como fotoprotectores (Simon Wright & Jeffrey, 2006). Las estructuras quimicas y propiedades
de estos compuestos se han reportado en la literatura, al igual que su metabolismo, su biosintesis
y algunas de sus aplicaciones en oceanografia (Larkum, 2006)(Roy, Llewellyn, Skarstad, &
Johnsen, 2011)(Jeffrey, Mantoura, & Wright, 1997). El fitoplancton contiene uno o mas tipos
de clorofilas, que hacen parte de los complejos que permiten la absorciéon de luz en los
cloroplastos. Las clorofilas son complejos de coordinacion de magnesio con tetrapirroles
ciclicos conjugados con un quinto anillo isociclico, y a menudo un alcohol esterificado de
cadena larga, como se muestra en la Figura 2 (Simon Wright & Jeffrey, 2006). En las
clorofilas, el &tomo de magnesio central estd unido a los 4&tomos de nitrdgeno de los anillos del
pirrol, pero también puede unirse en cualquier lado del plano del macrociclo a moléculas
donoras de electrones (e.g. agua, proteinas o uno de los grupos ceto de otra molécula de
clorofila). Las clorofilas se diferencian por el tipo de cadenas laterales y por el estado de
oxidacion del macrociclo, el cual puede ser una porfirina, con anillos insaturados (familia de
clorofila c¢); una clorina, con un anillo reducido (clorofilas a, b y d); o una bacterioclorina, con

dos anillos reducidos (Simon Wright & Jeffrey, 2006). La clorofila b se diferencia
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estructuralmente de la clorofila a, por tener un aldehido en lugar de un metilo como ramificacion
de un carbono del macrociclo, este cambio estructural altera sus propiedades espectrales y

aumenta su polaridad y estabilidad a la fotooxidacion (Larkum, 2006).

Por otra parte, los carotenoides, comprenden una amplia familia de pigmentos de tipo
isoprenoide que presentan coloracion amarilla, naranja o roja, entre los que se encuentran los
carotenos (hidrocarburos) y las xantofilas (derivados de carotenoides oxigenados). Muchos de
estos compuestos participan en la absorcion de luz con longitudes de onda azul y verde (A= 420-
550 nm). Ademads, algunos carotenoides son fotoprotectores, especialmente violaxantina,
antraxantina y zeaxantina en algas verdes. Estos pigmentos son taxonémicamente utiles, pero
varian cuantitativamente debido a que su abundancia puede cambiar rapidamente como

respuesta a variaciones en la intensidad de la radiacion (Simon Wright & Jeffrey, 2006).

Clorofilaa Clorofilab Clorofilac2 |

Figura 2. Estructuras quimicas de algunas clorofilas presentes en fitoplancton.
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La mayoria de los carotenoides tienen como estructura bésica una cadena Cs con enlaces
simples y dobles alternados que constituyen la unidad cromoéfora, responsable de las
caracteristicas espectrales de la molécula (Véase Figura 3). Estos compuestos son
particularmente labiles pues se hidrolizan facilmente. Casi todos los carotenoides presentes en
el fitoplancton se encuentran en su forma trans-, correspondiente a moléculas lineales. Sin
embargo, al ser extraidos con solventes orgdnicos, se forma una mezcla cis- y trans-, en
equilibrio, donde la forma cis- esta doblada exponiendo sus cadenas intermedias (generalmente
hidrofébicas), lo que dificulta la separacion cromatografica debido a que cambia la interaccion
con la fase estacionaria, retardando la elucion en sistemas de HPLC de fase inversa,

produciendo picos adicionales que dificultan el andlisis de mezclas de pigmentos [23][25].

Figura 3. Estructura quimica de los carotenoides.

Muchos derivados de los pigmentos fitoplanctonicos se encuentran de forma natural en
las vacuolas de las células; sin embargo, se pueden formar algunos artefactos durante el proceso
de extraccion. Por ejemplo las feofitinas, clorofilidas y feoforbidas se producen cuando la
clorofila pierde el atomo de Mg central, la cadena de fitol o ambas, respectivamente.

Adicionalmente estos pigmentos pueden reorganizarse espontdneamente produciendo
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epimeros. Por estas razones, cuando se trata de su andlisis molecular, es necesario encontrar
condiciones de extraccion que minimicen la formacion de este tipo de artefactos (Simon Wright

& Jeffrey, 2006).

En investigacion ocednica, los pigmentos fotosintéticos y fotoprotectores actian como
biomarcadores para elucidar el estado del ecosistema. Debido a la gran diversidad taxonomica
de las especies que componen el fitoplancton, existe una cantidad considerable de pigmentos,
por ejemplo, el analisis detallado de pigmentos en una muestra de agua o sedimento marino
permite no solo determinar la variabilidad taxondmica y composicion de la microbiota, sino
también establecer relaciones en la cadena tréfica, flujo masico, radiacion UV, y en algunos
casos impactos antropogénicos sobre los ecosistemas [25][26]. La mayoria de los estudios sobre
pigmentos se basan en métodos analiticos espectrofotométricos y cromatograficos, aunque
también existen algunas investigaciones basadas en métodos gendmicos, estudios
cristalograficos de rayos X, resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de masas
(MS). Sin embargo, como se ha expuesto en este documento, ain hay muchos problemas y
falencias en el analisis de pigmentos en fitoplancton, que pueden ser mejoradas con el desarrollo
y uso de nuevas metodologias analiticas que permitan obtener informaciéon sobre la
distribucion, estructura y composicion de estas moléculas (T. Suzuki, Midonoya, & Shioi,

2009)(Persson et al., 2000).

Ademas de los andlisis de las estructuras de los pigmentos fitoplanctonicos, mediante

las técnicas mencionadas anteriormente, también se han reportado correlaciones taxondmicas

de comunidades enteras de fitoplancton, utilizando inicialmente andlisis de componentes
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principales (PCA), una técnica muy utilizada en estadistica, para describir grandes conjuntos
de datos (Kaneta, Levandowsky, & Esaias, 1985). En estos estudios se puede relacionar la
abundancia de taxones de fitoplancton con variables ambientales como salinidad, temperatura
del agua, profundidad y especies presentes (Gould, Balmori, & Fryxell, 1986). Con el uso de
este tipo de métodos multivariados es posible describir patrones de evolucion y dindmicas de
las comunidades fitoplanctonicas. Adicionalmente, se han utilizado andlisis de varianza
(ANOVA-bidireccional) para establecer diferencias entre las poblaciones verticales y
estacionales (LIRA, MOURA, VILAR, CORDEIRO-ARAUJO, & BITTENCOURT-

OLIVEIRA, 2014).

Actualmente, para determinar si hay o no asociaciones entre el fitoplancton y variables
ambientales, se utilizan técnicas estadisticas como el Andlisis de Correspondencia Canonica
(CCA) (LIRA et al., 2014), que permite establecer relaciones multidimensionales entre
multiples variables independientes y dependientes. Adicionalmente, gracias a programas mas
sofisticados como CHEMical TAXonomy (CHEMTAX) (Goela et al., 2014) se puede llegar a
diferenciar entre las clases mas pequenas del fitoplancton (0-20 um), que no pueden
identificarse por el microscopio facilmente (Goela et al., 2014). El CHEMTAX, que es uno de
los métodos mas utilizados para derivar informacién taxondmica a partir de datos cuali- y
cuantitativos relacionados con los pigmentos presentes en muestras de fitoplancton. El
programa calcula la abundancia de clases de microorganismos presentes en una muestra de
fitoplancton a partir de datos sobre clorofilas y carotenoides derivados de analisis
cromatografico. CHEMTAX usa analisis factorial y un algoritmo de descenso acelerado para

determinar la composicion taxondmica de la muestra con base en estimaciones iniciales de las
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clases de microorganismos presentes (Goela et al., 2014). Este método no presenta las
dificultades propias de los algoritmos anteriores (Gieskes, Kraay, Nonthi, Setiapermana, &
Sutomo, 1988), los cuales no consideraban posibles cambios en las proporciones de los
pigmentos, relacionados con la adaptacion a la luz, lo cual imposibilitaba el uso de estos
compuestos como huellas para la diferenciacion entre las clases de fitoplancton (Goela et al.,

2014).

2.3 Técnicas de extraccion de pigmentos presentes en fitoplancton

La caracterizacion de los pigmentos fitoplanctonicos depende de la efectividad de la
técnica de extraccion. Sin embargo, a pesar de la importancia de este paso, es dificil establecer
condiciones de operacion estandar, por lo que normalmente se usan técnicas de extraccion con
diferentes rendimientos. AuUn existe discusion acerca de las mejores técnicas fisicas de
extraccion (e.g. molienda, maceracion, sonicacion o remojo) y los solventes mas adecuados
(e.g. acetona, etanol, metanol, dimetilformamida (DMF). Los criterios mas relevantes en el
proceso de aislamiento de los pigmentos son el pretratamiento de la muestra, la capacidad
(rendimiento) de extraccion, la compatibilidad del extracto obtenido con la técnica analitica y

la estabilidad de los pigmentos en el solvente de extraccion (Simon Wright & Jeffrey, 2006).

La extraccion liquido-liquido, una de las técnicas de pre-concentracion mas antiguas, es
ampliamente utilizada para la separacion de pigmentos. Entre las ventajas de esta técnica se
encuentra su aplicacion en muestras que contengan concentraciones variables (desde altas

concentraciones hasta trazas) de los compuestos de interés, aunque una de las desventajas es su
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dificil automatizacion (Miiller, Berger, Blass, & Sluyts, 2005). El solvente orgéanico utilizado,
debe ser escogido dependiendo de la naturaleza y concentracion del analito, estas variables
afectan tanto la selectividad, necesaria para la limpieza de la muestra, como la capacidad de
cuantificar el analito extraido (Miiller et al., 2005). En algunos casos, cuando la muestra es
liofilizada, se puede realizar una extraccion sélido-liquido, donde se separan unos componentes
que hacen parte de la muestra. El solvente debe ser seleccionado dependiendo del tipo de
moléculas a separar con el fin de aumentar la transferencia de masa desde la matriz hacia el
solvente, y se pueden modificar las variables que intervienen en este proceso (temperatura,

agitacion, presion, tiempo de extraccion y tipo de solvente) (Vinatoru, 2001).

En la literatura existen muchas metodologias para la extraccion de pigmentos presentes
en el fitoplancton, que involucran en su mayoria el uso de solventes como etanol, acetona o
acetonitrilo (Serive et al., 2017)(Krajewska, Szymczak-Zyla, & Kowalewska, 2017)(Sumanta,
Haque, Nishika, & Suprakash, 2014). Ademads, de procedimientos analiticos para la
determinacion de carotenoides en sedimentos marinos (Krajewska et al., 2017), los cuales, en
algunos casos implican estudio de variables como la influencia de la temperatura de la columna
cromatografica, la composicion de la fase estacionaria y de la fase mévil (metanol, acetonitrilo,
etanol, agua y buffers de acetato de amonio), sobre la separacion de los pigmentos, para una

posterior optimizacion.

En general estas metodologias combinan extraccion asistida por ultrasonido,
maceracion con un solvente orgénico (e.g., acetona) o con un molino de bolas, filtracion sobre
membranas de vidrio o centrifugacion para formar pellets (Sumanta et al., 2014), seguidas por
extraccion liquido-liquido con mezclas de compuestos organicos (e.g., metanol, acetona, éter,

benceno), para su posterior analisis por HPLC (Krajewska et al., 2017). Actualmente, también
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se reportan extracciones de pigmentos fitoplanctonicos con fluidos supercriticos (Macias-
sanchez, Serrano, Rodriguez, & Martinez, 2009), utilizando CO> como fluido supercritico y
etanol como co-solvente. Esta es una técnica de extraccion revolucionaria que minimiza los
contaminantes emitidos al ambiente, y no necesita altas temperaturas que podrian acelerar la

degradacion de los compuestos de inter¢s.

En general, para la caracterizacion de pigmentos fitoplanctonicos en un andlisis de
rutina, se realiza una filtracion al vacio de las muestras de agua de mar, utilizando filtros de
vidrio, seguida por una extraccion asistida por radiacion de ultrasonido con acetona como
solvente por aprox. 20 min. Finalizada la extraccidn, la muestra se filtra nuevamente y se
analiza, ya sea espectrofotométricamente a A= 664 y 750 nm para determinar clorofila, o por

HPLC para determinar los pigmentos presentes (Roy et al., 2011).

2.4 Caracterizacion quimica de pigmentos presentes en fitoplancton
La cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) es la técnica estdndar para el analisis
cuali- y cuantitativo de pigmentos presentes en el fitoplancton marino. El HPLC posee ventajas
como facilidad de operacién y adaptacion de uso en naves de investigacion (barcos), sin
embargo, con esta técnica s6lo algunos pigmentos se pueden determinar y usar como
marcadores quimiotaxondomicos confiables (Serive et al., 2017)(M Zapata, Rodriguez, &
Garrido, 2000)(S. Wright, 1991)(Van-Heukelem, Lewitus, Kana, & Craft, 1995)(Van-

Heukelem, Lewitus, Kana, & Craft, 1992)(Claustre et al., 2004).
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Las optimizaciones de los métodos de separacion por HPLC han demostrado que, ademas de
los pigmentos mayoritarios presentes en estas mezclas, existen muchos pigmentos de tipo
clorofila y carotenoide que se encuentran en pequefias concentraciones. Estos pigmentos,
debido a su baja abundancia y a los procedimientos complejos que se requieren para su
purificacion y analisis, tipicamente no se caracterizan y no se utilizan como biomarcadores
alternativos. Recientemente, Serive, et. al reportan que este tipo de pigmentos desconocidos,
presentes en bajas concentraciones, son los que probablemente corresponden a biomarcadores
robustos (que pueden confiablemente ser asignados a géneros o clases caracteristicas de
microorganismos) para el analisis quimiotaxonémico de fitoplancton (Serive et al., 2017). Los
autores también mencionan la necesidad de desarrollar protocolos alternativos que permitan

realizar una identificacion rapida de estos compuestos.

2.5 Espectrometria de masas

La técnica de espectrometria de masas (MS) permite, mediante la ionizacion de especies
moleculares y atomicas, determinar su relaciéon masa/carga después de procesos de separacion
y deteccion. La MS proporciona informacion composicional, a partir de las masas moleculares
(o atdmicas) de un analito, que puede ser suficiente para identificar los elementos presentes y
determinar la férmula molecular del compuesto. Para la identificacion por MS no solo se usa la
masa, también se emplean las distribuciones isotopicas que muestran la abundancia relativa de
los isotopologos que contribuyen a la féormula molecular observada. Adicionalmente, bajo
ciertas condiciones, es posible extraer informacion estructural a partir de procesos de

fragmentacion controlada. Estos procesos permiten determinar la conectividad de los atomos
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en una molécula, identificar grupos funcionales, determinar la secuencia de los constituyentes

de macromoléculas, y en algunos casos determinar estructuras tridimensionales (Gross, 2004).

Las aplicaciones de MS son muy amplias y abarcan ciencias biologicas, ciencias de
materiales (organicos e inorgéanicos), petroledmica, lipidomica, foodémica, ciencias forenses,
ciencias espaciales, entre otras. En general, la seleccion de los métodos de ionizacion y andlisis
en MS depende de la aplicacion. En el caso de moléculas labiles, de peso molecular variable,
termoinestables y fotoactivas (como en el caso de los pigmentos fitoplanctonicos) se debe
escoger una técnica de ionizacion suave que preserve la estructura y composicion quimica de
estas moléculas. La ionizacion/desorcion laser asistida por matriz (MALDI, Matrix Assisted
Laser Desorption lonization), desarrollada a finales de los 80°s del siglo pasado, es una de las
metodologias mas suaves dentro del abanico de técnicas de ionizacion disponibles en MS

(Karas, Bachmann, Bahr, & Hillenkamp, 1987).

Debido a su naturaleza reactiva, los pigmentos fotosintéticos presentes en el fitoplancton
se degradan facilmente, no sélo durante el proceso de extraccidon sino también durante su
andlisis. Por ejemplo, la clorofila a (Véase Figura 4) (S. Wright, 1991), que tiene como centro
metalico un &tomo de magnesio, exhibe un alto grado de descomposicioén cuando es extraida de
los cloroplastos para su analisis. Generalmente, para la caracterizacion de este tipo de moléculas
en los sistemas acudticos se usan técnicas espectroscopicas in situ del tipo absorcion/emision,
que permiten mapear grandes superficies (Vasilkov et al., 2001). Sin embargo, para realizar un
analisis molecular detallado de estas moléculas es necesario preservar su estructura. Por

ejemplo, debido al alto grado de demetalacion y a la pérdida de fitol que presentan las clorofilas,
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las técnicas de ionizacion energéticas como ionizacion electronica (EI), o las que requieran
solubilizar la muestra en solventes reactivos como la electronebulizacion (ESI, electrospray
ionization), no son convenientes, debido a que no permiten observar las moléculas intactas en
fase gaseosa. Por otra parte, MALDI es una técnica versatil para la caracterizacion de moléculas
labiles pues la preparacion de la muestra no involucra uso de soluciones reactivas, con adicion

de 4cidos o bases como en ESI, ni el uso de agentes ionizantes (Calvano et al., 2017b).

ROOC

Ficocianina
Formula quimica: C,;H,,N,Of

_\)\/\M/\J\ Masa exacta: 586,283
Rs_~

Clorofila a
Férmula quimica: C,H,,N,O.Mg
Masa exacta: 892,535

Figura 4. Estructuras de interés en fitoplancton, clorofila a y ficocianina.

La técnica MALDI, utiliza una matriz que cominmente es un compuesto organico con
caracteristicas fisicoquimicas definidas (e.g. absorcion UV, potencial de ionizacion, afinidad
protonica, cristalizacion, entre otras), que se encuentra co-cristalizada con los analitos que se
irradia por un laser (cominmente de Nd:YAG, A= 355 nm) como se observa en la Figura 5. En
MALDI, los procesos de ionizacioén involucran la formacion de iones primarios de la matriz
seguidos de reacciones de transferencia de protones, cationes y electrones, siendo este tltimo

mecanismo el menos explorado, debido a su complejidad (Karas et al., 1987).

36



BIOMARCADORES QUIMIOTAXONOMICOS EN FITOPLANCTON

Disparo @ — lones de matriz

laser <€—— Moléculas de matriz
-—

(+ ] © Analito cationizado
Moléculas de matriz cAoléculas de analito

Figura 5. Esquema general de una fuente de ionizacion MALDI.

En el proceso de transferencia electronica, la matriz se ioniza a través de un mecanismo de
“pooling” tal y como se postula en el modelo CPCD (Coupled Physical and Chemical
Dynamics) (R. Knochenmuss & Zenobi, 2003)(Richard Knochenmuss, 2014). Una vez
formados, los iones de la matriz pueden abstraer un electron del analito neutro para formar un
ion secundario del analito (en modo de ionizacion positivo); esta reaccion solo es posible si el
potencial de ionizacion del analito es menor que el potencial de ionizacion (PI) de la matriz,

como se muestra a continuacion (véase Ecuacion 1) (Mccarley, Mccarley, & Limbach, 1998):

nhv
M — M* + A - AT+ M PIA < Ply (Ecuacién 1)

Esta reaccion en fase gaseosa, puede ser utilizada para el analisis de una gran cantidad
de analitos que no son susceptibles a adquisicion de carga por otros métodos como: compuestos
no volatiles, labiles, polimeros, poliaromaticos, complejos metalicos, entre otros (Ramirez-

pradilla et al., 2018). No obstante, la aplicabilidad de la ionizacion por transferencia electronica,
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estd estrechamente relacionada con la naturaleza de la matriz utilizada en el anélisis (Calvano

etal., 2017a).

El grupo de investigacion GIFTEX, ha reportado la sintesis y el uso de nuevos
compuestos basados en un nucleo de fenilenvinileno (Véase Figura 6), como matrices MALDI
de transferencia electronica, con PI entre 7,9 y 8,5 eV (Castellanos-Garcia et al., 2017;
Castellanos-Garcia et al., 2015; Giraldo-Davila, Chacén-Patino, Ramirez-Pradilla, Blanco-

Tirado, & Combariza, 2018; Ramirez-pradilla et al., 2018).

Figura 6. Estructura quimica de los derivados de a-cianofenilenvinilenos (a-CNFVs),
reportados por el GIFTEX como matrices MALDI de transferencia electronica, donde R= -H,

-Cl, -CHs, -OCH3s, -N(CH3)2 o -NPh,.

Entre los resultados reportados por el GIFTEX con estas nuevas matrices MALDI (a-
CNFVs), se sefiala que cuando R son grupos -CH3 o -OCH3, se aumenta significativamente de
capacidad de formar iones secundarios de los analitos. Entre los analitos susceptibles de analisis
con estas matrices, se encuentran porfirinas, petroporfirinas, compuestos poliaromaticos,
ftalocianinas y algunos colorantes a base de trifenilamina, compuestos con estructuras y
estabilidades similares a las de los pigmentos fitoplanctonicos (PI < 6,5 eV) (Castellanos-Garcia
et al., 2017; Castellanos-Garcia et al., 2015; Giraldo-Davila et al., 2018; Ramirez-pradilla et al.,

2018).
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2.6 Antecedentes

Para determinar, de manera aproximada, el niumero de articulos cientificos que han sido
publicados acerca de la identificacion de biomarcadores fitoplanctonicos (pigmentos
fotoprotectores y fotosintéticos), se utilizé la base de datos Scopus (Elsevier), en el periodo de
tiempo desde el afio 2000 hasta el 2019 (septiembre). La busqueda se realizo el 22 de septiembre
de 2019, utilizando la ecuacion de busqueda TITLE-ABS-KEY (“phytoplankton AND

biomarkers”). (Véase Figura 7).

350 ~

305
300 -

250 A

200 -

150
150
112

99
100 -

Numero de publicaciones

63 69

50 A

2001-2003 2004-2006 2007-2009 2010-2012 2013-2015 2016-2019
Aiio de publicaciones

Figura 7. Numero de publicaciones acerca de biomarcadores fitoplanctonicos. Periodo
de busqueda: 2000-2019. Fuente: Scopus (Elsevier). Ecuacion de busqueda: TITLE-ABS-KEY

(“phytoplankton AND biomarkers”). Fecha de consulta: 22 de septiembre de 2019.
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De acuerdo con los resultados arrojados por esta base de datos (Véase Figura 7), se observo
una relacion creciente entre el nimero de publicaciones cientificas y sus afios correspondientes,
desde el afio 2000 hasta el afio 2019. La base de datos muestra un total de 969 articulos, lo que
quiere decir que los biomarcadores fitoplanctonicos han sido objetivo de un gran nimero de
investigaciones, sin embargo, solo 43 (3,4%) de estos estudios tienen un enfoque quimico.
También se pudo observar que, en este periodo de busqueda, el nimero de publicaciones
cientificas relacionadas con biomarcadores fitoplanctonicos ha ido aumentando. En la revision
bibliografica se encontraron diferentes estudios relacionados con la caracterizacion de
pigmentos fitoplanctonicos, entre las investigaciones mas citadas, se encuentran las realizadas

en EE.UU. y Francia.

Entre las investigaciones mds relevantes se encuentra el desarrollo de una metodologia
analitica por HPLC utilizando un soffware de modelamiento cromatografico que le permitié a
los autores mejorar la separacion entre los picos cromatograficos, ademas, evaluaron nueve
fases estacionarias y reportaron que los mejores resultados fueron obtenidos utilizando fase
reversa (XDB C8 o LC 318 C18) (Heukelem & Thomas, 2001). Por otra parte, Juin, C. et al.
(Juin et al., 2015) identificaron 30 metabolitos fitoplanctonicos presentes en extractos
etandlicos de Porphyridium purpureum, por UPLC-MS, previa construccion de una base de
datos realizada con 22 pigmentos estdndar. Este reporte concuerda con Suzuki, K. et al. (K.
Suzuki, Kamimura, & Hooker, 2015), donde se concluye que la técnica UHPLC puede llegar a
reemplazar las metodologias convencionales de HPLC, para el analisis de clorofilas y
carotenoides derivados del fitoplancton marino. Sin embargo, Juin et al también establecieron
que algunos de los compuestos no identificados en sus muestras correspondian a pigmentos

hidroxilados, que se producen como artefactos durante el proceso de extraccion.
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Frassanito, R. et al. (Frassanito, Cantonati, Tardio, Mancini, & Guella, 2005) identificaron
metabolitos secundarios presentes en extractos de microalgas, obtenidos con una solucion de
extraccion acetona-metanol 1:1, v/v, mediante HPLC-DAD-APIMS, esta técnica permite
realizar andlisis rapidos de muestras de agua dulce y marina, caracterizando una amplia gama
de pigmentos fitoplancténicos e.g. carotenoides y derivados de clorofila. Ademads, también
mostraron que en el mismo andlisis, se pueden detectar otros compuestos, como galactolipidos,

alcaloides y esteroles.

Con relacion a metodologias analiticas basadas en espectrometria de masas, Sleno, L.;
Volmer, D. (Sleno & Volmer, 2005) describieron el procedimiento de andlisis de toxinas
presentes en fitoplancton por MALDI MS, incluyendo la busqueda de los mejores parametros
experimentales i.e. matriz orgdnica, concentracion, solvente, relaciébn matriz-analito, y
observaron el impacto sobre la intensidad de las corrientes idnicas obtenidas para el compuesto
de referencia, 13-desmetil-C. Los autores reportan que el tiempo que tom¢ el analisis de cada
punto de muestra (por MALDI) fue menor que 5 s. Ademas, investigaron su aplicacion en el
andlisis cuantitativo de muestras de fitoplancton, 13-desmetil spirolida C se cuantificod en las

muestras, en concentraciones de 0,05 a 90,4 pg/mL.

La técnica MALDI ya ha sido utilizada para analizar pigmentos labiles (e.g., clorofilas,
derivados de ficocianina y carotenoides), utilizando el mecanismo mostrado en la Ecuacion 1.
Por ejemplo, Suzuki, T. et al. (T. Suzuki et al., 2009), reportan el analisis de clorofilas y sus
derivados, utilizando cuatro matrices MALDI: 4cido sinapinico, 4cido a-ciano-4-
hidroxicinamico, 2,2":5',2"-tertiofeno (TER) y 3-aminoquinolina. Los autores observaron que
TER fue la matriz mas eficiente para el analisis de estos pigmentos pues no causa la pérdida de

iones metalicos, aunque en algunos casos se observo fragmentacion del enlace fitol-éster, de las
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clorofilas. Por otra parte, Calvano, C. et al. (Calvano et al., 2017b) compararon DCTB, (TER),
antraceno (ANT), 9,10-difenilantraceno (DP-ANT) y 1,5-diaminonaftaleno (DAN), como
matrices MALDI de transferencia electronica, para el andlisis de un pigmento fotosintético, y
determinaron que utilizando la matriz DAN se obtiene un rendimiento de ionizacién mayor y
baja fragmentacion. Ademads, reportan el andlisis en modo de iones negativos y muestran que
el grupo fitol presenta una fragmentacion diferente, en este caso es una pérdida como radical,

en lugar de neutro como reportan en modo de iones positivos.

Recientemente, el grupo de investigacion GIFTEX-UIS, ha reportado la sintesis y uso
de novedosas matrices ET MALDI, basadas en ao/p-CNFVs (cianofenilenvinilenos)
(Castellanos-Garcia et al., 2017)(Ramirez-pradilla et al., 2018)(Castellanos-Garcia et al., 2015),
con ventajas sobre matrices ET ya establecidas (e.g. DCTB) como altas absortividades molares
en la region del UV, distancias de apilamiento cristalino menores que 10 A, eficiente
produccion de iones primarios a bajos umbrales de energia del laser, alto potencial de ionizacion
(> 8,5 eV), incremento de la sobrevivencia de los iones moleculares, mejores relaciones S/N,
entre otras. Considerando que los pigmentos fitoplanctéonicos son moléculas de mediano peso
molecular, termoinestables y labiles, el uso de MALDI con matrices de transferencia electronica
asegura un proceso de ionizacion suave que garantiza la sobrevivencia del ion molecular, como

ha sido reportado por GIFTEX (Castellanos-Garcia et al., 2015; Ramirez-pradilla et al., 2018).
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3 Materiales y métodos

3.1 Materiales y reactivos
En la Tabla 1, se reportan los reactivos, materiales y equipos de laboratorio que fueron

utilizados en esta investigacion, con sus especificaciones respectivas.

Tabla 1.

Reactivos, materiales y equipos de laboratorio utilizados en la investigacion.

Reactivos y solventes Especificaciones

n-Heptano Pureza: 99%, Sigma Aldrich ((Milwaukee,
Wisconsin, EE.UU.).

Etanol Pureza: 99.8%; Mallinckrodt Baker Inc. (J.T.
Baker, Phillipsburg, NJ, EE. UU.).

Metanol, MeOH Pureza: 99%; Merck (Darmstadt, Alemania).

Acetonitrilo, ACN Pureza:>99.9%; Honeywell Burdick & Jackson

(New Jersey, EE.UU.).

Clorofila a Pureza: 99%; DHI (Horsholm, Denmark).
Clorofila b Pureza: 99%; DHI (Horsholm, Denmark).
Clorofila cl Pureza: 99%; DHI (Horsholm, Denmark).
Feofitina a Pureza: 99%; DHI (Horsholm, Denmark).
Diadinoxantina Pureza: 99%; DHI (Hersholm, Denmark).
a-Caroteno Pureza: 99%; DHI (Horsholm, Denmark).
-Caroteno Pureza: 99%; DHI (Horsholm, Denmark).
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Tabla 1.

Continuacion

Astaxantina Pureza: 99%; DHI (Hersholm, Denmark).
Aloxantina Pureza: 99%; DHI (Hersholm, Denmark).
Cantaxantina Pureza: 99%; DHI (Hersholm, Denmark).
Fucoxantina Pureza: 99%; DHI (Hersholm, Denmark).
Luteina Pureza: 99%; DHI (Hersholm, Denmark).
Peridina Pureza: 99%; DHI (Hersholm, Denmark).

Material de laboratorio

Pipetas Pasteur

Viales para cromatografia

230 mm; Brand GMBH Co. (Wertheim,
Alemania).

2 mL; Agilent Technologies (Santa Clara,

California, EE.UU.).

Equipos de laboratorio

Balanza analitica

Baio de ultrasonido

MS?2 Minishaker

Centrifuga

Filtros Whatman® de microfibra
(GF/F, 47 mm, poro: 0.7 pm)
Sonda multiparamétrica Hach
vertical

Microscopio  Optico

BX53

Mettler Toledo AL204 (Ndnicon, Suiza).
Elmasonic E30H (Elma, Alemania).

Compac Il Centrifuge, Clay Adams (Sparks,
M.D. EE.UU.).

Merck Millipore Ltd. (Tullagreen, Irlanda).

Hach Company (Colorado, EE.UU.)

Microscopia Olympus (Tokio, Japon)
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3.2 Recoleccion de las muestras de agua y analisis microscopico

Toma de muestras de agua

Area de estudio: El sector de Bajo Frijol, se encuentra ubicado hacia el nororiente del Parque
Nacional Natural Corales de Profundidad (PNNCPR), Caribe colombiano, es un banco asociado
a una elevacion del terreno desde los 150 m hasta 34 m de profundidad, tiene una extension de
8,2 km con un ancho aproximado de 1,4 km, en el que destaca la presencia de especies de algas,
esponjas y corales (Alonso et al., 2015)(Henao-Castro & Marrugo-Pascuales, 2017)(Cedefo-
Posso et al., 2015)(Sanchez, Duenas, Gonzales, Gémez, & Andrade, 2015). E1 PNNCPR
establecio en su programa de monitoreo seis estaciones fijas a lo largo del sector de Bajo Frijol
en donde se llevo a cabo la toma de muestras, teniendo en cuenta la profundidad en la que inicia

la zona mesof6tica (Véase Figura 8).
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CONVENCIONES
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Figura 8. Ubicacion de las seis estaciones (Monito 1 a 6) establecidas por el PNNCPR

en su programa de monitoreo en la localidad de Bajo Frijol.

Se realizé un muestreo diurno en la estacion E 2, establecida previamente. La muestra
de agua fue recolectada a una profundidad de cero m sobre el nivel del mar, que corresponde a
la zona fética. Para la recolecta de fitoplancton y pardmetros oceanograficos, se tomaron en la
estacion dos muestras de agua con una botella Niskin de 1,2 L y se registraron los valores de
presion, temperatura, oxigeno disuelto, salinidad y pH mediante una sonda multiparamétrica
Hach. Las muestras de agua recolectadas fueron utilizadas para andlisis y caracterizacion de
fitoplancton por microscopia optica utilizando claves taxonémicas y determinacion de perfiles

pigmentarios mediante espectrometria de masas MALDI-TOF via ionizacion por transferencia

46



BIOMARCADORES QUIMIOTAXONOMICOS EN FITOPLANCTON

electronica. Para las muestras de fitoplancton marino, alicuotas de muestras de agua de mar
fueron filtradas utilizando filtros Whatman® de microfibra (GF/F, 47 mm, poro: 0.7 pm) que

se almacenaron inmediatamente a -80 °C, hasta la extraccion.

Debido a la baja disponibilidad de muestras de fitoplancton marino el establecimiento
de los métodos de preparacion de muestras y de analisis por HPLC y MALDI-TOF se realizaron
utilizando muestras de fitoplancton de agua fresca provenientes del lago localizado en el
campus central de la Universidad Industrial de Santander, en la ciudad de Bucaramanga: latitud:
7° 8 28.271" N, longitud: -73° 7" 14.731" O y altitud sobre el nivel del mar: 1009 m. Las
muestras de agua fresca fueron recolectadas en la zona fbtica, a una temperatura de 25 °C y a
una profundidad de cero m. Se recolectaron ca. 50 L de agua, los cuales fueron filtrados
utilizando filtros con un tamafio de poro de 10 um y llevados a un volumen de 120 mL. Luego,
la muestra de agua junto con fitoplancton fue centrifugada a 1500 rpm durante 5 min y el pellet
formado fue almacenado hasta los analisis. Para la extraccion con solventes, la muestra se seco

bajo corriente de Ar a 25 °C y se almacend protegida de la luz a -80 °C, hasta la extraccion.

3.3 Extraccion solido-liquido de los pigmentos fitoplanctonicos

La extraccion con solventes se realizé siguiendo la metodologia descrita por Wright et
al. (2006) (Simon Wright & Jeffrey, 2006), con algunas modificaciones. Debido al amplio
rango de polaridades y de estructuras moleculares que caracterizan los compuestos a analizar,
se propuso obtener un extracto crudo de la muestra utilizando n-heptano: THF:EtOH, 2:1:1 v/v
en una relacion material:solvente (2:1, mg/mL). Ademas, se obtuvieron fracciones por
separado, una fraccion no polar utilizando n-heptano en una relacién material:solvente (2:1,

mg/mL) para aislar compuestos de tipo caroteno y una fraccion polar; para la cual, debido a que
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en esta fraccion se esperaba aislar clorofilas y xantofilas, se realizo un disefio experimental 2°,
con cuatro replicas en el centro y tres variables: relacion THF:EtOH, temperatura de extraccion
y porcentaje de hidroxido de amonio (NH4OH). El observable del disefio experimental fue la
absorbancia de la fraccion medida a una longitud de onda A= 667 nm (longitud de onda de
absorcion de la clorofila a). En la Tabla 2 se pueden observar los niveles para cada una de las

variables de estudio.

Tabla 2.

Variables y condiciones de extraccion evaluadas en el diserio experimental.

Niveles
Variable
Bajo (-1) Medio (0) Alto (+1)
X1: Relacion EtOH:THF, v/v 10:0 5:5 0:10
X2: NH4OH, % 0 0,05 0,1
X3: Temperatura, °C 15 40 60

Las extracciones se realizaron mediante radiacion de ultrasonidos (Bafo de ultrasonido,
Branson, Ultrasonics™ CPX 1800) de 37 kHz de frecuencia y 35 W de potencia ultrasonica,

por 10 minutos a las condiciones mostradas en la Tabla 3.
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Tabla 3.

Condiciones para la obtencion de los extractos de la fraccion polar de pigmentos

fitoplanctonicos de muestras de agua fresca.

N° X1 X2 X3
1 -1 -1 1
2 -1 -1 1
3 -1 1 -1
4 -1 1 1
5 1 -1 1
6 1 -1 1
7 1 1 -1
8 1 1 1
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0

Una vez obtenido el extracto, el residuo se separ6 y el extracto final se almacend bajo
refrigeracion a 4 °C, en frascos ambar por no mas de 24 horas, hasta su analisis. Para la
caracterizacion de los extractos por espectroscopia Ultravioleta Visible, se utilizd un equipo

GENESYS 10S (Thermo Scientific, Billwrica, MA, EE.UU.), equipado con una lampara de
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xenoén, el cual se utilizé un rango de medicion de 200 nm a 800 nm. Para todos los ensayos se
utilizé una celda de cuarzo de camino Optico de 1 cm y todos los extractos fueron analizados
disueltos en MeOH, previa construccion de una curva de calibracion con un estandar certificado
de clorofila a (Véase Figura 9 y Ecuacién 2), Donde; X, representa la concentracion de

clorofila ay, Y, la absorbancia medida.

Figura 9. Estructura quimica de la clorofila a (CssH72OsNsMg), estandar externo
utilizado para la cuantificacion de clorofila a en los extractos de fitoplancton de agua fresca por

espectroscopia UV-Vis.

Y =0,0211X — 1,1582 Ecuacion 2.

3.4 Cromatografia liquida acoplada a espectroscopia ultravioleta visible

La identificacion de los pigmentos fitoplanctonicos se realizd mediante cromatografia
liquida de alta eficiencia (HPLC), siguiendo la metodologia descrita por Sevire, B. et al. (Serive
et al., 2017), con algunas modificaciones. Se utilizé un cromatégrafo liquido Rainin, equipado

con un detector UV-Vis. La separacion cromatografica se llevo a cabo en una columna Agilent
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Technologies Eclipse XDB-Cig de 4,6 x 150 mm y 5 um de tamaio de particula en fase reversa.
Las condiciones cromatograficas fueron las siguientes: fase movil A, agua (H20); fase movil
B, metanol (MeOH). El flujo fue de 1 mL/min, el volumen de inyeccion fue de 10 pL. La
condicidn inicial del gradiente fue de 100%, para B, y 0%, para A, cambiando linealmente hasta
90%, para B, en 20 min, el tiempo total de la corrida fue de 50 min, a temperatura ambiente. La
deteccion de carotenoides y clorofilas se realizd a una longitud de onda A= 450 nm. La
identificacion de los compuestos se realizé por la comparacion de sus tiempos de retencion con

los de patrones certificados.

La cuantificacion de los pigmentos identificados en los extractos se realizd por el
método de estandar externo, se construy6 una curva de calibracion de cada uno de los patrones
certificados identificados en la muestra, diadinoxantina (CsHs403), clorofila b
(CssH7006NsMg), clorofila a (CssH720s5NaMg) y B-caroteno (CsoHse); para los demas
compuestos identificados, la cuantificacion se realizo por el método del estdndar interno, donde
se utilizo el carotenoide de tipo xantofila, luteina (Cs0Hs602) a una concentracion de 5 pg/L,

(Véase Figura 10).

Figura 10. Estructura quimica de luteina (C40Hs602), estandar interno utilizado para la

cuantificacion de carotenoides presentes en los extractos de fitoplancton por HPLC/UV-Vis.
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3.5 Analisis por espectrometria de masas MALDI-TOF
Para todos los experimentos MALDI y LDI se utiliz6 un espectrometro de masas MALDI TOF-
TOF Bruker Ultraflextreme (Bruker Daltonics, Billerica, MA), equipado con un laser en estado
solido Smart Beam de Nd:YAG (A= 355 nm), con frecuencia de 1 kHz y una salida maxima de
energia de aproximadamente 85 pJ por disparo, un pulso de duracién de 6 ns con ancho de spot
de 10 pm a 100 um, de acuerdo con las especificaciones del fabricante. En general los espectros
de masas se adquirieron en el rango de m/z 100 a 1000 en modo reflectrén usando voltaje de
aceleracion de 25 kV, con extraccion pulsada de iones (PIE) de 100 ns. La calibracion del
equipo en el rango de masas especificado se realizd usando las sefiales del acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA) y de la serie de péptidos estandar: leucina-encefalina, bradiquinina,
bombesina y sustrato de renina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO). Todos los resultados de
medicién de la energia por pulso del laser se determinaron a partir del promedio de diez

mediciones.

La preparacion de la muestra se realizd con soluciones de las matrices (DCTB —
estandar- o-CNFVOCH3 y a-CNFVCH3) 5 mM en THF. Las soluciones se sometieron a
agitacion para asegurar que los compuestos se disolvieran. Se prepararon soluciones de los
extractos y de los pigmentos estandar que se mezclaron con las matrices para obtener relaciones
molares analito:matriz (A:M) de 1:1, 1:10, y 1:100, respectivamente. Las muestras se
prepararon usando el método de dried droplet, por lo tanto, se mezclaron 15 pL de la matriz (5
mM), con un volumen del analito (en cada una de las tres relaciones estudiadas) y se agitaron
en un vortex por 2 min a 1500 rpm. Se aplicaron cinco spots de cada muestra, para cada una de

las relaciones A:M. Se tomaron los espectros de masas en el rango de m/z 100 a 1000. Cada
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espectro compuesto corresponde a 3000 espectros, tomados en 6 adquisiciones de 500 disparos

cada una, de esta forma es posible hacer analisis estadistico de los resultados obtenidos.

A partir de los espectros de masas, en los cuales se relaciona la abundancia de iones con
la relaciébn masa-carga, y las tablas de composicion pigmentaria de clases de fitoplancton
compiladas por Roy, et al. (Roy et al., 2011) se identificaron los compuestos presentes en las

mezclas de pigmentos.

4. Resultados y analisis

4.1 Analisis microscopico de las muestras de agua
Las muestras de agua para el andlisis microscopico del fitoplancton fueron obtenidas a cero m
de profundidad. La microscopia Optica permitié establecer la presencia de microorganismos
pertenecientes al género Euglena en la muestra de agua fresca, la cual fue recolectada en el
campus central de la Universidad Industrial de Santander, en la ciudad de Bucaramanga, como

se describe en la Seccién 3.2 (Véase Figura 11).
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Figura 11. Imagenes de microscopia optica de las especies de fitoplancton presentes en
las muestras de agua fresca recolectadas en el campus central de la Universidad Industrial de

Santander, Bucaramanga.

Las FEuglenofitas, son microorganismos unicelulares fotosintéticos que se encuentran
principalmente en cuerpos de agua fresca con altas concentraciones de materia organica, aunque
también se pueden encontrar en ambientes marinos. La mayoria de estos microorganismos
tienen una pelicula flexible, que permite el movimiento por deformacion. Las Euglenofitas
presentan uno o dos flagelos, iguales o desiguales en longitud. Son de coloracion verde y

algunas especies tienen una mancha ocular por fuera del cloroplasto, producto del
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almacenamiento de un polimero cristalino de glucosa -1,3 denominado paramilo (Roy et al.,
2011). Entre los pigmentos reportados por otros autores en algunos microorganismos que hacen

parte del género Euglena, se encuentran los mostrados a continuacion (Véase Tabla 4).

Tabla 4.

Principales pigmentos reportados en microorganismos que pertenecen al género Euglena.

Pigmento Formula Masa Referencia
exacta
Clorofila a CssH720sNsMg 892,5353 (Roy et al., 2011)(Jeffrey et
al., 1997)(Schagerl,

Pichler, & Donabaum,
2000)

Clorofila b CssH7006NsMg 906,5145 (Roy et al., 201 1)(Jeffrey et
al., 1997)(Schagerl et al.,

2000)
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Tabla 4

Continuacion

Clorofilida b C35H32N4OsMg 628,2172 (Cartaxana & Brotas, 2003)

Feofitina a CssH74N40O5 870,5659 (Cartaxana & Brotas, 2003)

Neoxantina C40Hs5604 600,4178 (Roy et al., 201 1)(Jeffrey et
al., 1997)(Schagerl et al.,
2000)

Diadinoxantina Cs0H5403 582,4072 (Roy et al., 2011)(Jeffrey et
al., 1997)(Schagerl et al.,
2000)

Diatoxantina Cs0H5402 566,4123 (Roy et al., 2011)(Jeffrey et
al., 1997)(Schagerl et al.,
2000)

Heteroxantina C40Hs5604 600,4178 (Jeffrey et al., 1997)

a-Caroteno CaoHse 536,4382 (Roy et al., 201 1)(Jeffrey et

(trazas) al., 1997)

-Caroteno CaoHse 536,4382 (Roy et al., 201 1)(Jeffrey et
al., 1997)(Schagerl et al.,
2000)

Anteraxathin Cs0Hs603 584,4229 (Cartaxana & Brotas, 2003)

Zeaxantina C40Hs602 568,8483 (“Carotenoids  Database,

2019)
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Tabla 4

Continuacion

Violaxantina C40Hs604 600,4178 (“Carotenoids  Database,
base de datos, disponible
en:
http://carotenoiddb.jpFecha
de consulta: 24 de
septiembre de  2019.,”
2019)

Astaxantina C40Hs204 596,3865 (“Carotenoids  Database,

base de datos, disponible
en:

http://carotenoiddb.jpFecha
de consulta: 24 de
septiembre de  2019.,”

2019)

Por otra parte, el andlisis microscopico de la muestra de agua de mar colectada en el
PNN Corales de Profundidad se realiz6 en la Universidad Jorge Tadeo Lozano, Santa Marta,
Magdalena, Colombia, (Véase Tabla 5 y Figura 12), por el profesor del Departamento de

Ciencias Biologicas y Ambientales Dr. Andrés Franco Herrera.
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Tabla 5.

Andlisis microscopico de la muestra de agua de mar recolectada en el Caribe colombiano.

Filum Clase Familia Género Cel/LL
Miozoa Dinophyceae Ostreopsidaceae Alexandrium 10
Bacillariophyta  Catenulaceae Catenulaceae Amphora 20
Bacillariophyta ~ Mediophyceae Chaetocerotaceae Chaetoceros 10
Miozoa Dinophyceae Gonyaulacaceae Gonyaulax 40

Bacillariophyta  Bacillariophyceae = Thalassionemataceae  Thalassionema 60

Total 140
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MICROSCOPIO OLYMPUS BX53

Figura 12. Imagenes de microscopia Optica de las especies de fitoplancton presentes en las

muestras de agua de mar recolectada en el Caribe colombiano.

En la muestra de agua de mar recolectada, se identificaron un total de 5 géneros de
especies de microorganismos diferentes, como se puede observar en la Tabla 5. El volumen de
agua analizado fue de 100 mL, lo que quiere decir que el nimero de células de microorganismos
distribuidos sobre el filtro Whatman® de microfibra (GF/F, 47 mm, poro: 0,7 um) y disponibles
para los andlisis fue ca., 14 células. Las condiciones fisicoquimicas de la zona de muestreo se

muestran en la Tabla 6.
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Tabla 6.

Parametros fisicoquimicos medidos en el momento de la toma de la muestra de agua de mar.

%
Conductividad
Profundidad Salinidad 02 Presion
uS/cm
(m) (psu) disuelto (psi) T (°C)
2 36,41 97,1 54726,8 2,6 28,03

4.2 Estudio del efecto de las variables de extraccion de la fraccion polar de los

pigmentos fitoplanctonicos en una muestra de agua dulce

Dentro de cada grupo de pigmentos clorofilas o carotenoides, existe una gran variedad
en términos estructurales, lo que les atribuye diferencias marcadas en la polaridad. Tal como se
ha mencionado anteriormente, la clorofila a y b son compuestos de naturaleza apolar debido a
la presencia del fitol, mientras que las clorofilas ¢ son de naturaleza mas polar, debido a que
sus estructuras carecen de fitol. De la misma forma, los carotenoides presentan un amplio rango
de polaridades, desde carotenos apolares hasta xantofilas, que son mas polares (Manuel Zapata

& Garrido, 2000).

De acuerdo con lo anterior, fraccionar la muestra de fitoplancton, permite un analisis
mas detallado de los pigmentos presentes en el extracto y una caracterizacion molecular mas
completa. Algunos autores han reportado que el andlisis directo del extracto crudo de pigmentos
fitoplanctonicos por HPLC puede conducir a una identificacion erronea, debido precisamente a

la co-elucion de los pigmentos (Roy et al., 2011)(M Zapata et al., 2000).
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Tomando como base las diferencias entre polaridades de los pigmentos presentes en las
muestras de fitoplancton se obtuvieron fracciones no polares y polares. La fraccion no polar se
extrajo con n-heptano, de acuerdo con la metodologia propuesta por (Fu, Magnusdottir,
Brynjolfson, Palsson, & Paglia, 2012); mientras la fraccion polar se extrajo con EtOH:THF,
como se determind6 mediante pruebas preliminares con solventes diversos (acetona,
diclorometano, acetonitrilo, tetrahidrofurano (THF) y etanol (EtOH)). En la Figura 13 se
muestra el comportamiento de absorcion en la region UV-Vis de las fracciones no polar y polar

de pigmentos aislados de muestras de fitoplancton de agua fresca.

0.50

Absorbancia

0.25-

0.00- . . ' I
400 600 800
Longitud de onda (nm)

Figura 13. Espectros UV-Vis de las fracciones no polar (A) y polar (B) de un extracto

de pigmentos fitoplanctonicos aislados de muestras de fitoplancton de agua fresca.

Los espectros mostrados en la Figura 13 presentan un comportamiento tipico de una
mezcla de clorofilas (B), las cuales absorben en la zona azul (A= 400-500 nm) y roja (A=600-
700 nm) del espectro electromagnético; mientras los carotenoides (A) presentan bandas de

fuerte absorcién en la region azul (A= 400-500 nm). En el espectro de la fraccion no polar (A),
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aunque se observa una fuerte absorcion en la zona de mayor energia, también se puede observar
una sefial en la region de absorcion de las clorofilas que indica el arrastre de estos compuestos
en esta fraccion, aunque en menor concentracion que en la fraccion polar (Grebenok, Ripa, &

Adler, 1991).

Las clorofilas (presentes en la fraccion B), por ser derivados de la porfirina, tienen dos
bandas principales de absorcion en el rango visible del espectro electromagnético, consecuencia
de la deslocalizacion m extendida en el esqueleto ciclico del tetrapirrol (Véase Figura 2). La
zona de absorcion fuerte en la seccion de baja energia del espectro se conoce como banda Q-;
mientras la que se observa en la zona azul del espectro se denomina banda Soret o B (Grebenok
et al., 1991)(Milenkovi¢, Zvezdanovi¢, & Andelkovi¢, 2012). Las bandas Q- y "Soret"
atribuidas a la clorofila a, se encuentran a valores de longitud de onda de 662 y 430 nm,
respectivamente. Para la clorofila b estas bandas se ubican a 645 y 470 nm, respectivamente.
Consecuentemente, la sefial a 470 nm se debe probablemente a la presencia de clororila b en la
fraccion B. Para el caso de feofitina, los maximos de absorcion de las bandas Soret y Q- se
ubican a 665 y 415 nm. En el espectro obtenido por espectroscopia ultravioleta visible de la
fraccion polar B, del extracto de pigmentos fitoplanctonicos de agua fresca (Véase Figura 13),
tomando como referencia las sefiales de la clorofila a, el maximo de la banda Soret de las
feofitinas, se desplaza a longitudes de onda més largas, mientras que los maximos en la region
azul (Q-) del espectro electromagnético, se desplazan a longitudes de onda maés cortas

(Milenkovi¢ et al., 2012).
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Por otra parte, las variables que influencian la concentracion de pigmentos extraidos en
la fraccion polar se analizaron utilizando un disefio experimental 23, con tres variables y dos
niveles para cada variable, con cuatro replicas en el centro, tal y como de describio6 en la Secciéon
3.3 de la metodologia. La variable de respuesta en esta etapa fue el contenido de clorofila a, que

se midi6 mediante espectroscopia UV-vis.

Tabla 7.

Contenido de clorofila a en los extractos de la fraccion polar de pigmentos

fitoplanctonicos de muestras de agua dulce.

X1 X2 X3 Concentracion

N° Absorbancia
EtOH:THF,v NH4OH, ¢ Temperatura, * mg/L

1 1:1 0 15 0,507 79

2 1:1 0 60 0,540 80

3 1:1 0,1 15 0,994 102

4 1:1 0,1 60 0,721 89

5 5:1 0 15 0,436 75

6 5:1 0 60 0,501 79

7 5:1 0,1 15 0,846 95

8 5:1 0,1 60 0,605 84

9 3:1 0,05 40 0,594 83

10 3:1 0,05 40 0,532 80

11 3:1 0,05 40 0,691 88

12 3:1 0,05 40 0,645 85
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Para el analisis de los datos del disefio experimental 23, se utilizd el sofiware
Statgraphics Centurion (Statpoint Technologies, Inc., Virginia, EE.UU., Version XVII), donde
los datos usados fueron los valores de la concentracion de clorofila a, medida para cada uno de
los extractos (Véase Figura 9 y Ecuacion 2). Como se puede observar en la Tabla 7, la mayor
respuesta del observable se obtuvo con la relacion EtOH:THF 1:1 (nivel -1), 0,1% de NH4OH
(nivel 1) y temperatura de 15 °C (nivel -1). A continuacion (Véase Figura 14), se muestra la
gréafica de Pareto para la extraccion de la fraccion polar de pigmentos presentes en muestras de

fitoplancton de agua fresca.

X1: EtOH:THF
(X1P2+(X2)%+(X3)?
X2:NH,OH
X3: Temperatura
X1* X3
X2* X3
X1* X2

L[ [
M_ I

‘4IHI6IIII8IHI1(I)‘I‘1é
Efecto estandarizado

Figura 14. Grafica de Pareto mostrando la influencia de factores experimentales
individuales y sus combinaciones sobre la concentracion de clorofila a presente en la fraccion

polar de pigmentos aislados de muestras de fitoplancton de agua fresca.

El grafico de Pareto mostrado en la Figura 14, muestra cuales son las variables o
interacciones de variables que presentan los efectos que contribuyen mas a la varianza. Las

variables o interacciones de estas que se encuentran en la zona de mayor efecto estandarizado
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(zona derecha de la linea roja), explican el 80% de la varianza de los datos. Por el contrario, las
variables individuales (o sus interacciones) que se encuentran hacia la zona de menor efecto no
contribuyen significativamente en el proceso de extraccion de pigmentos fitoplanctonicos
polares. En este caso, la relacion EtOH: THF presenta el efecto independiente mas alto, seguido
por el porcentaje de hidroxido de amonio (NH4OH). Las interacciones entre las variables

X1*X2, X2*X3 y X1*X3, no presentan una contribucion significativa.

Estos resultados son comparables con los reportados por Wright et al. (Simon Wright &
Jeffrey, 2006), quienes recomiendan el uso de hidréxido de amonio (NH4OH) en la extraccion
de pigmentos del tipo clorofila, para preservar su estructura. Asimismo, algunos autores han
reportado la mezcla EtOH:n-hexano, como solvente de extraccion para el aislamiento de
clorofilas y carotenoides a partir de la microalga Dunaliella salina, estos autores reportan el
desarrollo de una metodologia para el analisis rapido de estos pigmentos por UPLC-UV-MS,

donde identificaron en total 37 pigmentos (Fu et al., 2012).

El etanol (EtOH) como solvente para la extraccion de pigmentos fitoplanctonicos,
también fue utilizado por Juin, C., ef al. (Juin et al., 2015), quienes reportaron el analisis de
clorofilas y carotenoides por UPLC-MS, aislados a partir de Porphyridium purpureum cultivada
en el laboratorio. Los autores reportan la identificacion de siete pigmentos o derivados, previa

realizacion de una base de datos con el andlisis de 22 pigmentos estandar.

En la Figura 15, se muestran las coordenadas experimentales para el disefo
experimental 23, el punto donde se obtiene la maxima respuesta del observable corresponde a

las coordenadas [-1, 1, -1] y representa las siguientes condiciones de extraccion: relacion
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EtOH:THF (1:1), porcentaje de hidroxido de amonio (NH4OH): 0,1% y temperatura de

extraccion de 15 °C.

/
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-
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Figura 15. Coordenadas experimentales obtenidas a partir del disefio experimental 23
para la extraccion de clorofila a presente en la fraccion polar de pigmentos aislados de muestras

de fitoplancton de agua fresca.

Las condiciones de extraccion identificadas, que permiten obtener mayor cantidad de
pigmentos a partir de las muestras de fitoplancton, fueron utilizadas para obtener los extractos

que se analizan y se discuten en las siguientes secciones del documento.

4.3 Analisis por HPLC/UV-Vis del extracto crudo de pigmentos aislados de

muestras de fitoplancton de agua fresca.
La separacion por HPLC de los extractos de pigmentos es el “gold standard” utilizado

para realizar analisis quimiotaxondmicos a poblaciones de fitoplancton (Heukelem & Thomas,

2001). En nuestro caso, el analisis por HPLC se utiliz6é como estandar de comparacion para los
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resultados obtenidos por espectrometria de masas, como se discute en capitulos posteriores. Los
andlisis por HPLC se realizaron en fase reversa bajo las condiciones reportadas en la Seccién
3,4 de la metodologia. La cuantificacion de los compuestos observados en HPLC se realizb por
el método del estandar externo, utilizando curvas de calibracién con patrones certificados de
diadinoxantina, clorofila b, clorofila a y B-caroteno. Los demas compuestos detectados por
HPLC, para los cuales no se contaba con un estandar de la molécula, se cuantificaron por el
método del estandar interno utilizando la luteina, un carotenoide tipo xantofila (CsoHs602,

Figura 10), en concentracion de 5 pg/L (Véase Anexo 1).

En la Figura 16 se muestra el cromatograma HPLC/UV-Vis del extracto crudo de
pigmentos fitoplanctonicos de agua fresca obtenido utilizando extracciéon L-S asistida con
ultrasonido, con n-heptano:THF:EtOH, 2:1:1 v/v, como solvente, en una relacion
material:solvente (2:1, mg/mL), y temperatura de 15 °C por 10 min, como se describi6 en la
Seccion 3,3. Se identificaron 9 componentes en la muestra de pigmentos, cuatro de los cuales
corresponden a moléculas de las cuales se tenian patrones certificados (diadinoxatina, clorofila
a, clorofila b y [J-caroteno) y cinco de los cuales se identificaron por comparacion de tiempos
de retencion con reportes de literatura (neoxantina, anteraxantina, diatoxantina, zeaxantina y
anomero de clorofila a). En la muestra no se identificaron derivados de clorofila como
feofitinas, clorofilidas o feoforbidas. En la Tabla 8 se reportan los datos de identificacion y

cuantificacion de los compuestos mencionados anteriormente.
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Figura 16. Cromatograma HPLC del extracto de pigmentos fitoplanctdnicos obtenido

mediante radiacion de ultrasonidos con las mejores condiciones del disefio experimental 23,

columna AT Eclipse XDB-Cis de 4,6 x 150 mm y 5 um de tamafo de particula en fase reversa,

flujo: 1 mL/min, detector UV-Vis (A=450 nm).

pigmentos aislados de muestras de fitoplancton de agua fresca por HPLC/UV-Vis.

Tabla 8.

Identificacion y cuantificacion de pigmentos presentes en el extracto crudo de

Absorcion
N° Compuesto Formula tr, m mg/L £+ SD (n=3)
(nm)
1 Neoxantina** C40H5604 1,9 437,465 0,23 0,05
2 Diadinoxatina* C40Hs5403 2,2 444, 474 9,0 0,7
3 Anteraxantina*? C40Hs5603 3,0 446 0,20 0,02
4 Diatoxantina** C40Hs5402 4,0 451,478 0,12 0,01
5 Zeaxantina** C40Hs5602 5,5 450,472 0,17 0,01
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Tabla 8

Continuacion

6 Clorofila b* CssH7006N4Mg 6,8 468, 652 22 + 1
7 Clorofila a an6n CssH720sNsMg 8,2 432, 665 0,18 + 0,01
8 Clorofila a* CssH720sNsMg 11,6 432, 665 111 + 9

9 B-Caroteno* CaoHse 423 450, 476 16 + 2

* Compuestos identificados por comparacion de tiempos de retencion con los de
patrones certificados y cuantificados por el método del estandar externo utilizando una curva

de calibracion para cada pigmento (Véase Seccién 3.4 y Anexo 1).

** Identificacion tentativa de los compuestos, por comparacion de tiempos de retencion
con compuestos reportados en la literatura y cuantificados por el método del estandar interno

utilizando luteina 5 pg/L (Véase Seccion 3.4 y Anexo 1).

Los resultados que se presentan en la Figura 16 y en la Tabla 8 concuerdan con los
reportes de Brotas & Plante-Cuny (Brotas & Plante-cuny, 2003), quienes reportaron la
presencia de diadinoxantina, anteraxantina y diatoxantina, en extractos metandlicos de una
Euglenofita Euglena sp, cultivada bajo condiciones controladas de temperatura y exposicion a
la luz solar. Estos autores, también reportan la presencia de clorofilida b y feofitina b en la
muestra de Euglena sp analizada; sin embargo, estos compuestos no fueron identificados en
esta investigacion. De acuerdo con reportes previos (Brotas & Plante-cuny, 2003), en un andlisis
por HPLC en fase reversa la clorofilida b tiene tiempo de retencion menor que el de la

diadinoxantina (2,2 min, Figura 16). De acuerdo con esto, la clorofilida b posiblemente se
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encuentre por debajo del limite de deteccion del método o co-eluida con las sefiales previas a la
diadinoxantina. Adicionalmente, en el microorganismo Euglena gracilis han sido reportados
pigmentos de tipo carotenoide como la neoxantina, diadinoxantina, diatoxantina, 3-caroteno y
a-caroteno (Jeffrey et al., 1997)(Manuel Zapata & Garrido, 2000). En esta investigacion, se

identificaron la neoxantina, diadinoxantina, diatoxantina y 3-caroteno.

Entre los pigmentos de tipo clorofila, la clorofila a (111+£9 mg/L) se encuentra en mayor
abundancia en el extracto de pigmentos aislados de fitoplancton de agua fresca, seguida por la
clorofilab (22+1 mg/L) (Figura 17). Pese a que la clorofila a y la clorofila b son los compuestos
que se encuentran en mayor concentracion en la muestra, presentan factores de respuesta bajos
comparados con los carotenoides, lo cual se puede observar a partir de las pendientes de las
curvas de calibracion realizadas, lo anterior debido posiblemente a la longitud de onda utilizada
para las mediciones (A: 450 nm), aunque todos los compuestos de interés absorben a esta
longitud de onda, los valores maximos de absorcion de las clorofilas se encuentran en 665 y
432 nm, mientras que para [-caroteno y diadinoxantina, las longitudes de absorcion maxima
son 450 y 444 nm, respectivamente. La concentracion de clorofila a, es utilizada en anélisis de
rutina como una estimacion de la biomasa fitoplanctonica debido a que se encuentra presente
en todas las microalgas fotosintéticas. En este caso, la alta concentracion de clorofila a indica
que la muestra de agua se encuentra en un ambiente hipereutréfico (concentracion de clorofila
a mayor que 40 pg/L), este crecimiento desmedido de algas puede llegar a sofocar la fauna que
habita el cuerpo de agua y podria llegar incluso a generar zonas muertas bajo la superficie
(Moreno-Arbelaez & Ramirez-Restrepo, 2010). La clorofila b no es un pigmento generalizado
en los organismos fotosintéticos y se encuentra principalmente en microorganismos de tipo

Clorofitas, Euglenoideas y Prochlorales (S. Wright, 1991).
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Clorofila a Clorofila b

Figura 17. Estructuras quimicas de la clorofila a (CssH720sNsMg) y la clorofila b
(CssH7006N4sMg), pigmentos fotosintéticos identificados y cuantificados mediante HPLC/UV-

Vis en los extractos de pigmentos de fitoplancton en muestras de agua fresca.

Entre los carotenoides presentes en la muestra de fitoplancton de agua fresca, el
pigmento tipo xantofila diadinoxantina (Véase Figura 18), es del que se reporta mas
comunmente en la literatura. La diadinoxantina hace parte del ciclo de la xantofila, un
importante ciclo enzimatico que funciona como indicador del estado fisiologico de la biomasa

vegetal. En este ciclo, ocurre la eliminacidon enzimatica de grupos epoxi por parte de las
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xantofilas, para formar xantofilas de-epoxidadas. Ademas, estos ciclos enzimaticos cumplen un
papel fundamental en la disipacion de la energia dentro de las proteinas de antena de recoleccion
de luz, mediante el enfriamiento no fotoquimico, un mecanismo para reducir la energia que
llega a los centros de reaccion fotosintética. En los microorganismos fitoplanctonicos, la
diadinoxantina se transforma en diatoxantina (en el caso de diatomeas) o dinoxantina (para

dinoflagelados) (Schagerl et al., 2000).

Figura 18. Estructura quimica de la diadinoxantina (C40Hs403), carotenoide de tipo
xantofila identificado y cuantificado por HPLC/UV-vis en los extractos de pigmentos de

fitoplancton en muestras de agua fresca.

La identificacion y cuantificacion de pigmentos en muestras de fitoplancton es
fundamental para establecer las familias de microorganismos que lo componen, mediante
correlaciones quimiotaxonomicas. En la Tabla 9, se relacionan los pigmentos identificados en
el extracto de la muestra de agua fresca por HPLC/UV-Vis con diferentes grupos de
microorganismos que pueden estar presentes en fitoplancton, utilizando como referencia las
tablas pigmentarias reportadas por Jeffrey et al. (Jeffrey et al.,, 1997). Tal como se puede
observar en la Tabla 9, todos los pigmentos identificados en el fitoplancton presente en la
muestra de agua fresca, a excepcion de la zeaxantina, son propios de microorganismos del grupo
Euglenofita, lo cual confirma la identificacién taxondmica realizada mediante microscopia

oOptica (ver Seccién 4,1).
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Tabla 9.

Pigmentos presentes en la muestra de agua fresca y su asociacion con microrganismos

presentes en fitoplancton (tomado y modificado de Jeffrey et al. (Jeffrey et al., 1997)).

Pigmentos Division algal/Clase
Clorofilas
Clorofila a Cianobacterias,  Proclorofitas, = Rhodofita,  Criptofita,

Chlorophyceae, Prasinophyceae, Euglenofita, Eustigmatofita,

Bacillariophyta, Dinofita, Prymnesiophyceae, Chrysophyceae,

Raphidophyceae

Clorofila b Proclorofitas, Chlorophyceae, Prasinophyceae, Euglenofita,
Dinofita

Carotenos

-Caroteno Cianobacterias, Proclorofitas, Chlorophyceae,
Prasinophyceae, Euglenofita, Eustigmatofita, Bacillariophyta,
Dinofita, Prymnesiophyceae, Chrysophyceae,
Raphidophyceae

Xantofilas

Neoxantina Chlorophyceae, Prasinophyceae, Euglenofita

Diadinoxantina Euglenofita, Bacillariofita, Dinofita, Prymnesiophyceae,
Chlorophyceae, Raphidophyceae

Anteraxantina Chlorophyceae, Prasinophyceae, Euglenofita
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Tabla 9

Continuacion

Diatoxantina Euglenofita, Bacillariophyta, Dinofita, Prymnesiophyceae,
Chlorophyceae, Raphidophyceae

Zeaxantina Cianobacterias, Proclorofitas, Rhodofita, Chlorophyceae,

Eustigmatofita

De acuerdo con las clases algales asociadas a los pigmentos identificados mediante el
andlisis HPLC, la clase algal Chlorophyceae, también esta relacionada con los identificados.
Los microorganismos que hacen parte de esa clase algal son generalmente unicelulares, pueden
llegar a formar colonias simples cuya principal caracteristica es la presencia de coloracion
verde. En esta clase algal, la forma de los cloroplastos, la disposicion y el nimero de tilacoides
dentro de los cloroplastos de las células, es una herramienta muy importante para su
identificacion taxondmica. Ademas, los microorganismos que hacen parte de esta clase algal se
encuentran distribuidos principalmente en ambientes de agua fresca, aunque también se pueden

encontrar en agua marina (Donnell, Fey, & Cottingham, 2013)(Ohnuki et al., 2013).

Los analisis por HPLC de los pigmentos aislados de muestras de fitoplancton de agua
dulce mostraron la presencia de moléculas fotoactivas caracteristicas de microorganismos
fotosintéticos de tipos Chlorophyceae y Euglenofita. Se identificaron y cuantificaron nueve

compuestos de tipo clorofila y carotenoide en las muestras analizadas.
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4.4 Analisis por espectrometria de masas LDI-TOF y MALDI TOF las fracciones

polar y apolar de pigmentos aislados de muestras de fitoplancton de agua fresca.

Teniendo como informacidon composicional base los datos derivados de los andlisis por
HPLC, en esta seccion se estudian los extractos de pigmentos mediante espectrometria de masas
MALDI-TOF y se comparan los resultados con la informacién cromatografica y taxonémica
disponible para las muestras. Los analisis MALDI TOF para los extractos obtenidos con
solventes polares y no polares se realizaron utilizando matrices de transferencia electronica.
Descriptores analiticos como precision/exactitud en la masa (Ecuacién 3), resolucion y S/N,
ademas los patrones isotdpicos de los iones moleculares o de las moléculas protonadas se
utilizaron para la identificacion de los compuestos detectados en los extractos de pigmentos

(Tabla 4).

Masacalculada—Masaexperimental
ald x10°

Masacalculada

Appm = Ecuacion

Inicialmente, se realizaron experimentos LDI-TOF MS (Figura 18) para el extracto
crudo, la fraccidn polar, la fraccién no polar y la mezcla de ambas fracciones, para confirmar
la presencia de pigmentos fitoplanctonicos en la muestra y en cada una de sus fracciones, y para
evaluar la informacién que se puede obtener bajo condiciones LDI. Los espectros LDI para
todos los extractos muestran una clara segregacion de las sefales; en la region entre m/z 500 y
m/z 600 se encuentran las sefiales correspondientes a carotenoides, mientras las clorofilas se
agrupan en la region entre m/z 860 y m/z 940. La Tabla xx contiene informacion sobre el rango

de masas en el cual se observan sefiales caracteristicas de estos compuestos.
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Figura 18. LDI-TOF MS del extracto crudo de pigmentos fitoplanctonicos, las fracciones polar
y no polar y la mezcla de ambas fracciones, utilizando soluciones a 5 mM de cada muestra, las
lineas color naranja (-) entre m/z 500 y m/z 600 corresponden a sefiales correspondientes a

carotenoides, las lineas color verde (-) entre m/z 860 y m/z 940 corresponden a las clorofilas.

En la técnica LDI no se utiliza una matriz, por lo tanto, los compuestos se ionizan de
acuerdo con su capacidad de absorber radiacion laser. Tipicamente, LDI permite el andlisis de
moléculas altamente conjugadas como colorantes orgdnicos o porfirinas, por lo que es una
alternativa 1til y rdpida a MALDI en el rango de masas bajo. Sin embargo, LDI es una

ionizacion menos suave que MALDI por lo que pueden ocurrir fragmentaciones (Gross, 2004).
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La eficiencia de ionizacion de un compuesto en LDI esta asociada con su potencial de
ionizacion (PI) de tal forma que compuestos con bajos PI pueden ionizarse mas facilmente.
Debido a su funcion en la absorcion de fotones, los pigmentos fitoplactonicos de tipo de tipo
clorofila y carotenoide se caracterizan por presentar una estructura quimica altamente
conjugada, lo que se traduce en valores de potenciales de ionizacion relativamente bajos. En la
Tabla 10 se encuentran algunos valores de potenciales de ionizacion (PI) reportados para

pigmentos fitoplanctonicos comunes.

En la Figura 18 se observan, en el espectro LDI del extracto crudo, sefales
correspondientes a clorofilas, como clorofila a en m/z 892,5353, clorofila b en m/z 906,5145,
derivados como la clorofilida a en m/z 614,2379, la clorofilida b en m/z 628,2172 y feofitina a
en m/z 870,5659. En el andlisis por LDI-TOF MS del extracto crudo no se logro6 identificar el
carotenoide -caroteno m/z 536,4382, el cual si fue identificado en el andlisis HPLC y esté
directamente relacionado a los microorganismos presentes en la muestra de agua fresca (Tabla
9). En el analisis de la fraccion polar del extracto, se identificaron compuestos de tipo clorofila,
y se observaron algunos fragmentos como se muestra en la Figura 19. Ademas, en la fraccion
polar del extracto también se logré ionizar y detectar carotenoides de tipo xantofila como
diadinoxantina m/z 582,4072 y diatoxantina m/z 566,4123; los cuales también fueron

identificados en los analisis HPLC del extracto crudo (Seccion 4,3 y Tabla 8).
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Tabla 10.

PI 'y masas para compuestos fotosintéticos caracteristicos en fitoplancton.

Pigmento Formula (PI), eV Referencia

Clorofila a CssH7205NsMg 6,10 + 0,20 (Nakato, Chiyoda, & Tsubomt
1974)

Clorofila c2 C35H2805NsMg 6,15 + 0,24 (Jaramillo et al., 2012)

B-Cryptoxantina CaoHs60 6,34 + 0,10 (Dangles et al., 2018)

Luteina C40H5602 6,57 + 0,10 (Dangles et al., 2018)

Cantaxantina Cs0H520- 6,75 + 0,10 (Dangles et al., 2018)

Echinenone Cs0Hs540 6,53 + 0,10 (Dangles et al., 2018)

Adonixantina Cs0H5403 6,75 + 0,25 (Dangles et al., 2018)

a-Caroteno Ca0Hse 6,35 + 0,10 (Dangles et al., 2018)

B-Caroteno Ca0Hse 6,41 + 0,20 (Nakato et al., 1974)(Dangles
al., 2018)

Anteraxathin Cs0Hs5603 6,53 + 0,10 (Dangles et al., 2018)

Zeaxantina C40Hs602 6,43 + 0,10 (Dangles et al., 2018)

Violaxantina Ca0Hs5604 6,57 + 0,10 (Dangles et al., 2018)

Astaxantina C40H5204 6,67 + 0,10 (Dangles et al., 2018)
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En la Figura 19, se muestran el espectro MS LDI de la fraccion polar de pigmentos
fitoplanctdnicos, en el anlisis de esta fraccion el ion més intenso (pico de base) es la clorofilida
a en m/z 614,2373, que puede corresponder a un artefacto producto del proceso de extraccion-
ionizacion (pérdida del grupo fitol por parte de la clorofila a), o puede estar presente

inicialmente en la muestra. Por lo que puede ser de origen natural o artefactos del proceso de

extraccion.
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Figura 19. Espectro LDI-TOF MS de la fraccion polar de pigmentos fitoplanctonicos de agua

fresca utilizando una solucién a 5 mM.

Por otra parte, en el andlisis LDI-TOF MS de la fraccién no polar de pigmentos
fitoplanctonicos de agua fresca no se logro identificar el carotenoide B-caroteno m/z 536,4382,
el cual si fue observado en el extracto crudo analizado mediante HPLC (Véase Seccion 4,3 y

Tabla 8). El que no se haya observado sefial para el B-caroteno en la fraccion no polar puede
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deberse a que el analisis por LDI-TOF MS no es el adecuado para este tipo de compuestos. De
la misma manera, en el andlisis LDI-TOF MS de la mezcla de la fraccion polar y la fraccion no
polar del extracto tampoco de logrd identificar el compuesto B-caroteno. Lo anterior, sugiere
que la estrategia LDI-TOF MS no es suficiente para identificar todos los compuestos presentes

en los extractos de pigmentos.

Como conclusion de esta seccion se puede afirmar que las sefiales presentes en los
espectros de masas LDI del extracto crudo, la fraccion polar, la fraccion no polar y la mezcla
de ambas fracciones (Véase Figura 18) corroboran los resultados obtenidos por espectroscopia
UV-vis (Figura 13), donde se identificaron bandas de absorcion en regiones del espectro
electromagnético de 415-470 nm y 645-670 nm, que fueron atribuidas a la presencia de
compuestos porfirinicos como pigmentos de tipo clorofila. Estas bandas de absorcion se
encontraron especialmente para la fraccion polar del extracto crudo de pigmentos

fitoplancténicos.

A continuacidn, se presentan los resultados del andlisis de las muestras de extractos de
pigmentos utilizando la técnica MALDI-TOF MS mediante ionizaciéon por transferencia
electronica (ET). El proceso de ET inicia con la formacion de iones primarios de la matriz
mediante un mecanismo de “pooling” tal y como se expone en el modelo CPCD (Coupled
Physical and Chemical Dynamics) (R. Knochenmuss & Zenobi, 2003)(Richard Knochenmuss,
2014). Una vez formados, los iones de la matriz pueden abstraer un electron del analito neutro
para formar un ion secundario del analito; esta reaccion solo es posible si el PI del analito (A)
es menor que el PI de la matriz (M), como se muestra a continuacion (Ecuacion 1) (Mccarley

etal., 1998):
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nhv
M— M*™* +A4- AT+ M [PA <IPum (Ecuacién 1)

Los analisis de las fracciones polar o no polar de pigmentos, aislados de
microorganismos fitoplanctonicos de agua fresca, se realizaron por espectrometria de masas
MALDI-TOF, siguiendo la metodologia que se describe en la Seccion 3.5. Para las reacciones
de intercambio de carga en fase gaseosa se utilizaron las matrices de transferencia electronica
CNFVCH; y CNFVOCHs, sintetizadas y reportadas por el grupo de investigacion GIFTEX
(Figura 20). La seleccion de estas matrices se hizo con base en sus propiedades fisicoquimicas,
como PI que para el CNFVCH; es de 8,20 eV y para el CNFVOCH; es de 8,19 eV, y su bajo
umbral de energia para formacion de iones primarios que les confiere capacidad de formar
abundantes especies cargadas (Castellanos-Garcia et al., 2017; Castellanos-Garcia et al., 2015;
Giraldo-Davila et al., 2018; Ramirez-pradilla et al., 2018). Adicionalmente, se utiliz6 la matriz
comercial trans-2-[3-(4-terc-butilfenil)-2-metil-2-propenilideno] malononitrilo (DCTB) (PI:
8,54 e¢V) (Figura 21) debido a sus multiples aplicaciones en el analisis de compuestos labiles

y termoinestables (Vasil’ev et al., 2006),

Figura 20. Estructura quimica de los derivados de a-cianofenilenvinilenos (a-CNFVs),
reportados por el GIFTEX como matrices MALDI de transferencia electronica, donde R=-CHj3
0 -OCHj3; (Castellanos-Garcia et al., 2017; Castellanos-Garcia et al., 2015; Giraldo-Davila et al.,

2018; Ramirez-pradilla et al., 2018).
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t-But

Figura 21. Estructura quimica del trans-2-[3-(4-terc-butilfenil)-2-metil-2-
propenilideno] malononitrilo (DCTB), matriz estdndar de transferencia electrénica en MALDI

MS.

Los espectros LDI-TOF MS de cada una de las matrices utilizadas en el analisis MALDI
se encuentran en el Anexo 2. Los espectros LDI permiten observar el comportamiento de la
matriz, particularmente la formacion de clusters y aductos que pueden interferir con los andlisis
en la region de masas bajas. En el caso de las matrices empleadas, se observa que CNFVCHj;
y CNFVOCH;3; no presentan formacion de clusters o aductos en la region de masas bajas, que
puedan interferir con la observacion de compuestos de interés. Los espectros MALDI TOF del
extracto crudo de pigmentos fitoplanctonicos, utilizando las matrices MALDI ET CNFVCH3,
CNFVOCH; y DCTB, a diferentes proporciones molares Matriz: Analito (M:A) se encuentran
en el Anexo 2. Para el andlisis MALDI se realizaron curvas de aparicion midiendo abundancia,
relacion sefal ruido (S/N) y resolucion del ion m/z 892,5353 (clorofila a), a diferentes energias

del laser.

En la Figura 22 se muestran los espectros de masas MALDI TOF para la fraccion polar
y la fraccion no polar de pigmentos de fitoplancton, utilizando CNFVCH3, CNFVOCH; y

DCTB, como matrices ET MALDI, y una relacion M:A 100:1.
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Figura 22. Espectros MALDI-TOF MS de la fraccion polar y no polar de pigmentos

fitoplanctdnicos; utilizando CNFVCH3, CNFVOCH3 y DCTB como matrices ET MALDI, en

relaciéon M:A 100:1.

Como se puede observar en la Figura 22, en los espectros MALDI-TOF MS de la

fraccion no polar del extracto, el andlisis se concentra en la region m/z 500 a m/z 600 (ventana

de andlisis para los carotenoides) para evaluar el desempefio de cada una de las matrices ET
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MALDI utilizadas en los ensayos. Con las matrices CNFVCH3;, CNFVOCH3; no se observaron
sefiales de carotenoides, mientras que con la matriz DCTB se logrd identificar el ion en m/z
536,4382, correspondiente al cation radical de la molécula B-caroteno. Esta observacion
coincide con los datos recopilados por HPLC. En la Figura 23 se muestra una ventana de 20
u, entre m/z 530 y 550, correspondiente a la fracciéon no polar de pigmentos extraidos de
organismos fitoplanctonicos de agua fresca, utilizando CNFVCH;3, CNFVOCH;3 y DCTB como

matrices MALDI de transferencia electronica.
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Figura 23. Ventana de acercamiento, entre m/z 530 y 550, del espectro de masas MALDI de la
fraccion no polar de pigmentos fitoplanctonicos, utilizando CNFVCH3, CNFVOCH3 y DCTB

como matrices de transferencia electronica.
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Utilizando el patron isotdpico del ion molecular del B-caroteno m/z 536,4382, y las
proporciones de cada uno de sus isotopdlogos se calculd la formacion de la especie quimica
[M]"y [M+H]*, determinando la contribucion de cada especie al patron isotopico. En la Figura
24, se muestra la superposicion del patrén isotdpico teorico calculado utilizando el software
Compass Isotope Pattern (Bruker Daltonics) con la distribucion isotdpica experimental del
espectro de masas MALDI, utilizando DCTB como matriz de transferencia electronica, una
relacion M:A 100:1. El B-caroteno, presenta un patrén isotdpico tedrico de M(100):
M+1(43.907): M+2(9.405) que coincide con el patron isotdpico experimental en el andlisis por
MS MALDI M(100): M+1(40,455): M+2(9,957). Esta comparaciéon no solo corrobora la
identidad del compuesto, sino que permite ademds determinar que la sefial observada en el
espectro de masas MALDI, corresponde al cation radical (M™) del B-caroteno M*= 536,4382.
Otros autores, Kaufmann et al, (Kaufmann, Wingerath, Kirsch, Stahl, & Sies, 1996) han
reportado la identificacion de carotenoides por MALDI MS como M* durante el analisis de

estandares de criptoxantina, zeaxantina, luteina y -caroteno.
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Figura 24. Superposicion del patrén isotdpico calculado en el software Compass
Isotope Pattern (Bruker Daltonics) y el patron isotdpico experimental obtenido a partir de los
ensayos MALDI del ion molecular del B-caroteno M*= 536,4382, identificado en la fraccion

no polar, utilizando DCTB, relacion M:A 100:1.

Adicionalmente, en la fraccion no polar del extracto de pigmentos fitoplanctonicos,
usando DCTB como matriz de transferencia electronica, se logré identificar compuestos de tipo
clorofila como feofitina a m/z 870,5659 e incluso clorofila a m/z 892,5353 con una baja
abundancia, lo cual corrobora los resultados obtenidos en el andlisis por espectroscopia
ultravioleta visible (Seccién 4,2 y Figura 13) donde, en la fraccién no polar del extracto (A),
el espectro presentd una banda en la region de 650 nm a 700 nm, y se atribuy6 a la absorcion

Q- de las clorofilas, compuestos derivados de la porfirina.

Por otra parte, en el analisis por MALDI-TOF MS de la fraccion polar del extracto

(Figura 22) se pueden observar dos regiones entre m/z 850 a 950 y m/z 600 a 700, las cuales
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corresponden a las clorofilas con sus estructuras intactas y a derivados de las clorofilas,
respectivamente. Ademas, una region entre m/z 400 a 550 que corresponde a las xantofilas, i.e.,
el grupo de carotenoides que poseen uno o mas atomos de oxigeno en su estructura quimica.
En andlisis de esta muestra con la matriz CNFVCH3 se identificaron pigmentos de tipo clorofila.
Adicionalmente, con la matriz CNFVOCH3 se observaron abundantes sefales en la region del
espectro entre m/z 400 a 500, atribuidas a otros compuestos presentes en la fraccion polar
diferentes a moléculas intactas de carotenoides o clorofilas, los cuales muy posiblemente mas
adelante ampliaran esta investigacion. Al utilizar el compuesto DCTB como matriz MALDI, se

obtiene el ion correspondiente a clorofilida a m/z 614,2379, como ion pico de base.

Por otro lado, tal como se puede observar en la Figura 22, el ion m/z 892,5353,
correspondiente a clorofila a se identificoé con todas las matrices utilizadas (CNFVCH3,
CNFVOCH; y DCTB) en la fraccion polar de pigmentos de fitoplancton y, utilizando DCTB
en la fraccion no polar, lo cual es significativo pues la sobrevivencia del ion molecular es
indispensable para el analisis por espectrometria de masas. Sin embargo, los mejores valores
de relacion senal/ruido (S/N) se obtuvieron con las matrices CNFVOCH3; y DCTB como se

muestra en la Figura 25.
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Figura 25. Valores de relacion sefial/ruido (S/N), medidos para el ion molecular
correspondiente a la clorofila a, [M]™= 892,5353, utilizando las matrices ET MALDI

CNFVCHj3, CNFVOCH3 y DCTB, proporciones M:A: 100:1.

El andlisis de los patrones isotopicos (tedricos y experimentales) del ion molecular la
clorofila a (m/z 892,5353) en los espectros con las tres matrices, permiti6 establecer las especies
dominantes en el espectro. En la Figura 26, se muestra la superposicion del patrén isotopico
teorico, calculado a partir del software Compass Isotope Pattern (Bruker Daltonics) y el patron
isotopico experimental obtenido a partir de los ensayos ET MALDI. Se puede observar que
existen dos vias, que dependen de la matriz empleada, para la formacion del ion molecular de
la clorofila a. Por ejemplo, con el CNFVOCH3 como matriz la clorofila a se observa como
molécula protonada [M+H]* en m/z 893,5431, mientras que con DCTB la clorofila a se registra

como cation radical [M]* en m/z 892,5353. Lo cual también ocurre en el analisis LDI MS del
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compuesto CNFVOCH;3 (Véase Anexo 2). Esto puede deberse a que, aunque ambas matrices
MALDI (CNFVOCH;3y DCTB) presentan un hidrogeno acido en su estructura, CNFVOCHj3 se
caracteriza por una estructura quimica mas conjugada con dos atomos de hidrogeno acidos,
comparada con el DCTB. Y debido a que la clorofila a presenta sitios protonables, esto

posibilita la ionizacidn via transferencia protonica.

Patrén isotépico experimental (Matriz: DCTB)

9x10" F Patrén isotopico experimental (Matriz: CNFVOCH;)

6x10" _ i

3x10" _

Patrén isotdpico tedrico

Clorofilaa, Cs5H;,05N,Mg
[M]*: 892,5353

Abundancia

89I2 I 89I4 I 89I6
m/z
Figura 26. Superposicion del patrén isotdpico calculado en el software Compass
Isotope Pattern (Bruker Daltonics) y el patron isotdpico experimental obtenido a partir de los
ensayos ET MALDI para ion molecular de la clorofila a m/z 892,5353, utilizando las matrices

CNFVOCH;y DCTB, a una proporcion 100:1 M:A.

En la Figura 27, se muestra el espectro de masas de la fraccién polar de pigmentos
fitoplanctdnicos, utilizando DCTB como matriz ET MALDI, una relacion M:A 100:1. En la

Tabla 11, se encuentran los pigmentos identificados en la muestra de fitoplancton, utilizando
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las matrices MALDI CNFVCH3, CNFVOCH;3 0 DCTB, en el andlisis de la fraccion no polar,

la fraccion polar.

Cs5Ha405N,Mg HA gy w a9y
_ N . CA, : itid
s Ig §

e Hy;05N,M (¢, \Q‘(\{
,« C3sH;,06N,Mg CssH7,05N,Mg CssHroOsNaMg
\ CssH7,05N,MgNa

", CasHieO5N,
1 IJA . L 055H7005N4M9Na
pt08 500 600 610 620 630 055H7405N4—/ l ?Hnos"facu
3 :"“““: | el Wl S w
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. 1 ]
i i
5x103 - } Cs1HgsOsN, ! H
1 1
“Cabl| !
1 ] !
0 L i T E___l_J___l:_E 'k
400 800 900 1000

Figura 27. Espectros MALDI-TOF MS de la fraccion polar de pigmentos fitoplanctonicos;

utilizando DCTB como matriz ET MALDI, en relacion M:A 100:1.
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Tabla 11.

Pigmentos fitoplanctonicos identificados en la muestraa de fitoplancton de agua fresca, utilizando las matrices ET MALDI

CNFVCH; CNFVOCHs 0 DCTB.

Compuesto, M* Formula s Appm CNFVCH; CNFVOCH: DCTB
Calculada Experimental
Porfirina de cobre CssH7,05N4Cu 931,478 931,452 27 - - +
Clorofila b + Na CssH7006NsMgNa 929,504 929,457 50 - - +
Clorofila b CssH7006NsMg 906,514 906,512 2 - - +
Clorofila a CssH7205NsMg 892,535 892,542 5 + + +
Feofitina a CssH74N4Os 870,565 870,564 1 + + +
Clorofilida b C35sH3oN4OsMg 628,218 628,217 1 + + +
Astaxantina + Na Cs0Hs5204Na 619,380 619,385 14 - - +
Clorofilida a C35H34N4OsMg 614,237 614,238 1 - + +
Feoforbide a C35H36N4Os 592,268 592,301 55 + - +
Anteraxantina Cs0H5603 584,422 584,456 58 - + +
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Diadinoxantina C40H5403 582,470 582,513 73 +
Fenicoxantina C40Hs5203 580,392 580,375 28 +
Zeaxantina C40Hs602 568,428 568,421 12 +
7,8-Dihidroluteina B Cs0Hs902 571,251 571,247 7 +
Diatoxantina C40Hs5402 566,412 566,458 81 +
Criptoxantina C40Hs57,0 553,440 553,431 16 +

92



BIOMARCADORES QUIMIOTAXONOMICOS EN FITOPLANCTON

De acuerdo con la informacion de la Tabla 11, con la matriz ET MALDI DCTB
se logré identificar mayor nimero de pigmentos presentes en el fitoplancton de la muestra
de agua fresca. Aun asi, DCTB es una matriz que, como se ha reportado anteriormente,
puede reaccionar con los analitos. Ademas, presenta un espectro con background alto y
con formacién de clusters (Véase Anexo 2), lo que dificulta la identificacion de
compuestos en masas bajas, como los presentes en esta mezcla compleja. DCTB presenta
potencial de ionizacion (PI) alto, baja estabilidad en el vacio y baja presion de vapor,
propiedades que posiblemente beneficiaron la desorcidén/ionizacion de los pigmentos
fitoplancténicos, los cuales son en su mayoria compuestos labiles que se degradan

facilmente.

Utilizando la matriz DCTB, se midieron los descriptores analiticos abundancia de
iones, relacion sefial/ruido (S/N) y resolucion para el ion molecular de la clorofila a m/z

892,5353 a diferentes valores de energia del laser y se construyeron las graficas mostradas

en la Figura 28.
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Figura 28. Descriptores analiticos medidos para el ion molecular de la clorofila a m/z
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892,5353 de la fraccion polar del extracto de fitoplancton, a diferentes valores de energia

del laser, utilizando DCTB como matriz ET MALDI y una proporcion M:A 100:1.

Tipicamente, los espectros MALDI con baja fragmentacion deben ser tomados a
energias de incidencia del laser ligeramente superiores al umbral de formacion de los iones
(Gross, 2004). De acuerdo con las mediciones mostradas en la Figura 28, se establecio
una energia del laser de 2 pJ, como valor de energia adecuado para la toma de los espectros
MALDI. A continuaciéon (Véase Figura 29), se muestran los principales pigmentos

identificados en la muestra de fitoplancton de agua fresca.
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/

Clorofila a Clorofila b Feoforbide a

Diadinoxantina

Figura 29. Estructura quimica de los principales pigmentos fitoplanctonicos
identificados en la muestra de agua fresca por espectrometria de masas MALDI, utilizando

las matrices CNFVCH3, CNFVOCH;y DCTB.
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Adicionalmente, en los analisis por MALDI MS se encontraron iones metaestables
(Véase Figura 30), los cuales se originan en el trayecto entre la cAmara de ionizacion y el
detector, lo que se registra es un ion de una masa aparente, que no es la del ion inicial.
Estos iones, suelen detectarse como sefiales anchas en el espectro lo que permite
rapidamente su identificacion y como se dijo anteriormente, la masa medida (aparente) es

menor comparada con la de los iones que dieron origen a su aparicion.

5x103 |

4x103 _|

Abundancia

2x103 |

i i m D, e " "

T T T T T
650 660 670 680 690 700 710
m/z

Figura 30. Acercamiento a las sefales de iones metaestables en el rango m/z 650
a 715 del espectro de masas MALDI TOF, de la fraccion polar de pigmentos

fitoplanctonicos de agua fresca, utilizando la matriz ET MALDI DCTB.

La formacion de iones metaestables en el analisis de carotenoides y clorofilas ha
sido reportado en un numero considerable de articulos cientificos en el pasado. De esta
manera, Baldas, J.; Porter,Q. (Cholnoky, Szabolcs, & Weedon, 1966), reportan una sefial
tipica M-80 debido a la pérdida de CsHs, estas diferencias fueron corroboradas con analisis
de alta resolucion y observacion de los iones metaestables presentes. Por otra parte,
autores como Brown, R.; Wilkins, C. (Brown & Wilkins, 1986), sugieren que el

comportamiento metaestable de los iones derivados de la clorofila, pueden deberse al
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exceso de energia suministrada en el proceso de la desorcion, el tiempos que tarde la
ionizacion comparado con la velocidad del analizador TOF o la selectividad del analisis.
Otro parametro que influye en la formacidon de iones metaestables es el tiempo de
extraccion de los iones, el cual posiblemente permite que se produzcan descomposiciones
metaestables antes del andlisis, una probable estructura para el ion m/z 673 (Véase Figura

30) es [M+2K-H-(fitol-H)-H>O]" (Tabet, Jablonski, & Cotter, 1985).

Con base en los resultados expuestos anteriormente, se propone realizar el analisis
de pigmentos por MALDI-TOF MS mezclando en proporciones 1:1 cada una de las
fracciones (polar y no polar), para enriquecer la muestra en carotenoides, pues
inicialmente (como se mostro en el analisis del extracto crudo) no se logra identificar el
ion correspondiente a caroteno. Ademads, se propone utilizar DCTB como matriz de
transferencia electronica en una proporcion M:A 100:1 y una energia de incidencia del

laser de 2 pJ.

4.5 Correlacion entre los resultados obtenidos por espectrometria de masas
MALDI TOF y HPLC de clorofilas y carotenoides presentes en los extractos de

fitoplancton de agua fresca

La Tabla 12 combina toda la informacion recopilada (analisis microscdpico,
HPLC, MALDI) hasta este punto sobre los pigmentos presentes en la muestra de

fitoplancton.

Tabla 12.

Comparacion entre los pigmentos identificados andlisis via HPLC y MALDI TOF

MS.
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Pigmento Formula MS MALDI
molecular TOF

Clorofila b + Na CssH700sNsMgNa +
Clorofila b CssH7006NsMg +
Neoxantina C40Hs5604 +
Clorofila a CssH720s5NsMg +
Feofitina a CssH74N4Os +
Clorofilida b Cs35H32N4OsMg +
Astaxantina + Na Cs40Hs204Na +
Clorofilida a C35H34N4OsMg +
Feoforbide a C35H36N4Os +
Anteraxantina C40Hs603 +
Diadinoxantina C40Hs403 +
Diatoxantina C40Hs402 -
Fenicoxantina C40Hs5203 +
Zeaxantina C40Hs560: +
7,8- C40H5002 +
Dihidroluteina B

Diatoxantina C40H540: +
Criptoxantina C40H570 +
-Caroteno Ca0Hse +
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El andlisis por espectrometria de masas MALDI TOF, con matrices de
transferencia electronica, permite identificar un mayor numero de pigmentos
fitoplanctonicos en comparacion con los resultados de HPLC utilizando una metodologia
estandar reportada en la literatura (Seccion 4,3). Por esta razén, se procedio a realizar
analisis MALDI MS en fracciones recolectadas de la eluciéon por HPLC con el fin de

determinar la posible co-elucion de algunos compuestos.

Se recolectaron fracciones de diferentes tiempos de retencion del cromatograma
HPLC. En dichas fracciones, los pigmentos se encontraban disueltos en la fase movil
usada para el analisis cromatografico (Fase mévil A: H>O y, fase movil B: MeOH), por lo
que las fracciones se secaron bajo corriente de Ar a temperatura ambiente, para evitar la
posible descomposicion de las muestras. Una vez obtenida la muestra libre de metanol, se
redisolvio en THF a una concentracion ca., 5 mM y se analizo por espectrometria de masas

MALDI TOF, utilizando DCTB como matriz en relacion M:A 100:1. En la Figura 31 se
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muestra el cromatograma HPLC con cada una de las fracciones de tiempos de retencion

analizadas por MALDI MS.
1.0— 2
0.8—
8
2 06—
E
2 04— 6
<
0.2—
_:jﬁ4 5 7 lf< 9
0.0— ——

A\ T T T

T
0 10 20 30 40
Tiempo de retencion (min)

CuoHgeOs
CioHag0s4

CugHs:ONH,

N e cateoiil

CasH3,O5N;M )
' e
oWl

m

C1oH5:0 \c4oHs403
| \ (/ CuoH5204
580

540 l 560 600 620 640 600L 650 700 750 800
m/z m/z

Figura 31. Espectros ET MALDI TOF MS de las fracciones de pigmentos
colectados del cromatograma HPLC del extracto de pigmentos fitoplanctonicos de agua

fresca.

Como se observa en la Figura 31 en el cromatograma solo se lograron identificar
tres compuestos con tiempos de retencion entre dos 2 y 4 min, la neoxantina,
diadinoxantina y anteraxantina. Sin embargo, cuando se colecta esta fraccion y se analiza
por MALDI se observan siete sefiales identificadas tentativamente como neoxantina
(C40Hs604), diadinoxantina (C40Hs403) y anteraxantina (CsHs60O3), ademas de
compuestos con formulas moleculares C40Hs40, C40Ha304, C40Hs5204 y C35sH2sN4OsMg.
Por otra parte, en el andlisis MALDI TOF de la segunda fraccion recolectada entre el
minuto 13 y el minuto 15 de la corrida cromatografica, se identifico clorofila a m/z

892,5353, que efectivamente se asigno en el andlisis por HPLC. Sin embargo, en el

100
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espectro de masas de esta fraccion se observo adicionalmente la presencia de clorofilida
a, m/z 614,2376. Lo cual indica que la clorofila a se descompuso probablemente durante
el proceso de aislamiento y secado de la fraccion o durante el analisis MALDI. Cabe
aclarar que el tiempo de retencion (tr) de clorofilida a, Cs3sH34N4OsMg, es menor,
comparado con clorofila a, CssH72N4OsMg, debido precisamente a que la perdida de la
cadena hidrofobica de fitol por parte de la clorofila a, lo que ocasiona que la clorofilida a,
sea ligeramente mas polar. Lo anterior, descarta la co-eluciéon de ambos pigmentos e

indica la poca estabilidad de la clorofila a durante el proceso de aislamiento y secado.

Una vez establecidas las condiciones de andlisis de las muestras de pigmentos
fitoplanctonicos aislados de muestras de agua dulce, se procedi6 a realizar el analisis en

muestras de agua de mar.

4.6 Analisis por espectrometria de masas MALDI TOF de los pigmentos

presentes en el extracto fitoplanctonico de agua de mar

En esta seccion se reporta el andlisis de una muestra de fitoplancton marino
recolectada en el Caribe colombiano, como se describe en la Seccion 3,2 de la
metodologia. Una alicuota de la muestra fue tomada para realizar el analisis taxondmico
por microscopia. Los resultados de estos analisis fueron suministrados por el profesor
Andrés Franco Herrera del Departamento de Ciencias Biologicas y Ambientales de la
Universidad Jorge Tadeo Lozano, Santa Marta, Magdalena, Colombia (Tablas Sy 6, y
Figura 12). La muestra de agua analizada presentaba aproximadamente 140 células de

fitoplancton/L; considerando que el volumen utilizado para el analisis MALDI fue de 100

101



BIOMARCADORES QUIMIOTAXONOMICOS EN FITOPLANCTON

mL los resultados que se obtuvieron, y se discuten a continuacion, corresponden a los
pigmentos contenidos en aproximadamente 15 células. El extracto de pigmentos
fitoplanctonicos de la muestra de agua de mar, se obtuvo empleando las condiciones
experimentales derivadas del disefio experimental (Seccion 4,2). Se estudio la mezcla de
la fraccion polar y la fraccion no polar del extracto de pigmentos fitoplanctonicos por
espectrometria de masas MALDI TOF utilizando DCTB como matriz de transferencia
electronica. La identificacion de los compuestos se realizo a partir de las masas exactas
calculadas usando el software de datos flexAnalysis 3.3 y la exactitud de las masas Appm

(Véase Ecuacion 3).

En la Figura 32 se muestran el espectro de masas MALDI TOF para la mezcla de
la fraccion polar y la fraccion no polar del extracto de pigmentos fitoplanctonicos de la
muestra de agua de mar, utilizando DCTB como matriz ET MALDI, y una relacion M:A

100:1.
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Figura 32. Espectro MALDI-TOF MS de la mezcla de la fraccion polar y no polar
del extracto de pigmentos fitoplanctonicos presentes en la muestra de agua de mar,

utilizando DCTB como matriz ET MALDI, relacion M:A 100:1.

Como se puede observar en la Figura 32, en el analisis MALDI de la mezcla de la
fraccion polar y no polar de la muestra de agua de mar, se identificaron pigmentos del tipo
clorofila, como clorofila a m/z 892,5353, clorofila b m/z 906,5145, clorofila d m/z
Cs4H7006NsMg vy sus derivados feofitina a m/z 870,565. Asi mismo, también se logro
identificar carotenoides de tipo xantofila como alloxantina m/z 564,8542, crocoxantina
m/z 550,4172, diatoxantina m/z 478,6466, y el carotenoide -caroteno m/z 536,8882. La
Tabla 13 muestra la informacion detallada de los pigmentos identificados por MS MALDI
TOF utilizando la matriz ET MALDI DCTB, del andlisis de la mezcla de la fraccion polar

y la fraccién no polar.
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Tabla 13.

Pigmentos fitoplanctonicos identificados en una muestra de fitoplancton de agua

de mar, utilizando la matriz ET MALDI DCTB.

Masas
Compuesto Formula Appm

Calculada Experimental
Diatoxantina C31H4204 478,646 478,625 43
-Caroteno CaoHse 536,888 536,879 16
Fitoeno CaoHea 544,912 544,917 9
Crocoxantina C40Hs540 550,417 550,466 89
Alloxantina Ca0H5202 564,854 564,856 3
Feofitina a CssH74N4Os 870,565 870,570 6
Clorofila a CssH72N4OsMg 892,535 892,534 2
Clorofila b CssH70N4OsMg 906,514 906,517 3
Clorofila d + CsaH70N4OsMgK 8
K 933,478 933,471

La identificacion de pigmentos de tipo clorofila y carotenoide, en 100 mL de una
muestra de agua de mar, permite afirmar que la espectrometria de masas MALDI TOF

tiene la capacidad no solo de reducir el tiempo de analisis de este tipo de muestras, sino
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también de incrementar el nimero de especies detectadas. Los pigmentos identificados en
la muestra de fitoplancton de agua de mar, se pueden relacionar con ayuda de las tablas
reportadas por Jeffrey et al. (Jeffrey et al., 1997), con las clases de microorganismos que

se muestran a continuacion (Véase Tabla 14)

Tabla 14.

Pigmentos especificos y representativos presentes en la muestra de agua de mar,
relacionados con los diferentes grupos de fitoplancton (tomado y modificado de Jeffrey

et al. (Jeffrey et al., 1997)).

Pigmentos
Division algal/Clase

Clorofilas

Clorofila a Cianobacterias, Proclorofitas, Rhodofita, Criptofita,
Chlorophyceae, Prasinophyceae, Euglenofita,
Eustigmatofita, Bacillariophyta, Dinofita,
Prymnesiophyceae, Chrysophyceae, Raphidophyceae

Clorofila b Proclorofitas, Chlorophyceae, Prasinophyceae, Euglenofita,
Dinofita

Clorofila d -

Carotenos
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Tabla 14.

Continuacion

-Caroteno Cianobacterias, Proclorofitas, Chlorophyceae,
Prasinophyceae, Euglenofita, Eustigmatofita,
Bacillariophyta, Dinofita, Prymnesiophyceae,
Chrysophyceae, Raphidophyceae

Xantofilas

Alloxantina Criptofita

Crocoxantina Criptofita

Diatoxantina Euglenofita, Bacillariophyta, Dinofita, Prymnesiophyceae,

Chlorophyceae, Raphidophyceae

Tal como se puede observar en la Tabla 14, los pigmentos identificados en la muestra de

agua de mar se pueden relaciona con la presencia de microorganismos de los grupos

Dinofita, Bacillariophyta lo cual confirma parte de la identificacion taxondémica realizada.

De acuerdo con las tablas reportadas por Jeffrey et al. (Jeffrey et al., 1997), los

compuestos alloxantina y crocoxantina, son especificos para los microorganismos que

pertenen a la clase criptofita. Los microorganismos que hacen parte de esta clase algal son

generalmente unicelulares, flageladas. Las criptofitas conforman un reducido grupo algal

de unas 200 especies que habitan normalmente en aguas marinas y continentales, lo cual

concuerda con la procedencia de la muestra de agua analizadas.
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Entre los pigmentos reportados en la literatura, presentes en las especies de la clase
criptofitas, se encuentran principalmente clorofila a, clorofila b, a-caroteno, f3-caroteno y
las xantofilas diatoxantina y alloxantina. Estos pigmentos fueron identificados por
espectrometria de masas MALDI TOF en la muestra de agua de mar. Lo anterior
demuestra que MS MALDI, utilizando matrices de transferencia electronica como DCTB,
CNFVCH; o CNFVOCH3, es una técnica analitica que puede proporcionar informacion
acerca de la caracterizacion molecular de estos pigmentos fitoplanctonicos de una manera

rapida, sin una separacion cromatografica previa.

5. Conclusiones

El analisis de la mezcla completa de pigmentos presentes en los microorganismos
fitoplanctonicos, no es una tarea analitica sencilla, debido precisamente a la presencia
muchos otros compuestos en los extractos. En este trabajo se reportan las condiciones
adecuadas de extraccion y andlisis de pigmentos fitoplanctonicos obtenidos a partir de
muestra de agua fresca o de agua de mar, por espectrometria de masas MALDI TOF,
utilizando matrices de transferencia electronica. Los resultados del proyecto fueron
comparados con resultados de metodologias estandar, como el analisis taxonémico de las
especies de microorganismos presentes en la muestra y el andlisis por cromatografia

liquida (HPLC).

En el andlisis por espectroscopia UV-Vis del extracto de pigmentos
fitoplanctdnicos se observaron las sefiales tipicas del espectro de absorcion de derivados

de clorofilas (400-800 nm) y carotenoides (400-500 nm). El analisis por HPLC permitio
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cuantificar cada uno de los pigmentos fitoplanctonicos identificados en la muestra de
agua, relacionando la concentracion pigmentaria se puede obtener una estimado del estado
del ecosistema. El analisis ET MALDI de los extractos mostrd principalmente sefales

correspondientes a cationes radicales de pigmentos de tipo clorofila y carotenoide.

Utilizando las matrices de transferencia electronica DCTB, CNFVCH; vy
CNFVOCH; se logro observar sefiales relacionadas a iones moleculares de clorofilas
intactos. Por otro lado, CNPVOCH; y CNFVCH3; fueron las matrices con las que se
obtuvo un espectro MS limpio, importante para la asignacion de sefiales con valores m/z
bajos. Sin embargo, los carotenos [-caroteno y a-caroteno, solo fueron identificados en

los ensayos MALDI utilizando la matriz comercial DCTB.

La aplicacion de espectrometria de masas MALDI en este tipo de muestras,
permite un analisis rapido y sencillo de estos importantes biomarcadores del estado de los
ecosistemas acuaticos, obteniendo rendimientos analiticos altos, importantes para la toma

de decisiones acerca de estos ecosistemas.

6. Recomendaciones

Realizar las mediciones de los pigmentos fitoplanctonicos a diferentes
profundidades de la columna de agua, de esta manera se espera conocer como varia este

ecosistema en funcion de los pigmentos i.e., en funcion de los microorganismos presentes.
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Continuar la busqueda de una matriz MALDI que permita obtener un espectro de masas
con menor numero de interferencias para realizar el andlisis de los pigmentos

fitoplanctonicos en un solo paso.

Utilizar el sofiware ChemTax para el modelamiento de los resultados obtenidos a
partir del analisis por HPLC, lo cual permitiria conocer la variabilidad poblacional de los

microorganismos presentes en la muestra de agua.

Realizar mediciones por espectrometria de masas de alta resolucion, y asi
corroborar la identificacion de los pigmentos reportados en este documento y dar paso a
la creacion de una base de datos con el analisis pigmentario de diferentes microorganismos

fitoplancténicos.
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Apéndices

Apéndice 1. Cuantificacion HPLC

Cuantificacion de los pigmentos fitoplanctonicos identificados en la muestra de
agua fresca

Curvas de calibracion para algunos de los pigmentos identificados en la muestra
de agua, realizando la cuantificacién por el método del estandar externo.

Compuesto Concentracion .
Area, cuentas
pg/L
Clorcfila a 30 5683
50 10201
100 18327
200 37560
Clorofila b 30 25128
50 41787
100 83928
200 142033
p-Caroteno 30 32601
50 60326
100 104526
200 201753
Diadinoxantina 30 88258
50 140254
100 257362
200 504349
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Curva de calibracién para la clorofila a.
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Curva de calibracién para la clorofila b.

160000
140000

120000
100000

80000
60000
40000
20000

0

7y = 683,2x + 8314,9
¢ R? = 0,9907

0 50 100 150 200 250
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Curva de calibracion para el B-caroteno.

250000

200000

150000

100000 y = 975,32 + 7146,5

2 _
50000 R“=0,9979

0
0 50 100 150 200 250

Curva de calibracién para la diadinoxantina.

600000
500000
400000

300000
200000

100000

0
0 100 200 300

y = 2439x + 15848
R?=0,9999
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Apéndice 2. Espectros de masas LDI de las matrices utilizadas durante los
ensayos por espectrometria de masas MALDI TOF

Espectros experimentales LDI de las matrices utilizadas en los ensayos MALDI.

6x10% CNFVOCH;
5x10°%— H;CO’
3_. Chemical Formula: Cy5HzoN20,
4x10 ] 392,1520 Exact Mass: 392,15248
31 03_. 385 390 395 400 405 410
2x10%+
1x10°%—
0
© 1 200 400 600 800
e 5x103
g ] 360,1624
© 4x103%
.g 3x103- 350 355 360 : 365 370 375 ’;‘;C
g , g Chemical Formula: CgHyoN2
< 2x10 § Exact Mass: 360,16265
1x103~
0 T : T T T J NC CN
51 200 400 600 800 1000 |
5x10 —- H,C
4x105—+ |
] L1
3x10° ] 240 245 250 255 260 265 270 DCTB
2x105 vBut ) o
] trans-2-[3-(4-tert-Butylphenyl)-2-methyl-2-propenylidene]malononitrile
1x1054 250,1456 Chemical Formula: C47H4gN,
. L I. ) | Exact Mass: 250,14599
0 L
200 400 600 800 1000

m/z
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Apéndice 2. Continuacion

A continuacion, se muestran los espectros de masas MALDI TOF del extracto

con

las matrices evaluadas en esta investigacion,
Matriz:Analito.

a diferentes proporciones

Espectros MALDI de los extractos de fitoplancton del lago de la UIS con las

matrices MALDI CNFVCHs, CNFVOCH3 y DCTB, a diferentes proporciones A:M.

Abundancia

NC._CN
CN CHs OCH; ]
X HaC.
3 ]
Sk
cN eN
e CNFVCH, HiCo CNFVOCH, Bt DCTB
Chemical Formula: CagHzoN Chemical Formula: CgH2oN;0;
Exact Mass: 360,16265 1o Exact Mass: 392,15248 Chemical Formula: Cy7H;gN,
4x10° 1 X 2105 Exact Mass: 250,14599
310° 1:1 3x103 1:1 15x104- 141
2x10° 2103 10x104
1x10° \ 1x103 5x104
0 - . L T A
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 sy 20 30 400 500 60 700 00 60 1000 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
ax10® m/z x miz 2x104 miz
3x10%] 3x103 1x104
1:10 1:10 1:10
210° 2103 9x103
1x10%7 ‘ 1x103 l 5x103
0 ol 0 i il l L 0 N I L Ll
oxtoa( 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 .7 260 360 400 500 600 700 800 960 1000 200 300, 400 500 600 700 800 900 1000
o mz x iz 4x103 miz
3x103 3x103 2x10%
3 ) 3
2x10 1:100 210 1:100 310 1:100
1x103 1x103| \ 1x10:
o Ll AN \ | | i lx an
200 300 400 500 600 700 800 900 1000 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

m/z

m/z

m/z
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