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DESCRIPCION
Método de deteccién de moléculas bioactivas en una muestra liquida
Campo de la invencion
La presente invencién se refiere a métodos de deteccién de moléculas bioactivas en una muestra liquida.
Antecedentes de la invencion

A escala mundial, la contaminacion patégena del agua potable representa el riesgo mas significativo para los seres
humanos. Sin embargo, los riesgos significativos para la salud humana también pueden ser el resultado de la
exposicidon a contaminantes quimicos toxicos no patdégenos que estan siempre presentes en las aguas de las que
deriva el agua potable. La contaminaciéon quimica de las corrientes y fuentes de agua se ha convertido en un
problema importante ya que muchos de los compuestos quimicos que ponen en riesgo la salud de los ecosistemas
acuaticos tienen la posibilidad de poner en peligro la salud humana.

En la publicacion internacional N.2 WO 2004/046717 A1, se describieron biosensores y bioensayos basados en la
fotosintesis para detectar moléculas toxicas en liquidos y métodos vy kits para su uso.

Es sabido que la inhibicién de la fotosintesis por diferentes contaminantes (inhibidores) puede cambiar el estado
fisiolégicos de las plantas (Papageorgiou, 1975; Govindjee, 1995; Krause G.H. y Weis E. 1991). Por tanto, los
parametros bioquimicos vegetales ligados a la fotosintesis, como la formacién de ATP, la fijacion de CO. y la
evolucion del O, se han utilizado en el pasado como indicadores de toxicidad inducida por contaminantes (Samson
y Popovic, 1990; Pascal y Popovic, 1993; Laberge y col., 1999; Rouillon y col., 2000). La complejidad de estos
métodos y el tiempo necesario para obtener resultados con ellos los hacen, en cambio, poco convenientes como
herramientas en toxicologia ambiental.

El uso de algas fotosintéticas en lugar de tilacoides permite la deteccién de moléculas bioactivas que actian sobre
procesos metabdlicos distintos a la fotosintesis que pueden medirse indirectamente a través de la actividad
fotosintética (organofosforados, antibiéticos, aminas, etc.).

Los métodos de la técnica previa usando algas para detectar contaminantes requerian hasta 7 dias de incubacién.
En la presente invencion se hace referencia a varios documentos.
Sumario de la invencion

La presente invencion utliza de forma ventajosa microorganismos completos como algas unicelulares y
cianobacterias. En realizaciones especificas, permiten la deteccién de contaminantes antes de un maximo de 60
minutos de incubacién con o sin adyuvantes.

Los adyuvantes pueden modificar la carga de las moléculas bioactivas, la permeabilidad de la membrana, el estado
fisiolégico del alga y/o determinados procesos metabolicos diferentes que afectan directa o indirectamente a la
fotosintesis. Por ejemplo, el pH modifica la carga de las moléculas bioactivas, la temperatura afecta a la
permeabilidad celular, la exposicion a la luz o a la oscuridad durante la incubacién afecta al estado fisiologico del
alga, la adicion de moléculas organicas (como atrazina o tetraciclina) y/o moléculas inorganicas (como iones
metalicos) en los medios de reaccién afecta al metabolismo del alga y el uso de la menor concentracién de alga
posible optimiza la sensibilidad del ensayo. Los adyuvantes se comportan de forma diferente dependiendo de la
especie de alga utilizada. En concreto, la composicién de las membranas y las paredes celulares varia con el tipo de
microorganismo utilizado y esta variacion confiere a estos microorganismos una especificidad y/o sensibilidad
mayores a determinadas moléculas bioactivas.

Muchas moléculas bioactivas como los COP (contaminantes organicos persistentes), insecticidas y antibioticos, no
afectan directamente al proceso de fotosintesis o lo hacen directamente pero con mayor dificultad debido a que no
pueden atravesar facilmente la pared y la membrana celular. En las algas y en otros microorganismos, las moléculas
bioactivas interfieren con otros procesos metabdlicos celulares como el crecimiento y el ciclo celular, movilidad,
respiracion, captacion de nutrientes y sintesis de acidos nucleicos y proteinas. El solicitante determiné que esta
interferencia con otros procesos metabdlicos celulares también tiene un efecto inhibidor, aunque indirecto, sobre la
actividad fotosintética. Seleccionando la especie de alga mas sensible, modificando la permeabilidad de la pared
celular (para metales bioactivos, por ejemplo) y la membrana celular (modificando el pH, la temperatura o los iones,
usando compuestos quimicos conocidos como permeantes de la membrana celular ), podra enfatizarse y/o
acelerarse el estado fisiolégico del alga por las condiciones de luz y oscuridad, el efecto (directo o indirecto) de
moléculas bioactivas sobre la actividad fotosintética.

Mas especificamente, segun la presente invencién, se proporciona un método de deteccion de la presencia de
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moléculas bioactivas en una muestra liquida, que comprende poner en contacto una solucion de un microorganismo
seleccionado a partir del grupo compuesto por un alga unicelular y una cianobacteria con la muestra Iiguida de modo
que se obtenga una formulaciéon que tenga una concentraciéon de microorganismos de 200.000-1 x 10° células/ml de
muestra liquida; incubar la formulacién durante 10 a 120 minutos a pH de 7 a 12 y una temperatura entre 18 y 35°C
con luz ambiente seguido de incubacién con luz verde o en oscuridad y medir la fluorescencia emitida por la
formulacion, de modo que una fluorescencia emitida por la muestra sea menor que la de la muestra control es una
indicacion de que la muestra contiene una molécula bioactiva.

En una realizacion especifica, la incubacion con luz verde o en oscuridad tiene una duracién de aproximadamente 5
a aproximadamente 35 minutos. En una realizacion especifica, la incubacion con luz verde o en oscuridad tiene una
duracién de aproximadamente 15 minutos. En otra realizacion especifica, el pH de incubacion esta entre
aproximadamente 4 y 12. En otra realizacion especifica, el pH de incubacion esta entre aproximadamente 11 y 12.
En ofra realizacion especifica, la solucion del microorganismo se activd con luz ambiente antes de la fase de
incubacién. En otra realizacion especifica, la formulacién ademas comprende un aditivo. En otra realizacién
especifica, el aditivo es cadmio. En otra realizacion especifica, el aditivo es H>O. En otra realizacién especifica, el
aditivo es cobre. En ofra realizacion especifico, los aditivos son cadmio y cobre.

En otra realizacion especifica, el microorganismo es una Chlorophyceae. En otra realizacién especifica, el
microorganismo es una Chlorophyceae de agua dulce. En otra realizacién especifica, el microorganismo es Chlorella
vulgaris. En otra realizacion especifica, la temperatura de incubacion es de aproximadamente 35°C. En otra
realizacién especifica, la solucién del microorganismo se activd con luz ambiente durante al menos 90 minutos antes
de la fase de incubacién. En otra realizacion especifica, la concentracién celular de microorganismo esta entre
aproximadamente 2,5 x 10° y 5 x 10° células/ml de solucidn acuosa. En otra realizacion especifica, la concentracion
celular de microorganismo es de aproximadamente 2,5 x 10° células/ml de solucion acuosa. En otra realizacion
especifica, la molécula bioactiva se selecciona entre el grupo compuesto por atrazina, diurdn, glifosato, clorpirifés,
cobre, plomo, cadmio, mercurio, cianuros, tetraciclina, cinc, niquel y nitrdgeno amoniacal.

En otra realizaciéon especifica, el microorganismo es Ankistrodesmus falcatus. En otra realizacion especifica, el
microorganismo es Monoraphidium arcuatum. En otra realizacion especifica, el microorganismo es Scenedesmus
quadricauda. En ofra realizacién especifica, el microorganismo es Desmosdesmus subspicatus. En otra realizacion
especifica, el microorganismo es Scenedesmus subpicatus En otra realizacién especifica, el microorganismo es
Scenedesmus obliquus. En otra realizacion especifica, el microorganismo es Pseudokirchneriella subspicata. En otra
realizacién especifica, el microorganismo es Chlamydomonas reinhardltii.

En otra realizacién especifica, el microorganismo es una Chlorophyceae marina. En otra realizacion especifica, el
microorganismo es Dunaliella tertiolecta. En otra realizacion especifica, la concentracion celular de Dunaliella
tertiolecta estd entre aproximadamente 200.000 y 350.000 células/ml de solucion acuosa. En otra realizacion
especifica, la solucion de Dunaliella tertiolecta se activé con luz ambiente durante al menos 45 minutos antes de la
fase de incubacion. En otra realizacion especifica, la molécula bioactiva se selecciona entre el grupo compuesto por
atrazina, diurdn, glifosato, malatién, clorpirifés, progesterona y dicrotofés.

En otra realizacion especifica, el microorganismo es una cianobacteria. En otra realizacién especifica, la
cianobacteria es Anabaena sp. En otra realizacién especifica, la solucion de cianobacterias se activd con luz
ambiente durante al menos 60 minutos antes de la fase de incubacién. En otra realizacion especifica, el
microorganismo es Nostoc commune. En otra realizacién especifica, el microorganismo es Phaeodactylum
tricornutum. En otra realizacién especifica, el microorganismo es Nitzschia closterium. En otra realizacion especifica,
el microorganismo es Lasallia pustulata. En otra realizacién especifica, el microorganismo es Zostera capricorni.

Definiciones:
Un «pH basico» se define en este documento como un pH de 7,8 o superior.

Una «molécula bioactiva» se define en este documento como una molécula que afecta (activando o inhibiendo)
directa (p. €j., atrazina) o indirectamente la actividad fotosintética de algas y cianobacterias. Sin estar demasiado
limitadas, estas moléculas incluyen antibiéticos como tetraciclina, hormonas como progesterona, pesticidas como
triazinas, urea, organofosforados y carbamatos, iones metalicos como cadmio, cobre, cromo, cinc, plomo, mercurio,
etc.; analgésicos como acido acetilsalicilico, antidepresivos como paroxetina, estimulantes como nicotina y cafeina y
otros farmacos.

Una «concentracién celular inicial» se define en este documento como la concentraciéon de células en la muestra
previa a cualquier tratamiento.

Como se usa en este documento, el término «temperatura ambiente» se refiere a una temperatura de entre
aproximadamente 18 a aproximadamente 25° centigrados.

Segun se usa en este documento, el término «aditivo» se refiere a una sustancia o mezcla de sustancias que
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pueden usarse de acuerdo con realizaciones especificas de la presente invencién por su capacidad para inhibir
determinados procesos metabdlicos de microorganismos como algas y cianobacterias cuya inhibicion afecta/inhibe
directa o indirectamente la actividad fotosintética del microorganismo. En la presente invencién se usa un aditivo
para aumentar la detectabilidad de moléculas bioactivas en los ensayos de la presente invencion. Sin estar
demasiado limitado, estos aditivos incluyen cobre, cadmio, clorpirifés, fenilureas, triazina, niquel, cromo, H2O2 o una
combinacion de los mismos.

Segun se usa en este documento, el término «alga unicelular» incluye, sin estar demasiado limitadas, las especies
Desmosdesmus subspicatus, Ankistrodesmus falcatus, Chlorella vulgaris, Monoraphidium arcuatum, Scenedesmus
quadricauda, Scenedesmus subpicatus, Pseudokirchneriella subspicata, Dunaliella tertiolecta, Phaeodactylum
tricornutum, Scenedesmus obliquus, Chlamydomonas reinhardtii, Lasallia pustulata, Zostera capricorni 'y Nitzschia
closterium.

Segun se usa en este documento, el término «cianobacteria» se refiere a Cyanophyceae incluyendo las del orden
Ocillatoriales, incluyendo la Spirulina e incluyendo aquellas del orden Nostocales, incluyendo el género Anabaena 'y
el género Nostoc commune.

Segun se usa en este documento, el término «luz ambiente» se refiere a cualquier luz del dia o artificial como la que
produce una lampara fluorescente o una lampara incandescente. Una temperatura excesiva podria matar al alga o a
la cianobacteria. Por tanto, Chlorella vulgaris puede crecer 6ptimamente a una temperatura de hasta 30°C, mientras
que Dunaliella tertiolecta y Anabaena sp. pueden crecer éptimamente a una temperatura de hasta 25°C. Por
consiguiente, la luz es de forma ventajosa fluorescente (que no produce calor) o controlable para evitar el
calentamiento excesivo. Una temperatura mas baja que la 6ptima simplemente ralentiza el crecimiento. Ademas, la
luminosidad afecta al crecimiento del alga y de la cianobacteria. Por tanto, las algas verdes crecen de forma
ventajosa con una luminosidad de hasta 3.500 luxes, mientras que Anabaena tolera una luminosidad de hasta
aproximadamente 1.000 luxes. No obstante, no se considera que la luminosidad afecte a la incubacién.

Aunque el medio de cultivo utilizado en los ejemplos de este documento es BBM, f/2 y BG11, puede usarse
cualquier de los distintos medios de cultivo apropiados para el cultivo de algas unicelulares y cianobacterias de los
métodos de la presente invencion. En particular, puede usarse cualquier medio de cultivo recomendado por
cualquier autoridad pertinente como el University of Toronto Cell Culture (UTCC), el Global Bioresource Center en la
ATCC, la Culture Collection of Algae and Protozoa (CCAP) en Escocia y la Culture Collection of Algae de la
Universidad de Texas en Austin (UTEX).

Aunque la estabilizacion de microorganismos Utiles en la presente invencidn es una ventaja para el almacenamiento
y la venta, no es necesaria per se en los ensayos de la presente invencion. De hecho, como puede verse a
continuacion en los ejemplos, los microorganismos no estabilizados producen resultados Utiles de acuerdo con la
presente invencion.

Una «muestra» se define en este documento como cualquier liquido que contiene moléculas toxicas. Sin estar
demasiado limitado, incluye aguas superficiales, aguas subterraneas, aguas pluviales, aguas freaticas, agua potable,
aguas residuales de agricultura, aguas residuales industriales (pulpa y papel, agua residuales municipales, lixiviado
de vertederos, industria textil, petroquimica, quimica, mineria, etc.) agua extraida a partir de alimentos, lodos,
sedimentos y escoria.

La terminologia «téxica» y «toxicidad» se refiere en este documento a la propiedad de una sustancia que le permite
alterar (inhibir o potenciar) en parte o por completo la eficiencia fotosintética de algas y cianobacterias unicelulares.

Otros objetos, ventajas y caracteristicas de la presente invencién serdn mas aparentes tras la lectura de la siguiente
descripcion no restrictiva de realizaciones especificas de la misma, proporcionada a modo de ejemplo solo en
referencia a los dibujos que la acompanan.

Breve descripcion de los dibujos

En los dibujos adjuntos:

la figura 1 demuestra la estabilidad de Chlorella vulgaris a 4° C;

la figura 2 demuestra la estabilidad de Chlorella vulgaris a 20° C;

la figura 3 demuestra el efecto del pH sobre la inhibicion de Chlorella vulgaris durante la deteccién de nitr6geno
amoniacal;

la figura 4 demuestra el efecto de la temperatura sobre la inhibicion de Chlorella vulgaris durante la deteccion de
atrazina;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2439256 T3

la figura 5 demuestra el efecto de la exposicién de Chlorella vulgaris a la luz blanca durante la deteccién de cianuros
y cobre;

la figura 6 demuestra el efecto de la exposicién de Dunaliella tertiolecta a la luz blanca y, posteriormente, a la luz
verde durante la deteccién de progesterona;

la figura 7 demuestra el efecto del uso de una concentracion celular baja de Chlorella vulgaris durante la deteccion
de cobre y cianuros;

la figura 8 muestra el efecto de diversas concentraciones de cadmio y cobre sobre la fluorescencia F» con el tiempo;

la figura 9 compara el efecto del cobre o el cadmio como aditivos durante la fase de incubacion con un tiempo de
incubacién de 15 minutos para la deteccion de diversos metales a diversas concentraciones usando Chlorella
vulgaris; para calcular la inhibicion debida a una muestra que contiene un metal con aditivo, la solucion de aditivo
correspondiente sirvié como control mientras que para calcular la inhibicion producida por la muestra que contiene
metal sin aditivo, la muestra de agua sirvié como control (blanco);

la figura 10 demuestra el efecto del uso de cobre o cadmio como aditivos durante la fase de incubacién con luz
blanca y a 35° C a con un tiempo de incubacién de 30 minutos para la deteccién de diversos metales a diversas
concentraciones usando Chlorella vulgaris; el control y el blanco utilizados son como se describe en la figura 9;

la figura 11 demuestra el efecto del uso de cobre o cadmio como aditivos durante la fase de incubacion con un
tiempo de incubacion de 60 minutos para la deteccion de diversos metales usando Chlorella vulgaris; el control y el
blanco utilizados son como se describe en la figura 9;

la figura 12 demuestra el efecto del uso de cobre o cadmio como aditivos durante la fase de incubacién con un
tiempo de incubacion de 120 minutos para la deteccién de diversos metales usando Chlorella vulgaris; el control y el
blanco utilizados son como se describe en la figura 9;

la figura 13 demuestra el efecto de diversos aditivos individuales o mezclas de aditivos con un tiempo de incubacion
de 15 minutos para la detecciéon de plomo usando Chlorella vulgaris; para calcular la inhibicion producida por una
muestra que contenia plomo con aditivo, la solucion de aditivo correspondiente sirvi6 como control mientras que
para calcular la inhibicién producida por la muestra que contenia plomo sin aditivo, la muestra de agua sirvi6 como
control (blanco);

la figura 14 demuestra el efecto de diversos aditivos individuales o mezclas de aditivos con un tiempo de incubacion
de 30 minutos para la deteccion de plomo usando Chlorella vulgaris; el control y el blanco utilizados son como se
describe en la figura 13;

la figura 15 demuestra el efecto de diversos aditivos individuales o mezclas de aditivos con un tiempo de incubacion
de 60 minutos para la deteccion de plomo usando Chlorella vulgaris; el control y el blanco utilizados son como se
describe en la figura 13;

la figura 16 demuestra el efecto de diversos aditivos individuales o mezclas de aditivos con un tiempo de incubacién
de 120 minutos para la detecciéon de plomo usando Chlorella vulgaris; el control y el blanco utilizados son como se
describe en la figura 13 y

la figura 17 demuestra el efecto del uso de luz ambiente, temperatura mas alta y concentracién celular baja de
Chlorella vulgaris sobre la deteccién de tetraciclina.

Descripcion de realizaciones ilustrativas

Con las realizaciones especificas de los métodos de la presente invencion, pueden detectarse moléculas quimicas
bioactivas que inhiben los constituyentes de la cadena de transporte fotosintético en aproximadamente 15 minutos.
El uso de un microorganismo completo como el alga verde Chlorella vulgaris proporciona la deteccién de herbicidas
inhibidores de proteina D1 especificos, en concentro atrazina y diurén en aproximadamente 10 minutos, siendo el
umbral de la atrazina de 0,0007 ppm y el umbral de diurén menor de 0,0005 ppm. La Chlorella vulgaris estabilizada
puede conservarse entre 4 y 6 meses a 20°C y 4°C, respectivamente.

La presente invencién también se refiere a un método para la deteccion de nitrégeno amoniacal que comprende
cambiar la permeabilidad de la célula del alga. Este compuesto se detecta a 100 ppm a pH neutro, aunque el
aumento de pH hasta 11 disminuye el umbral a 1 ppm. La permeabilidad del alga también puede modificarse
aumentando la temperatura de incubacién del ensayo. Por ejemplo, la emisiéon de fluorescencia es inhibida en 15
minutos por iones de cobre, tetraciclina y progesterona si Chlorella vulgaris se incuba a 35°C, mientras que a
temperatura ambiente era posible la deteccion de estos compuestos en 15 minutos cuando estos compuestos estan
presentes a concentraciones mas altas. Chlorella vulgaris es un alga de agua dulce y se usa para el control del agua
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dulce mientras que Dunaliella tertiolecta se usa para el control del agua marina.

En realizaciones especificas, la medida de la fluorescencia emitida por los organismos fotosintéticos se realiza como
se describe en el documento WO 2004/046717 de Bellemarte y col., publicado el 3 de junio de 2004. F, se
corresponde con la fluorescencia minima de los fotosistemas activados. Esta fluorescencia se produce mediante una
débil iluminacién de los fotosistemas. Fy corresponde a una iluminacion ligeramente superior que Fo. F2 (nivel de
fluorescencia practicamente méaxima) se corresponde con la fluorescencia inducida por una iluminacion
fuerte/actinica.

En realizaciones especificas, un fluorémetro ilumina de forma continua aunque débil los fotosistemas con un diodo
de emision de luz (LED) que emite luz a una longitud de onda de 475 nm, 605 nm o 660 nm. Los mejores resultados
se obtuvieron con las longitudes de onda de 475 nm y 605 nm con algas y cianobacterias, respectivamente. Con la
intencién de obtener una sensibilidad mas alta para medir la respuesta fotosintética a moléculas bioactivas, la
intensidad de la luz de excitacién baja se ajusté para obtener un nivel de fluorescencia F1 ligeramente superior a Fo.

La fluorescencia medida 2 segundos después de encender un LED es F; (corriente aplicada al LED para producir
una variacion en la intensidad de la luz entre 0 y 1,6 mV). A continuacioén, se encienden tres LED mas de modo que
se induce una iluminacion actinica F» (corriente aplicada a los LED para producir una variacién en la intensidad de la
luz de entre 2 y 20 mV). Los haces de luz se orientan de modo que formen en conjunto un punto de convergencia de
forma precisa al nivel en el que se lee el fotodiodo. Después de un tiempo especifico, elegido de acuerdo con la
naturaleza de la especie de alga utilizada, del ruido de fondo y del nivel de sensibilidad buscado, se mide la
fluorescencia F.. Para determinar F1 y Fp, el fluorometro mide las longitudes de onda superiores a 700 nm. La
ganancia (integracién de la sefial que varia segun se seleccione de 0,32 a 80 ms) y el retraso (el retraso de 0,1 a
1.000 ms requerido por los LED para producir la iluminacion actinica tras la activacion de los fotosistemas) se
ajustan para obtener la sensibilidad 6ptima, lecturas F1 y Fo.

La eficacia fotosintética se determina con la siguiente férmula (F2-F1)/F2. Cualquier molécula que afecta directa o
indirectamente a los fotosistemas modifica F1 o F> cuya modificacion disminuye necesariamente la eficiencia
fotosintética. La curva de inhibicion de una molécula en particular se determina calculado la actividad de los
fotosistemas en ausencia de la molécula y en presencia de la misma, y comparando ambas eficiencias como sigue
segun se describe en Conrad 1993:

Sin inhibidor (si):

eficiencia(si) = (Fz(si) - F1(si))/F2(si)

Con inhibidor:

Eficiencia fotosintética relativamuestra) = (F2(muestra) — F1(muestra))/F2(si)

Porcentaje de eficiencia:

eficiencia (%) = (eficienciaimuestra) X 100)/ eficienciags;

Porcentaje de inhibicion:

Inhibicion (%) = 100 — eficiencia (%)

La presente invenciodn se ilustra con mayor detalle mediante los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplo 1

Preparacién de Chlorella vulgaris

Chlorella vulgaris se obtuvo de la UTCC (University of Toronto Culture Collection) o de la UTEX (The Culture
Collection of Algae de la Universidad de Texas en Austin). Se cultivd en condiciones de iluminacién de como maximo
3.500 luxes (lamparas fluorescentes) y a una temperatura de 28°C con una periodicidad de aproximadamente 16
horas de iluminacion seguidas de 8 horas de oscuridad en un medio de cultivo estéril BBM (solucién nutritiva de
agua dulce basal de Bold).

Estabilizacion de Chlorella vulgaris

Cuando la Chlorella alcanzaba la fase de crecimiento exponencial (es decir, en concreto entre 7 y 15 dias)
(dependiendo de la concentracién inicial y/o del estado fisiolégico del indculo), se concentré mediante centrifugacion

(1.575 x g) o gravedad durante 24 horas a 4°C. El sobrenadante se sustituyd por sobrenadante recién preparado. La
Chlorella se conservd a 4°C en frascos de color ambar de 5 ml. Es util que se permita a los microorganismos
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utilizados en la presente invencion que alcancen su fase de crecimiento exponencial ya que generalmente esta es la
fase en la que alcanzan su actividad fotosintética 6ptima.

Justo antes de la prueba, Chlorella vulgaris se reactivd mediante la exposicién a la luz ambiente y temperatura
ambiente durante 90 minutos. Esta reactivacion favorecia la actividad fotosintética 6ptima.

Se usaron 100 pl o 50 pl de Chlorella vulgaris con 2 ml de solucién acuosa (p. €j., agua destilada) para la prueba.
Cien uly 50 ul de Chlorella vulgaris se corresponden con 5 x 10% y 2,5 x 10° células/ml, respectivamente.

Ejemplo 2
Preparacién de Dunaliella tertiolecta

Dunaliella tertiolecta se obtuvo de la UTCC (University of Toronto Culture Collection) o de la UTEX (The Culture
Collection of Algae de la Universidad de Texas en Austin). Se cultivd en condiciones de iluminacién de como maximo
3.500 luxes (lamparas fluorescentes) y a una temperatura ambiente con una periodicidad de aproximadamente 12
horas de iluminacién seguidas de 12 horas de oscuridad en un medio de cultivo f/2 (Sigma, UTEX) producido con
agua de mar esterilizada. Dunaliella tertiolecta se usé cuando estaba en su fase de crecimiento exponencial.

Dunaliella tertiolecta se recuperd de su medio de cultivo 45 minutos después del inicio del periodo de iluminacion.
Esta reactivacién favorecia una actividad fotosintética 6ptima. Se usaron 500 pl del alga en 2 ml de solucién acuosa
(es decir, agua destilada). Quinientos pl de Dunaliella tertiolecta se corresponden con 200.000 a 350.000 células/ml

Ejemplo 3
Preparaciéon de Anabaena sp.

Anabaena sp. se obtuvo de la UTCC (University of Toronto Culture Collection) o de la UTEX (The Culture Collection
of Algae de la Universidad de Texas en Austin). Se cultivd en condiciones de iluminacién de como maximo 1000
luxes (originados por lamparas fluorescentes) y a temperatura ambiente con una periodicidad de aproximadamente
16 horas de iluminacion seguidas de 8 horas de oscuridad en un medio de cultivo estéril BG11 (Universidad de
Toronto). Anabaena sp. se us6 cuando estaba en su fase de crecimiento exponencial.

Anabaena sp. se recuperd de su medio de cultivo 60 minutos después del inicio del periodo de iluminacion. Esta
reactivacion favorecia la actividad fotosintética 6ptima. Se usaron 100 ul de alga en 2 ml de solucién acuosa (es
decir, agua destilada) para la prueba. Estos 100 ul de Anabaena sp. se corresponden con 1 x 107 células/ml.

Ejemplo 4
Evaluacion de la estabilidad de Chlorella vulgaris

La estabilidad de Chlorella vulgaris se evalu6 determinando la Cly de atrazina usando siete concentraciones
diferentes de este compuesto. Cly es la concentracion de atrazina que inhibe el 20% de la eficacia emitida por
Chlorella vulgaris en comparacién con una preparacion de Chlorella vulgaris control. La Cly se determina
estadisticamente con la versién 2.0 del software Icp. La estabilidad con el tiempo se determina evaluando el valor de
Clzo dentro de un intervalo de 2 ¢ de la media.

Se prepar6 un cultivo de Chlorella vulgaris como se describe en el ejemplo 1 anterior. Como se indic6 anteriormente,
el alga se reactivo antes de la prueba durante 90 minutos con luz ambiente y a temperatura ambiente.

A continuacién, el cultivo se incubd con atrazina durante 10 minutos con luz verde y a temperatura ambiente. La
concentracién celular del alga era de 5 x 10° células/ml de solucion (100 ul de alga en 2 ml de solucion acuosa [es
decir, agua destilada] que contenia atrazina). La concentracion de atrazina variaba entre 0 y 0,04 mg/l. La prueba se
realizé por triplicado. La fluorescencia emitida por cada formulacién se determin6 a continuaciéon con Luminotox™,
fluorémetro que mide la actividad fotosintética.

En las figuras 1 y 2 se muestra que Chlorella vulgaris conservada a 4°C era estable durante al menos 6 meses y a
20°C al menos durante cuatro meses. La Clyg esta dentro del intervalo de la media (0,0037) + o — dos & (en concreto,
0,002).

Ejemplo 5

Efecto del pH sobre la deteccién de moléculas bioactivas

Se prepar6 un cultivo de Chlorella vulgaris como se describe en el ejemplo 1 anterior. Como se indic6 anteriormente,
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el alga se reactivo antes de la prueba durante 90 minutos con luz ambiente y a temperatura ambiente.

A continuacion, el cultivo se incubd con nitrégeno amoniacal durante 10 minutos con luz verde y a temperatura
ambiente. El pH deseado se alcanzé afiadiendo NaOH a un tampén glicina 20 mM. La concentracién celular de alga
era de 5 x 10° células/ml de solucion (100 pl del alga en 2 ml de solucién acuosa [es decir, agua destilada] que
contenia nitrégeno amoniacal). La prueba se realizé por triplicado. La fluorescencia emitida por cada formulacion se
determiné_a continuacion con Luminotox™, fluorémetro que mide la actividad fotosintética. Aunque se usé el
Luminotox™ en los ejemplos presentados en este documento, puede usarse cualquier fluorémetro capaz de medir la
actividad sintética segun la presente invencion.

En la figura 3 se muestra que si el pH se elevaba de 7 a 12, aumentaba el porcentaje de inhibicion de Chlorella
vulgaris. De hecho, a pH= 7, se alcanzaba una inhibicién del 20% cuando la concentracién de NHs era de 100 ppm,
mientras que a pH = 9, se alcanzaba una inhibicién del 20% cuando la concentracién de NHs era solo de 5 ppm.
Cuando el pH tenia un valor de 11 o 12, la inhibicion del 20% se alcanzaba cuando la concentracién de NHs era
inferior a 2 ppm. Por tanto, un pH basico permitia una mejor deteccién del nitrgeno amoniacal. Puesto que la
diferencia en la sensibilidad de la prueba entre un pH de 11 y un pH de 12 era mas bien pequeiia, es preferible un
pH de 11 ya que el alga tolera mejor este pH.

Ejemplo 6
Efecto de la temperatura sobre la deteccion de moléculas bioactivas

Se prepard un cultivo de Chlorella vulgaris como se describe en el ejemplo 1 anterior. Como se indicd en dicho
ejemplo 1, el alga se reactivo antes de la prueba durante 90 minutos con luz ambiente y a temperatura ambiente.

El cultivo se incub6 a continuacién durante 10 minutos con atrazina a concentraciones crecientes con luz verde a pH
neutro, y a temperaturas de 20, 25, 30, 35 0 40°C. La concentracion celular del alga era de 5 x 10° células/ml (100 pl
de alga en 2 ml de solucién acuosa (es decir, agua destilada) que contenia atrazina ). La temperatura se controld
con un bafno termostatizado. La prueba_se realiz6 por triplicado. La fluorescencia emitida por cada formulacion se
determind a continuacién con LuminotoxTM, fluorémetro que mide la actividad fotosintética.

En la figura 4 se muestra que para concentraciones de atrazina inferiores a 0,005 ppm, el porcentaje de inhibicion
aumentaba al aumentar la temperatura. Para concentraciones bajas, un aumento en la temperatura potencia el limite
de deteccién de atrazina. En la figura 2 también se muestra que para concentraciones de atrazina superiores a 0,01
ppm, la sensibilidad de la prueba disminuia a 40°C. Por tanto, se observd que la temperatura 6ptima para ambas
concentraciones altas y bajas era de 35°C para Chlorella vulgaris.

Sin ceiiirse a la teoria, se afirma que pH y temperatura tienen una influencia significativa sobre la inhibicién de la
actividad fotosintética del alga debido a que modulan la difusién de moléculas bioactivas a través de la bicapa
lipidica de las células vegetales. El pH es especialmente importante cuando la molécula bioactiva es un ion ya que
los iones tienen mas dificultades para penetrar la bicapa lipidica debido a su carga. Ademas, sometiendo al alga a
temperaturas superiores a las necesarias para su crecimiento se produce un aumento de la inhibicion de la actividad
fotosintética del vegetal asi como un aumento de la permeabilidad de la bicapa lipidica. EI aumento de la
permeabilidad de la membrana lleva a un aumento de moléculas téxicas dentro de las células lo que tiene como
resultado un aumento de la inhibicion de estas células y lecturas de fluorescencia mas altas.

Ejemplo 7

Efecto de la exposiciéon del alga a la luz combinado con una baja concentracién de alga y un aumento de la
temperatura sobre la deteccion de moléculas bioactivas

Se prepard un cultivo de Chlorella vulgaris como se describe en el ejemplo 1 anterior. Como se indicd en dicho
ejemplo 1, el alga se reactivo antes de la prueba durante 90 minutos con luz ambiente y a temperatura ambiente.

A continuacion, el cultivo se incubd con varias concentraciones de cobre o cianuros. La prueba con cianuros se
realizé durante 15 minutos a 35°C con luz ambiente y con luz verde a temperatura ambiente. La prueba con cobre se
realizé a 35°C con luz ambiente durante 15 y 60 minutos y con luz verde a temperatura ambiente durante 60
minutos. La concentracion celular de alga era de 2,5 x 10° células/ml de solucién (50 pl del alga en 2 ml de solucién
acuosa [es decir, agua destilada] que contenia cobre o cianuros). La prueba se realizé por triplicado. La
fluorescencia emitida por cada formulacion se determiné a continuacion con Luminotox™, fluorémetro que mide la
actividad fotosintética.

En la figura 5 se muestra que, para ambas moléculas bioactivas, el porcentaje de inhibicion es mayor cuando la
prueba se realiza con luz ambiente a una temperatura de 35°C que cuando la prueba se realiza con luz verde a
temperatura ambiente.
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Sin cefirse a la teoria, se afirma que la exposicion de las células del alga a luz con una intensidad mas alta que la
requerida para la saturacion de la fotosintesis daba lugar a un aumento de la inhibicion de la fotosintesis y, por tanto,
permite potenciar la inhibicion de estas células y da lugar a lecturas de fluorescencia mas altas potenciando de este
modo la deteccion de moléculas bioactivas.

Ejemplo 8
Comparacién de la exposicion a luz blanca seguida de recuperacion con luz verde con la exposicion solo a luz verde

Se prepar6 un cultivo de Dunaliella tertiolecta como se describe en el ejemplo 2 anterior. Como se indicé en dicho
ejemplo 2, el alga se reactivo antes de la prueba durante 45 minutos con luz ambiente y a temperatura ambiente.

A continuacién, la formulacién se incubd con progesterona a concentraciones de 0; 0,05; 0,5 o 1 ppm durante 15
minutos con luz verde solo o durante 15 minutos con luz ambiente seguido de 5 a 35 minutos con luz verde. La
concentraciéon celular era de 350.000 células/ml (500 ul de algas en 2 ml de solucién acuosa [es decir, agua
destilada] que contenia progesterona). La prueba se realizd por triplicado. La fluorescencia emitida por cada
formulacién se determiné a continuacioén con LuminotoxTM, fluorémetro que mide la actividad fotosintética.

En la figura 6 se muestra que cuando el alga se expone a luz verde solo en presencia de progesterona, el porcentaje
maximo de inhibicién obtenido es del 40% cuando la concentracion de progesterona es de 1 ppm. Se obtuvieron
porcentajes de inhibicién sustancialmente mas altas cuando el alga se expuso a luz blanca durante 15 minutos tras
una recuperacién con luz verde.

Es bien sabido en la técnica que la fotosintesis no se produce con luz verde ni tampoco se produce en la oscuridad.
Por tanto, sustituyendo la recuperacion en luz verde con una recuperacion en oscuridad se espera que se produzcan
resultados similares a los que se muestran en la figura 6.

Ejemplo 9

Comparacién de la exposicion a luz blanca seguida de recuperacion con luz verde con la exposiciéon solo a luz
blanca

Se preparé un cultivo de Anabaena sp. como se describe en el ejemplo 3 anterior. Como se indic6 en dicho ejemplo
3, las cianobacterias se reactivaron antes de la prueba con luz ambiente y a temperatura ambiente durante 60
minutos.

A continuacién, el cultivo se incubé con las moléculas bioactivas enumeradas en la tabla 1 a continuacion a
concentraciones de 1 ppm (excepto en el caso de atrazina, que se us6 a una concentracién de 1 parte por mil
millones [ppb]) durante 10 minutos con luz ambiente después de 10 minutos con luz verde y a pH neutro. La
concentracion celular era de 1,0 x 10" células/ml (100 ul de cianobacterias en 2 ml de solucién acuosa [es decir,
agua destilada] que contiene el agente bioactivo). La prueba se realizé por triplicado. La fluorescencia emitida por
cada formulacion se determiné a continuacion con Luminotox™, fluorémetro que mide la actividad fotosintética.

Tabla 1: Resultados de la deteccion de varias moléculas bioactivas con Anabaena

Inhibicién obtenida a 1 ppm Inhibicion obtenida a 1 ppm

(10 min con luz ambiente) — % (seguida de 10 min con luz verde) — %
aldicarb 0 30
atrazina (1 ppb) 1 13
bentazona 0 28
clorpirifés 0 10
cianuro 0 16
dicrotofés 2 17
glifosato 0 7
gramicidina 0 15
malatién 0 17
metolaclor 0 22
tetraciclina 0 30

La tabla 1 muestra que la exposicion de Anabaena a la luz ambiente solo en presencia de las diversas moléculas
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bioactivas no producia una inhibicién detectable a la concentracion especificada de moléculas bioactivas. Por tanto,
las cianobacterias se expusieron a continuacion de forma ventajosa a la luz verde para inducir una inhibicion
detectable.

Ejemplo 10
Efecto de la luz ambiente, la temperatura y la baja concentracion de alga sobre la deteccion de cianuro y cobre

Se prepard un cultivo de Chlorella vulgaris como se describe en el ejemplo 1 anterior. Como se indicd en dicho
ejemplo 1, el alga se reactivo antes de la prueba durante 90 minutos con luz ambiente y a temperatura ambiente.

A continuacion, la formulacion del alga se incubé durante 15 o 60 minutos con agua que contenia cobre o cianuros a
las concentraciones indicadas (figura 7) con luz ambiente a una temperatura de 35°C y a pH neutro. Se probaron
concentraciones de algas de 2,5 x 10° células/ml y 5 x 10° células/ml (50 ul y 100 ul de algas, respectivamente con 2
ml de soluciones acuosas, [es decir, agua destilada] que contenia metales). La prueba se realiz6 por triplicado. La
fluorescencia emitida por cada formulacion se determiné a continuacion con Luminotox™, fluorémetro que mide la
actividad fotosintética.

En la figura 7 se muestra el efecto de la concentracion celular inicial del alga, la temperatura y la luz ambiente
cuando se detectan cianuros y cobre. El uso de la concentracién celular més baja producia porcentajes de inhibicién
mas altos del alga y, por tanto, un mejor limite de deteccién de moléculas bioactivas.

Ejemplo 11
Estabilidad de la fluorescencia F» después de hasta 120 minutos de incubacién

Los niveles de fluorescencia F2 producidos por Chlorella vulgaris preparada como se describe en el ejemplo 1
anterior se midieron tras la incubacion con los aditivos probados anteriormente, en concreto, cadmio (0,5 ppm),
cadmio (1 ppm), cobre (0,1 ppm) y cobre (0,25 ppm). Como puede verse en la figura 8, la fluorescencia F» era
estable después de hasta 120 minutos de incubacion para cada uno de estos aditivos. Solo el cadmio a 1 ppm
inducia una disminucion de la fluorescencia después de 120 minutos de incubacion, de modo que puede ser
deseable utilizar Cd a una concentracion inferior a 1 ppm.

Ejemplo 12

Efecto del tiempo de incubacion, la luz ambiente, la temperatura, aditivos y la baja concentracién de alga sobre la
deteccion de moléculas bioactivas

Se prepard un cultivo de Chlorella vulgaris como se describe en el ejemplo 1 anterior. Como se indicd en dicho
ejemplo 1, el alga se reactivo antes de la prueba durante 90 minutos con luz ambiente y a temperatura ambiente.

A continuacién, la formulaciéon se incub6 con luz ambiente a 35°C y a pH neutro con cadmio, cobre, cromo, cinc,
niquel o plomo, a las concentraciones indicadas con tiempos de incubacién que variaban entre 15 minutos y 120
minutos (figuras 9 a 12). Las formulaciones se analizaron sin aditivos o con 1 ppm de cadmio, 0,1 ppm de cobre o
0,25 ppm de cobre como aditivo. La concentracion celular era de 2,5 x 10° células/ml (50 ul de cianobacterias en 2
ml de soluciéon acuosa [es decir, agua destilada] que contenia el agente bioactivo). La prueba se realiz6 por
triplicado. La fluorescencia emitida por cada formulacién se determind a continuaciéon con Luminotox™, fluorémetro
que mide la actividad fotosintética.

En la figura 9 se muestre que después de 15 minutos de incubacion, solo se detectaba el cobre a 0,5 ppm (inhibicién
del 15%) sin aditivo y que la adicién de cadmio a una concentracion de 1 ppm aumentaba la inhibicién al 30%. No se
detectaba el cadmio a 1 ppm solo. Después de 30 minutos de incubacion (figura 10), se detectaban cadmio a 1 ppm
y cinc a 0,5 ppm en presencia de cobre a 0,25 ppm y se producia una inhibicion de fluorescencia de
aproximadamente el 10%. La deteccién de cobre aumentaba con el tiempo de incubacion.

Después de 60 minutos de incubacion (figura 11), sin aditivo se detectaban aunque débilmente cadmio a 1 ppm,
cromo a 0,1 ppm y plomo a 1 ppm. La adicién de 1 ppm de plomo aumentaba el porcentaje de inhibicion de cobre a
1 ppm, niquel a 1ppm y cobre a 0,1 ppm y 0,25 ppm. El cromo se detectaba mejor solo o en presencia de cobre a
0,1 ppm en presencia de cadmio a 1 ppm (efecto antagonista) o cobre a 0,25 ppm. El cobre a una concentracion de
0,25 ppm aumenta la deteccién de cadmio a 1 ppm, cinc a 0,5 ppm y niquel a 1 ppm. No se detecta cobre a 0,25
ppm sin aditivos.

Después de 120 minutos de incubacion (figura 12), se detecta débilmente niquel a 1 ppm. La adiciéon de cobre a una

concentracién de 0,25 ppm aumenta la deteccion de cadmio (1 ppm), cinc (0,5 ppm) y niquel (1 ppm). La adicion de
cadmio a 1 ppm aumenta la deteccién de plomo (1 ppm) y cobre (0,5 ppm).
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Ejemplo 13

Efecto del tiempo de incubacion, la luz ambiente, la temperatura, aditivos y la baja concentracién de alga sobre la
deteccion de plomo

Se prepard un cultivo de Chlorella vulgaris como se describe en el ejemplo 1 anterior. Como se indicd en dicho
ejemplo 1, el alga se reactivo antes de la prueba durante 90 minutos con luz ambiente y a temperatura ambiente.

A continuacion, la formulacién se incub6 con luz ambiente a 35°C y a pH neutro con plomo, a las concentraciones
indicadas y con tiempos de incubacién que variaban entre 15 minutos y 120 minutos (figuras 13 a 16). Las
formulaciones se probaron con o sin aditivos usados como aditivos Unicos (Cd a 1 ppm, Cu a 0,1 ppm y Cu a 0,25
ppm), o mezclas de aditivos (Cu a 0,1 ppm + Cd a 0,5 ppm; Cu a 0,1 ppm + Cd a 1 ppm; Cu a 0,25 ppm + Cd a 1
ppm). La concentracion celular era de 2,5 x 10° células/ml (50 ul de cianobacteria en 2 ml de solucién acuosa [es
decir, agua destilada] con o sin aditivos). La prueba se realizé por triplicado. La fluorescencia emitida por cada
formulacion se determiné a continuacion con Luminotox ™, fluorémetro que mide la actividad fotosintética.

En la figura 13 se muestra que después de 15 minutos de incubacion, solo se detectaba el plomo (1 ppm) con
mezclas de aditivos.

Después de 30 minutos de incubacién (figura 14), se detect6 plomo a 0,1 ppm con la mezcla de Cu a 0,1 ppm + Cd
a1ppm.

Después de 60 minutos de incubacion (figura 15), todas las mezclas de aditivos aumentaban la deteccion de plomo
a una concentracion de 0,1 ppm o superior.

Después de 120 minutos de incubacion (figura 16), se detect6é plomo a 0,01 ppm (normativa canadiense sobre agua
potable de 2007) con las mezclas de aditivos Cu a 0,1 ppm + Cd a 0,5 ppm y Cu a 0,25 ppm + Cd a 1 ppm. Sin
embargo, la mezcla de aditivos que menos afecta a la fluorescencia inicial en comparacion con la solucién acuosa
(es decir, agua destilada) es Cu a 0,1 ppm + Cd a 0,5 ppm. Por tanto, esta Gltima representa la mejor opcién para la
deteccion de plomo.

Es razonablemente predecible que puedan utilizarse diversos aditivos y mezclas de aditivos diferentes con el
objetivo de aumentar la inhibicion de contaminantes. Clorpirifés para la deteccion de atrazina (Lydy y Linck, 2003),
fenilureas para la deteccion de otras fenilureas (Detection y col., 2004b); triazinas para la deteccion de otras triazinas
(Faust y col., 2001), cobre, niquel o cromo para la deteccién de otros contaminantes (Rai y col.), cobre para
contaminantes organicos como hidrocarburos aromaticos policiclicos (Babu y col., 2001 y 2005) y agentes oxidantes
fuertes como H>O- para la deteccion de cianuros y otros compuestos y sustancias inorganicas.

Ejemplo 14
Efecto de la luz ambiente, la temperatura y la baja concentracion de alga sobre la deteccién de tetraciclina

Se prepard un cultivo de Chlorella vulgaris como se describe en el ejemplo 1 anterior. Como se indicd en dicho
ejemplo 1, el alga se reactivo antes de la prueba durante 90 minutos con luz ambiente y a temperatura ambiente.

A continuacion, la formulacion del alga se incubd durante 15 o 60 minutos con agua que contenia tetraciclina a las
concentraciones indicadas (figura 17) con luz ambiente a una temperatura de 35°C y a pH neutro. Se probaron
concentraciones de alga de 2,5 x 10° células/ml (50 pl de alga en 2 ml de solucidn acuosa [es decir, agua destilada]
que contenia tetraciclina). La prueba se realizé por triplicado. La fluorescencia emitida por cada formulaciéon se
determiné a continuacion con Luminotox™, fluorémetro que mide la actividad fotosintética.

En la figura 17 se muestra el efecto de la concentracion celular inicial del alga, la temperatura y la luz ambiente
cuando se detecta la tetraciclina. La tetraciclina se detecté6 en 15 minutos a una concentracion de 10 ug/ml. La
prolongacién del tiempo de incubacién no se traducia en un menor umbral de deteccion.

Ejemplo 15

Umbral de deteccion de Chlorella vulgaris para diversas moléculas bioactivas

Se prepard un cultivo de Chlorella vulgaris como se describe en el ejemplo 1 anterior. Como se indicd en dicho
ejemplo 1, el alga se reactivo antes de la prueba durante 90 minutos con luz ambiente y a temperatura ambiente.

A continuacion, las formulaciones de alga se incubaron durante 15 minutos con agua que contenia uno de los
diversos agentes contaminantes enumerados a continuacion en la tabla 2 a pH neutro con luz verde y a temperatura
ambiente o con luz ambiente y a una temperatura de 35°C. La concentracion de alga era de 5 x 10° células/ml (100
ul de alga en 2 ml de solucién acuosa [es decir, agua destilada] que contenia la sustancia que se desea detectar en
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las concentramones |nd|cadas) Para cada sustancia se probaron 5 concentraciones por triplicado. Se utilizé el
software TOXSTAT™ para calcular, a partir de los valores de inhibicién y las desviaciones tipicas obtenidas, la
concentracién maxima sin efecto observable y la concentracion minima con efectos observables. El umbral se
calculd con la formula siguiente: (concentracion maxima sin efecto observable x concentracion minima con efectos
observables)” (consulte la tabla 2 a continuacion). La temperatura se controlé6 mediante un bafio termostatizado.

El umbral de deteccion se obtuvo con la media geométrica. Este se calcul6 con la férmula siguiente:
Umbral de deteccion = (CSEO x CMEO)'?
donde

CSEO = concentracion maxima que no da lugar a inhibicion detectable alguna de la eficacia del alga. Mas
especificamente, es la concentracion mas alta probada cuya eficacia (inhibicion) no difieren del control.

CMEO = concentracion minima que produce una inhibicion detectable de la eficacia del alga. Es la concentracién
mas baja probada cuya eficacia difiere significativamente de la del control.

CSEO y CMEO se estimaron mediante un analisis de varianza ANNOVA™ seguido de una comparacién multiple de
Dunnet en la que se comparé la media de la eficacia de cada concentracién probada con la media del control. Los
calculos se realizaron con TOXSTAT™ (Version 3.5).

Ejemplo 16
Umbral de deteccion de Dunaliella tertiolecta para diversas moléculas bioactivas

Se prepar6 un cultivo de Dunaliella tertiolecta como se describe en el ejemplo 2 anterior. Como se indic6é en dicho
ejemplo 2, el alga se reactivo antes de la prueba durante 45 minutos con luz ambiente y a temperatura ambiente.

A continuacion, las formulaciones del alga se incubaron durante 15 minutos con agua que contenia uno de los
diversos contaminantes enumerados en la tabla 2 a pH neutro con luz verde y a temperatura ambiente. La
concentracién de alga era de 350.000 células/ml (500 ul de alga en 2 ml de solucion acuosa (es decir, agua
destilada) que contenia la sustancia que se quiere detectar a las concentramones indicadas). Para cada sustancia se
probaron 5 concentraciones por triplicado. Se utilizé el software TOXSTAT™ para calcular, a partir de los valores de
inhibicion y las desviaciones tipicas obtenidas, la concentracion maxima sin efecto observable y la concentracion
minima con efectos observables (consulte la tabla 2 a continuacion). La temperatura se control6 mediante un bafo
termostatizado. Las pruebas se reallzaron por ftriplicado. A continuacion, la fluorescencia emitida por cada
formulacion se midié con Luminotox™, una fluorémetro que mide la actividad fotosintética y se determiné el umbral
de deteccion como se describe en el ejemplo anterior.

Tabla 2
Chlorella vulgaris Dunaliella tertiolecta
Sustancias 10-15 min de exposicion 10-15 min de exposicion 15 min de exposicion
a luz verde a luz ambiente a luz verde
a temperatura ambiente a 35°C a temperatura ambiente
Atrazina 0,0007 ppm 0,0001 ppm 0,01 ppm
Diurén < 0,0005 ppm 0,006 ppm 0,002 ppm
Glifosato n.d. 100 ppm 50 ppm
Malation n.d. n.d. 50 ppm
Clorpirifés n.d. 1 ppm 1 ppm
Dicrotof6s n.d. n.d. 235 ppm
Cu n.d. 0,25 ppm n.d.
Pb n.d. < 0,5 ppm n.d.
Cd n.d. 0,3 ppm n.d.
Hg n.d. 0,22 ppm n.d.
Cr n.d. n.d. n.d.
Cianuros n.d. 0,16 ppm n.d.
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Nitrégeno amoniacal 1ppmapH11nd.apH7 1ppmapH11nd.apH7 1ppmapHi11nd.apH7

n.d.: no detectado.

Concentraciones probadas para cada muestra:
Nitrogeno amoniacal (pH 7): 0; 5; 10; 50; 100; 200
Nitrégeno amoniacal (pH 11) : 0; 0,2; 0,6; 1,2; 3; 6; 12
Cobre (Cu) 0;0,1;0,5; 1; 2; 5 ppm

Mercurio (Hg): 0,1; 0,5; 1; 2; 5 ppm

Cadmio (Cd): 0; 0,1; 0,5; 1; 2,0; 5,0 ppm

Plomo (Pb): 0; 0,1; 0,5; 1; 2,0; 5,0 ppm

Cromo (Cr): 0; 0,1; 0,5; 1; 2,0; 5,0 ppm

Cianuros : 0; 0,25; 0,5; 1; 5; 10 ppm

Atrazina : 0,00025; 0,0005; 0,001; 0,004; 0,01; 0,04 ppm
Diurén : 0,00025; 0,0005; 0,001; 0,004; 0,01; 0,04 ppm
Glifosato : 0,01; 0,1; 1,0; 10; 100 ppm

Malatién : 0,01; 0,1; 10; 50 ppm

Clorpirifés : 0; 0,01; 0,1; 1 ppm

Dicrotofos : 0,1; 1,0; 10,0; 100; 500 ppm

Se observé que la temperatura de incubacion mas alta a la que se observaba inhibicion de Dunaliella tertiolecta por
una molécula bioactiva era de 30°C.

Ejemplo 17
Estabilizacion del alga seleccionada para condiciones del laboratorio y de campo

El alga se estabiliza y concentra mediante centrifugacién para permitir un muestreo de 100 ul por prueba (que se
corresponde con una concentracién de clorofila de 10 ug/ml, el kit de ensayo comercial contiene para 50 pruebas (5
ml)). El alga se conserva en botellas de color &mbar para protegerla de la luz. Esta permanece estable durante 6
meses a 4°C. Su estabilidad se determina con un contaminante de referencia midiendo su ICsp (concentraciéon que
proporciona una inhibicion del 50% de la fluorescencia). Los kit de ensayo comerciales incluyen como ventaja mas
de un microorganismo (es decir, alga o cianobacteria unicelular) para obtener resultados éptimos.

Aunque la presente invencién se ha descrito anteriormente en este documento a modo de realizaciones especificas
de la misma, esta puede modificarse, sin apartarse del espiritu y naturaleza del objeto de la invencion como se
define en las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES
1. Un método de deteccion de la presencia de moléculas bioactivas en una muestra liquida, que comprende:

poner en contacto una solucion de un microorganismo seleccionado entre el grupo compuesto por un alga y una
cianobacteria unicelulares con la muestra liquida de modo que se obtenga una formulacion que tenga una
concentracion de microorganismos de 200.000-1 x 107 células/ml de muestra liquida,

incubar la formulacién durante 10 a 120 minutos a un pH de 7 a 12 y una temperatura entre 18 y 35°C con luz
ambiente seguido de una incubacién con luz verde o en oscuridad, y

medir la fluorescencia emitida por la formulacion;

en el que una fluorescencia emitida por la muestra menor que la de la muestra control es una indicaciéon de que la
muestra contiene una molécula bioactiva.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que la incubacion con luz verde o en oscuridad tiene una duracion de
aproximadamente 5 a aproximadamente 35 minutos, incluso mas preferiblemente de aproximadamente 15 minutos.

3. El método de la reivindicaciéon 1 o 2, en el que el pH de incubacion esta entre aproximadamente 4 y 12, mas
preferiblemente entre aproximadamente 11 y 12.

4. El método de la reivindicacion 1 o 2, en el que la solucién de microorganismo se activo con luz ambiente antes de
la fase de incubacion.

5. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la formulacién ademas comprende un aditivo,
preferiblemente el aditivo es cadmio, H205, cobre o cadmio y cobre.

6. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el microorganismo es una Chlorophyceae.

7. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el microorganismo es una Chlorophyceae de
agua dulce, preferiblemente Chlorella vulgaris.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que la temperatura de incubacion es de aproximadamente 35°C.

9. El método de la reivindicacién 7, en el que la soluciéon de microorganismo se activo con luz ambiente durante al
menos 90 minutos antes de la fase de incubacién.

10. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en el que la concentracion celular de microorganismo
esta entre aproximadamente 2,5 x 10° y 5 x 10° células/ml de solucién acuosa, preferiblemente de aproximadamente
2,5x 10° células/ml de solucién acuosa.

11. El método de una cualquier de las reivindicaciones 7 a 10 en el que la molécula bioactiva se selecciona entre el
grupo compuesto por atrazina, diurdn, glifosato, clorpirifés, cobre, plomo, cadmio, mercurio, cianuros, tetraciclina,
cinc, niquel y nitrogeno amoniacal.

12. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el microorganismo es Ankistrodesmus
falcatus, Monoraphidium arcuatum, Scenedesmus quadricauda, Desmosdesmus subspicatus, Scenedesmus
subpicatus, Scenedesmus obliquus, Pseudokirchneriella subspicata, Chlamydomonas reinhardtii, marine
Chlorophyceae, Phaeodactylum tricornutum, Nitzschia closterium, Lasallia pustulata o Zostera caprocorni.

13. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el microorganismo es Dunaliella tertiolecta.
14. El método de la reivindicacién 13, en el que la concentracion celular de Dunaliella tertiolecta esta entre
aproximadamente 200.000 y 350.000 células/ml de solucién acuosa vy, preferiblemente, la solucion de Dunaliella
tertiolecta se activé con luz ambiente durante al menos 45 minutos antes de la fase de incubacion.

15. El método de la reivindicacion 13 o 14 en el que la molécula bioactiva se selecciona entre el grupo compuesto
por atrazina, diurén, glifosato, malation, clorpirifés, progesterona y dicrotofés.

16. El método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el microorganismo es una cianobacteria,

preferiblemente Anabaena sp. o Nostoc commune y en el que la solucién de cianobacteria se activo preferiblemente
con luz ambiente durante al menos 60 minutos antes de la fase de incubacion.
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Estabilidad del alga conservada a 4°C
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Estabilidad del alga conservada a 20°C
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Deteccion de metales en 30 minutos con diferentes aditivos
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Deteccion de metales en 60 minutos con diferentes aditivos
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Deteccion de metales en 120 minutos con diferentes aditivos

Figura 12
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Deteccién de Pb en 15 minutos con diferentes mezclas de [Cu+Cd]

prueba contrel: solucién identificada en el

ejey

. se utilizada agua destilada como blance
-Cu 0,1 pom + Cd 0.5 pprn

-Cu 0,1 pom + Cd tppm

-Cu 0,25 ppm + Cd 1 ppm

- Cd ppm

-CuQ,1 ppm

- Cu 0,25 ppm

Anilisis de Pb
se utiliza como solucién blanco la mezcla
indicada en el eje y

Inhibicién (%)

Cu 0,25 ppm

Cu 0,1 ppm
Cd1ppm

sin aditives

Cu 0,25 ppm +Cd 1 ppm
Cu 0,1 ppm + Cd 1 ppm
Cu0,1 ppm + Cd0,5ppm

Pb (mgiL)

Figura 13

27



Inhibicién (%)

ES 2439256 T3

Deteccién de Pb en 30 minutos con diferentes mezclas de [Cu+Cd]
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Deteccién de Pb en 60 minutos con diferentes mezclas de [Cu+Cd]
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Deteccion de plomo en 120 minutos con diferentes mezclas de [Cu+Cd]
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Deteccion de tetraciclina
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