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1. Manual de uso para la extraccion de células de productos de acuicultura de interés
para el proyecto

a. Protocolo de extraccion de células de branquias de moluscos

Para la extraccion de branquias de almeja, las almejas se dejan durante 3 dias en ayunas en un tanque
con agua de mar a 152C y a una concentracion final de Penicilina y Streptomicina de 100 U/L y 100
mg/L, respectivamente. A continuacién 25 almejas de unos 4cm de largo se retiran del tanque y la
concha se desinfecta con etanol al 70%. La apertura se realiza mediante el seccionado del ligamento y
de los musculos abductores (anterior y posterior) con la ayuda de un bisturi. A continuacion, se
procede a la extraccion de las branquias en condiciones de esterilidad en una campana de flujo
laminar.

Figura 1. Fotografia de las células obtenidas de branquia de almeja, al microscopio dptico, tomada a 400X aumentos.
b. Protocolo de disgregacion de tejidos y purificacion celular

Para la disgregacién de los tejidos, tanto de rifidn como de branquia, cada drgano se corta en pequeios
pedazos empleando unas tijeras y se introducen en un vaso de precipitados conteniendo un medio de
Leivobitz-15 (L-15) con 10 unidades/mL de heparina y 2% de suero fetal bovino (FBS). En este medio
se recogen todos los pedazos de rifidn, que posteriormente se pasan por un disgregador celular (con
una malla de 100 um de didmetro de poro) empleando un pistilo. Las células sueltas son recogidas en
otro recipiente, en hielo. Del mismo modo que el procedimiento anterior, todo este proceso se realiza
en una campana de flujo laminar y empleando material estéril.
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Finalmente, para la separacion o purificacidn celular, se emplean tubos Falcon de 15mL conteniendo
un gradiente de Percoll, en el que se afiadieron las células cuidadosamente, gota a gota. Las células se
separan por centrifugacién (a 3000g durante 5 min) a 42C, y se retira la banda conteniendo las células
de interés en cada caso con la ayuda de una pipeta Pasteur. En el caso de rifidn de los peces, células
blancas, mayoritariamente leucocitos; y en el caso de almeja, células sanguineas y mucosas. Las células
recogidas se transfirieren a otro tubo y se lavan un par de veces mas por centrifugacion (a 1500g
durante 5 min), afladiendo mds medio L-15 conteniendo un 2% de FBS y en frio.

Células de Muestra enriquecida

rinon Gradiente de en lecucocitos
Percoll

N

Eritrocitos l _
Macrofagos

(adhesion) Leucocitos

Retirada de restos celulares

Figura 2. Esquema del proceso de purificacion de las células de rifion e imdgenes al microscopio dptico de los cultivos
celulares obtenidos (Imdgenes tomadas a 400X, zoom sobre la misma imagen, en las magnificaciones).

Para terminar, las células se resuspenden en L-15 con un 2% de FBS y 1% de Penicilina/Streptomicina
(Thermofisher, 10.000Ul/ml de penicilina, 10.000 pug/ml de Streptomicina) a la concentracién celular
deseada (4-8. 10° ¢/ml), empleando una cdmara Neubauer para el recuento celular. Se depositan en
placas multipocillo para realizar las diferentes exposiciones con los distintos tipos particulas y
concentraciones de estas. Para el caso de las células de rifidén, con la finalidad de eliminar posibles
macréfagos en la muestra que puedan englobar de forma activa las nanoparticulas afectando a los
resultados finales de bioacumulacidn, se afade un paso extra: dejar las células durante un dia para que
se adhieran los macréfagos y asi poder retirarlos del medio, las células no adheridas se transfirieron a
otra placa para realizar los ensayos (1 ml de cultivo/pocillo) (Figura 3).

2. Manual de uso para la extraccion de NPs metalicas en productos de la acuicultura

a. Hidrdlisis enzimatica asistida por ultrasonidos para la extraccion de NPs de
Ag

Se pesa aproximadamente 1,0 g de cada muestra en tubos de plastico de 10 mLy se afiaden 10 mL de
solucién enzimatica (2,0 g L de pancreatina y 2,0 g L' de solucién de lipasa preparada en 0,2 M
NaH,P04/0,2 M NaOH, con un pH ajustado a 7,4). Se introduce la punta de la sonda de ultrasonidos en
el tubo colocado en un bafio de hielo y se inicia el tratamiento con ultrasonidos al 80% de amplitud
durante 10 min (sonicacidn continua). Finalmente, el digerido enzimatico se separa de los residuos
solidos por centrifugacion (8°C, 3900 rpm o 2364 g, 25 min). Los extractos se conservan en tubos de

“ ACUINANO



@ ihterreg E
Espani

Portugal "

c ACUINANO
(4

plastico a 8°Cy se protegen de la luz con papel de aluminio antes del andlisis. Se realizan dos blancos
diferentes y tres réplicas de todas las muestras para cada condicion de extraccién.

b. Hidrdlisis enzimatica asistida por ultrasonidos para la extraccion de NPs de
TiO2

Se pesa aproximadamente 1,0 g de muestra en tubos de plastico de 10 mL, y a continuacidn se afiaden
7,5 mL de una solucidon que contenga 3,0 mg L-1 de pancreantina y 3,0 g L-1 de lipasa (solucién
preparada en NaH2PO4 0,2 M/NaOH 0,2 M, pH ajustado a 7,4). El tubo que contiene la mezcla se
coloca en un bafio de hielo, y el tratamiento con ultrasonidos se realiza introduciendo la punta de la
sonda en la mezcla y sonando (60% de amplitud) durante 10 minutos (sonicacién continua). Tras la
extraccion, el extracto (digestion enzimatica) se aisla por centrifugacién (8°C, 3900 rpm, 25 min). Los
extractos se conservan en frascos de vidrio ambar a -20°C. Las muestras (o cada conjunto de
experimentos) se realizan por triplicado, y se realizan dos blancos para cada conjunto de muestras y
condiciones de extraccion.

c. Metodologias operativas para extraer el Tiy el Ag totales en peces y moluscos
Digestidn acida asistida por microondas

Se realizan dos blancos diferentes y tres réplicas de cada muestra para todos los conjuntos de
condiciones de microondas. Se pesd 1,0 g de muestra himeda en reactores de teflén. A continuacion,
se afiaden 4 mL de agua ultrapura, 3 mL de HNO; 69%(p/v) y 1 mL de H,0, 33%(p/v). El programa de
microondas consta de cuatro etapas; la primera de calentamiento en rampa desde la temperatura
ambiente a 90°C en 2 minutos, otra de calentamiento en rampa de 90 a 140°C en 5 minutos; una
tercera de calentamiento en rampa de 140 a 200°C durante 5 minutos, y una etapa final de
calentamiento a 200°C durante 11 minutos. Todas las etapas se llevaron a cabo a 1000 W. La digestion
acida se completa cuando los reactores cerrados se enfrian a temperatura ambiente,
aproximadamente 2 horas. Finalmente, los digestos acidos se completan hasta 25 mL con agua
ultrapura. Los digestos acidos se mantienen en tubos de plastico limpios a temperatura ambiente v,
antes de las mediciones de ICP-MS.
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1. Manual de uso para la determinacidn/caracterizacion de NPs en productos piscicolas
por sp-ICP-MS

a. Mediciones de NPs de Ag por sp-ICP-MS

El recuento y la determinacién del tamafio de las NPs requieren la medicidon de pardmetros como el
caudal de introduccién de la muestra y la eficacia del transporte (TE%). El primer parametro se evalué
aspirando agua ultrapura durante 1 minuto y calculando la cantidad (volumen) de agua aspirada
mediante pesaje (diferencia de peso antes y después de la aspiracién/introduccién de ICP-MS). La
eficiencia del transporte se evalud analizando un material NIST (NPs de Au, 60 nm, 50 ng L?). El
software de aplicacion Syngistix™ Nano calcula la eficiencia de transporte, que varié del 3 al 5%
(3,7+1,1%). Se utilizaron las mismas condiciones instrumentales que para las NPs de Ag pero
controlando el m/z 197 para el Au.

La calibracion acuosa se realizé utilizando 0, 5, 10, 15y 20 pg L-1 de soluciones estandar de plata idnica.
El software de aplicacidon SyngistixTM Nano fue capaz de calcular directamente la concentracién y la
distribucidon de tamafio de las NPs de Ag, asi como la concentracion de Ag disuelta, basandose en los
valores de TE(%) calculados previamente y utilizando las ecuaciones desarrolladas para el
procesamiento de datos para el recuento y el dimensionamiento de las nanoparticulas mediante sp-
ICP-MS. Los digeridos enzimaticos se diluyeron 1:125 con glicerol al 1% (v/v) para recubrir y estabilizar
las nanoparticulas. Todas las diluciones fueron sonicadas en bafio de agua con ultrasonidos (37 kHz)
durante 5 minutos antes de su analisis por sp-ICP-MS (condiciones mostradas a continuacion).

Parametros de funcionamiento relativos a las mediciones de particulas individuales

Analyte Ag
Mass 106.905 uma
Density 10.49 g cm™
Mass Fraction 100 %
Ionization efficiency 100 %
Sample Flow Rate 0.47 mL min’!
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Dwell time 50 ps
Sampling time 100 s
Mode Standard
Number of scanning 1
Number of readings 100000

b. Mediciones de NPs de TiO por sp-ICP-MS

Los digeridos enzimaticos se diluyeron en una proporcién de 1:125 con glicerol al 1% (v/v), y las
soluciones se sometieron a ultrasonidos (bafio de agua con ultrasonidos, 37 kHz) durante 5 minutos
antes de las mediciones de sp-ICP-MS (las condiciones de funcionamiento se resumen en la Tabla 1).
Se midieron parametros como el flujo de introduccion de la muestra y la eficiencia de transporte antes
de cada seccién de medicidn. La eficiencia de transporte (TE%) se calculé analizando un material del
NIST (NPs de Au, 60 nm, 518 ng L) en las mismas condiciones instrumentales que las muestras pero
controlando m/z 197 para el oro. Los valores validos de TE% estaban dentro del rango de 1-5%. Se
realizé una calibracidén acuosa de titanio disuelto (idnico) utilizando soluciones estandar de 0, 5, 10, 15
y 20 pgL™. El TE%, asi como la calibracion de Ti disuelto, la concentracién y distribucién de tamafio de
las NPs de TiO, y la concentracidn de Ti disuelto, se obtuvieron directamente del software de aplicacion
Syngistix™ Nano. Las condiciones de sp-ICP-MS se enumeran en la siguiente tabla

Parametros de funcionamiento relativos a las mediciones de particulas

individuales

Analyte Ti

Mass 48.9479 uma
Density 423 gcm™
Mass fraction 59.9%
Ionization efficiency 100%

Sample flow rate

0.41 - 0.42 mL min™!

Dwell time 100 ps
Sampling time 100 s
Mode Standard

ACUINANO
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Cell gas A 0
RPa 0
RPq 0.5
Number of scanning 1
Number of readings 25000
Replicates 3

c. Determinacion de Tiy Ag totales por ICP-MS

El Ti y el Ag totales se determinan por ICP-MS en las condiciones de funcionamiento indicadas en la
tabla 1y tras una dilucién 1:10 con agua ultrapura. El estdandar interno seleccionado fue rodio (103Rh)
para la Ag, y germanio (74Ge) para el Ti. La calibracién por el método de adicion de estandar se realiza
a concentracionesde TiyAgdeO0, 1,5, 10, 50, 100 y 200 pg L. La Ag se evalua en condiciones estandar;
mientras que el Ti se mide en modo KED (He 1,0 mL min™ como gas de colisidn). El limite de deteccion
(LOD) y un limite de cuantificacidn (LOQ) se calcularon basandose en el criterio de 3 SD/m (10 SD/m)
(S.D. desviacion estandar de once mediciones de un blanco de reactivo, y m es la pendiente del grafico
de calibracion), y fueron 31,7 (LOD) y 105,6 (LOQ) ng g* para Ti; y 25,0 (LOD) y 83,0 (LOQ) ng g* para

Ag.

Tabla 1 Condiciones de Operacion para el sp-ICP-MS

Condiciones de Operaciéon SCP-MS Ti

Radiofrequency power 1600 W
Gas flows Nebulization 0.87 mL min’!
Auxiliary 1.2 mL min™!
Plasma 16 mL min!
KED Entrance cell voltage -5V
Exit cell voltage -5V
Collision cell offset —-16
Cell gas A (He) 1.00 mL min!
Axial field voltage 475.00 V
Analyte / mass Ti 48.94787 uma
Ge (internal standard)  73.9212 uma
Condiciones de Operaciéon SCP-MS Ag
Radiofrequency power 1600 W
Gas flows Nebulization 0.87 mL min’!
Auxiliary 1.2 mL min™!
Plasma 16 mL min!
Standard Entrance cell voltage -5V
Exit cell voltage -5V
Analyte / mass Ag 106.905 uma
Rh (internal standard) 102.905uma
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