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Introduccion General

INTRODUCCION GENERAL

El acceso a los alimentos y el agua potable seguros son esenciales para la
vida humana y animal, y contribuyen a la seguridad alimentaria. Sin embargo,
existen diversos contaminantes, entre los que se encuentran los metales
pesados. Los metales pesados son elementos quimicos con una densidad mayor
que 5 g/cm® y una toxicidad elevada. Dicha toxicidad depende principalmente
de tres factores (Kiely, 1999):

1) La concentracion en la que se encuentran: aunque algunos metales
son necesarios para procesos bioldgicos, todos ellos son toxicos en altas
concentraciones. Otros metales, no son esenciales y se acumulan en

diferentes organismos, siendo tdxicos alin en bajas concentraciones.

2) El tipo de especie que forman en un medio especifico: sblo ciertas
especies de metales con determinadas cargas son tdxicas, es decir,
presentan caracteristicas fisicas o quimicas que los hace estar
biodisponibles.

3) La persistencia del contaminante: |lo metales no pueden ser
degradados o descompuestos, es decir Unicamente se distribuyen en el

entorno de distintas maneras.

El desarrollo tecnoldgico, el consumo masivo e indiscriminado y la produccién
de desechos principalmente urbanos, ha provocado la presencia de diferentes
metales en cantidades importantes en el ambiente, generando diversos efectos
sobre la salud y el equilibrio de los ecosistemas. Los metales se incorporan en
el organismo a través de los alimentos, el agua, o como particulas en el aire
que se respira, acumulandose hasta llegar a limites de toxicidad. Si la
incorporacion es lenta se producen intoxicaciones crénicas, mientras que si el
tiempo de exposicion es corto y la dosis de metal alta la intoxicacién puede ser

aguda.
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Segun la Agencia de Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (EPA) el
plomo, cadmio, niquel y zinc entre otros, son algunos de los metales pesados

mas toxicos.

METALES PESADOS: CONCENTRACION EN AGUA Y SUS EFECTOS
SOBRE LA SALUD HUMANA

Plomo

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) establecié en 1995 como limite
legal 50 ug/L para la concentracion de plomo en el agua potable, luego este
limite decrecid hasta 10 pg/L en 2006 (OMS, 2006).

La contaminacién antropogénica, es decir resultante de actividades humanas,
incrementa sustancialmente las concentraciones de plomo, especialmente en
los alrededores de las minas y fundiciones de metal (Miller et al., 2004; Lee et
al., 2005).

Se puede decir que aproximadamente el 40 % del plomo se utiliza en forma
metdlica, 35 % en compuestos quimicos y 25 % en aleaciones. La descarga al
ambiente proviene ademas de la manufactura de pigmentos, pinturas y
quimicos. El plomo en el agua se distribuye en tres fracciones diferentes:
disuelto, unido a las particulas de materia en suspension (PMS) y sedimentado.
El plomo tiene una fuerte afinidad a las particulas de materia, y por lo tanto,
esta presente principalmente en PMS y en fracciones de sedimento mientras
que la cantidad disuelta es baja (Balls, 1988; Zarazua et al, 2006). Sin
embargo, la union de plomo PMS y sedimentos es parcialmente reversible y
éste puede ser liberado al agua en condiciones adecuadas (Chrastny et al,
2006). La cantidad de plomo disuelto es incrementada por varios factores, entre
ellos elevadas cantidades de materia organica disuelta y bajos pHs (Linnik,
2003).

La toxicidad aguda provoca anorexia, vomitos, malestar general y
convulsiones (debido a que aumenta la presion intracraneal), estas Ultimas mas

frecuentes en nifios. Las fuentes de exposicion infantil estdn generalmente
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relacionadas con el medio ambiente, como por ejemplo fichas para pintar,
ceramica, agua potable y el polvo. En adultos, puede causar efectos
gastrointestinales, dolores en brazos y piernas e hipertension. La exposicion a
muy altos niveles puede causar temblores, pérdida de memoria, confusion,

estupor, insuficiencia renal, convulsiones y coma.

Los efectos adversos cronicos asociados a la exposicion al plomo son funcion
de la dosis, independientemente de la via de exposicién. El plomo es absorbido
y acumulado por via percutanea, respiratoria y digestiva, y luego distribuido en
sangre, tejidos blandos (rifdn, médula dsea, higado y cerebro) y tejido
mineralizado (huesos y dientes). Aproximadamente el 90 % de la carga
corporal de plomo en adultos se concentra en los huesos y dientes. En los
nifios, el porcentaje de plomo almacenado es de 70 %, produciendo ademas
trastornos en la capacidad de aprendizaje, disminucién del coeficiente
intelectual y perturbacién en el comportamiento. Debido al continuo crecimiento
y resorcion dsea los niflos son mas susceptibles a los efectos adversos del

plomo.

El plomo afecta varios procesos enzimaticos involucrados en la sintesis del
grupo prostético hemo. En este sentido, concentraciones elevadas de plomo en
sangre han sido asociadas a una sintesis disminuida de hemoglobina y bajo
nimero de gldbulos rojos, lo cual conduce en Ultima instancia a la anemia.
Asimismo, concentraciones elevadas de plomo en sangre han sido asociadas a
disfuncién renal, evidenciada por la excrecion urinaria de pequefas proteinas
moleculares (ATSDR, 2007).

Cadmio

La OMS fijé como valor de referencia 3 ug/L para el cadmio en el agua de
consumo (OMS, 2006) siendo las principales fuentes de contaminacion las
antropogénicas. Las concentraciones promedio de cadmio en el agua potable y
las aguas naturales en diferentes partes del mundo como Argentina, Egipto,

Estados Unidos, Alemania, Australia, Suecia, Polonia, Turquia, China, varian de
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0 a 2.6 ug/L (Andrade et al., 2000, Mohamed et al., 1998; Ryan et al., 2000;
Seifert et al, 2000; Aremu et al., 2002; Rajaratnam et al., 2002; Rosborg et a/.,
2003; Barton, 2005; Tuzen et al., 2005; Virkutyte y Sillanpaa, 2006).

El cadmio se utiliza comercialmente en depdsitos, electrolitos, aleaciones,
soldaduras, estabilizadores de plasticos, baterias, etc. La contaminacién
ambiental por cadmio proviene de la combustién de combustibles fosiles,
incineracion de basura, fundicidon y de la extraccion de zinc. En los suelos se
absorbe a través de la materia organica y en medio acido se absorbe a través

de las plantas. También puede acumularse en organismos de agua dulce.

Al igual que el plomo, el cadmio en aguas naturales se distribuye en tres
fracciones: disuelto, unido a las particulas de materia en suspension (PMS) y
sedimentado. Tiene una fuerte afinidad por las particulas de materia y los
sedimentos pueden contener concentraciones superiores a 100 mg/kg (Woo y
Choi, 2001). Como resultado de esto, la concentracion de cadmio soluble en
agua es generalmente baja, aunque la cantidad de cadmio disuelto puede
incrementarse cuando existen elevadas concentraciones de materia organica

disuelta (principalmente acidos humicos y fulvicos) y bajos pHs (Linnik, 2003).

La toxicidad aguda puede resultar de la ingestién de concentraciones
elevadas de cadmio en alimentos o bebidas contaminados. En estos casos, el
cadmio exhibe efectos locales irritantes sobre el tracto gastrointestinal, como
nauseas, vomitos, diarrea, dolor abdominal y una sensaciéon de ahogo,

evidentes de forma inmediata.

La exposicion cronica al cadmio a través de cualquier via tiene efectos
adversos sobre el corazdn, los pulmones, los huesos, las génadas, y sobre todo,
los rifiones. El principal efecto a largo plazo, esta generalmente relacionado con
enfermedad pulmonar obstructiva crdnica, enfisema y enfermedad tubular

renal.

Los sintomas iniciales de exposicion a la inhalacién cronica son los
relacionados con la fiebre de los humos metalicos (fiebre, dolor de cabeza,

dolor en el pecho, dolor de garganta, tos, vy rinitis).
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La toxicidad crdnica del cadmio a nivel de huesos se debe a su efecto sobre
la pérdida de calcio, que puede ser influenciado por la dieta y el estado
hormonal y que lleva a la osteomalacia (pérdida de minerales de los huesos) y
pseudofracturas. En Japén han sido descriptas alteraciones dseas en personas
que consumieron pescado contaminado con cadmio. La enfermedad fue
denominada "Itai-Itai" ("ay-ay"), en referencia a los gritos manifestados por los

pacientes debidos al dolor.

La exposicion prolongada al cadmio puede interferir en la absorcion de
hierro, lo que conduce a la anemia ferropénica. Sin embargo, el depdsito
principal de cadmio en el organismo es el rifidon. El cadmio interfiere con la
funcidn de reabsorcion del tubulo proximal lo que conduce a la calciuria (calcio
en la orina), aminoaciduria (aminoacidos en la orina), glucosuria (glucosa en la

orina) o proteinuria (proteina en la orina) [ATSDR, 2008].

Zinc

La Organizacion Mundial para la Salud, establecié como limite legal: 5 mg/L.
No obstante, concentraciones de zinc mayores que 3 mg/L en el agua de
consumo pueden afectar a la aceptabilidad del agua por parte de los

consumidores.

El zinc es un oligoelemento esencial que se encuentra practicamente en
todos los alimentos y en el agua potable en forma de sales o complejos
organicos. La principal fuente de zinc son los alimentos como cereales, frutos
secos, legumbres, carnes, aves, y la mayoria de los mariscos. La Administracion
de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (FDA, del inglés Food and Drug
Administration) estimdé que el consumo promedio de zinc a partir de los
alimentos (incluyendo el agua) para un adulto es de 0.23 mg/kg por dia.
Aungue las concentraciones de zinc en aguas superficiales y subterraneas no
suelen sobrepasar los 0.01 y 0.05 mg/L, respectivamente, en el agua corriente
puede haber concentraciones mayores como consecuencia de la disolucion del

zinc de las tuberias.
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El zinc se utiliza en aleaciones de latdn y bronce, asi como también en
cubiertas anticorrosivas. Este metal ingresa al ambiente durante la produccion
del acero, a través de la mineria y de la combustion del petrdleo (ATSDR,
2005a). En suelo, permanece formando compuestos insolubles, y se moviliza a
pH neutro o acido (Volke et al., 2005).

Si bien es un elemento traza esencial, la exposicion aguda al zinc produce
irritacion de la piel. La ingestion de elevadas concentraciones de zinc a partir de
alimentos es dificil. Sin embargo, el consumo de bebidas almacenadas en
recipientes galvanizados o tuberias, el uso de utensilios de zinc, o la ingestién
de demasiados suplementos de zinc conducen a la intoxicacién aguda, que se
manifiesta a través de nauseas, calambres, vomitos y diarrea. En este sentido,
el fosfuro de zinc (plaguicida) y el cloruro de zinc (cuyo limite de exposicion es
de 2 mg/m®), son las sales mas peligrosas y provocan la muerte por

intoxicacion.

Debido a la importancia de la relacién de zinc y cobre en la ingesta, un
elevado consumo de zinc puede conducir a sintomas de deficiencia crénica de
cobre. Por otra parte, la inhalacion cronica de compuestos de zinc puede dar

lugar a dafos en el higado, que pueden ser fatales (ATSDR, 2005a).

Niquel

La concentracion de niquel en el agua de consumo es normalmente menor
que 0.02 mg/L y la Organizacién Mundial de la Salud (2006) establecié como
valor de referencia 0.07 mg/L. El niquel es cominmente ingerido en los
alimentos, y es encontrado en bajos niveles en el agua. El niquel elemental y el
oxido de niquel pueden producirse como particulas o adsorberse sobre otras

particulas en el aire ambiental.

El niquel es utilizado en aleaciones de acero inoxidable, joyeria, monedas
valvulas, baterias y también como catalizador. Las descargas de niquel al
ambiente son originadas a partir de la incineracion de basura y plantas de

fundicidn, asi como a través de las aguas residuales. El niquel se deposita en el
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suelo y se moviliza en medio acido hasta alcanzar el agua subterranea,

adhiriéndose a sedimentos que contienen hierro y manganeso.

Al igual que el zinc, el niquel es un elemento traza esencial. Sin embargo, los
polvos de refinacion de niquel y el bisulfito de niquel son considerados
carcinogénicos, siendo la piel y el tracto respiratorio los principales 6rganos
blanco. El tetracarbonilniquel es muy reactivo, y altamente toxico. Es muy
irritante para las vias respiratorias y la exposicién aguda accidental puede
conducir a un edema pulmonar, neumonia y hasta la muerte. Ademas, ha sido
demostrado que la ingestion de altas dosis de niquel y ciertos compuestos de
niquel causa dolor de estdmago, aumenta el nimero de glébulos rojos e induce

dano renal.

Por otra parte, los compuestos de niquel son sensibilizadores de la piel,
dando lugar a irritacién, eczema y alergias de contacto (dermatitis). La
dermatitis alérgica de contacto es el efecto crénico mas frecuente de la

exposicion al niquel en la poblacion general (ATSDR, 2005b).

MECANISMOS DE RESISTENCIA A METALES

Los microorganismos en su amplia diversidad pueden ser resistentes o
tolerantes a metales. Los resistentes se caracterizan por poseer mecanismos de
detoxificacion codificados genéticamente, constitutivos o inducidos por la
presencia del metal en cuestion (Silver y Misra, 1988). En cambio, los tolerantes
son indiferentes a la presencia o ausencia del metal. Tanto los microorganismos
resistentes como tolerantes son de particular interés como secuestrantes de
metales en sitios contaminados, debido a que ambos tipos de microorganismos
pueden extraer contaminantes. La resistencia o tolerancia experimentada por

microorganismos es posible gracias a la accion de diferentes mecanismos.

La resistencia a metales pesados es el resultado de la intervencion de
multiples sistemas con especificidad de sustrato diferentes, pero que comparten
las mismas funciones. Algunos de estos sistemas estan ampliamente

distribuidos y contribuyen a la defensa elemental de la célula frente a metales
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potencialmente dafinos, asi como frente a las especies que estos producen al
interactuar con los componentes celulares. Otros, estan muy especializados y se
encuentran sélo en algunas especies bacterianas, confiriéndoles la resistencia a
metales pesados (Nies, 2003). Los sistemas desarrollados por las bacterias para
tolerar los efectos nocivos de los metales tdxicos son diversos (Silver y Phung,
2005; Nies, 1999). Entre ellos, se encuentran principalmente los que

involucran:

i) transportadores ubicados en la membrana que expulsan las especies

nocivas desde el citoplasma celular.

i) enzimas que modifican el estado redox de los metales o0 no metales,

convirtiéndolos en formas menos toxicas, y

iii) componentes celulares que capturan a los iones, neutralizando su
toxicidad (Cervantes, et al., 2006)

i) Sistema de expulsion de cationes

La mayoria de los sistemas de resistencia a metales se basan en el eflujo
activo de iones tdxicos tales como los que expulsan iones derivados del cadmio,
cobalto, cobre, niquel, plomo y zinc. En este proceso intervienen
fundamentalmente tres sistemas diferentes: a) las ATPasas tipo P, b) los
transportadores compuestos por miembros de la familia de resistencia,
nodulacion, division celular (RND, por sus siglas en inglés: resistance,
nodulation, cell division), y c) los facilitadores de difusion de cationes (CDF, por
sus siglas en inglés: Cation diffusion facilitator). Estos aparecen en una gran
variedad de bacterias resistentes a metales pesados, donde conforman una red
muy eficiente que asegura la homeostasis celular y garantiza la supervivencia

en ecosistemas con elevadas concentraciones de metales (Nies, 2003).

ii) Transformaciones mediadas por enzimas

Entre las transformaciones enzimaticas de los metales se incluyen la

oxidacion, reduccion, metilacién y demetilacion, (Silver y Phung, 2005) y estas
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pueden dar como resultado compuestos poco solubles en agua o bien

compuestos volatiles.

La detoxificacion por reduccidén requiere que el potencial redox del metal
pesado se encuentre entre el potencial redox Hy/H (—421 mV) y el potencial
redox O,/H, (+808 mV) [calculado a partir de Weast (1984) a 30 °C y pH 7.0],
que constituye el intervalo redox fisioldgico para muchas bacterias aerobias. De
esta manera, por ejemplo, el Hg(II) (+430 mV), el arseniato [As(V)] (+139 mV)
y el Cu(II) (+268 mV), pueden ser reducidos por la célula bacteriana, pero no
asi el Zn(II) (-1.18 V), el Cd(II) (-824 mV), el Co(II) (-701 mV) y el Ni(II) (-
678 mV). Si un metal pesado no puede ser reducido por las vias celulares o su
reduccidon no es conveniente, entonces el metal puede ser complejado o

transportado al exterior celular, o pueden suceder ambos eventos (Nies, 1999).

iii) Captura de iones por componentes celulares

La acumulacion y compartimentacién de iones metdlicos en la célula
bacteriana puede ocurrir en la membrana, el espacio periplasmatico y el interior
celular. En ella pueden intervenir polimeros estructurales y extracelulares que
interactian con los metales atrapandolos dentro de su estructura o proteinas
que se unen a los iones metalicos por los que poseen una gran afinidad,
evitando sus interacciones con otras proteinas esenciales para el

microorganismo (Kasan, 1993).

INTERACCION METAL-MICROORGANISMO

Las interacciones metal-microorganismos han sido estudiadas en el contexto
de la biotecnologia ambiental, con el objetivo de implementar métodos de

remocidn, recuperacion o detoxificacion de metales pesados y radionucleidos.

Ciertos métodos como la precipitacion quimica, floculacion, adsorcion,
intercambio idnico y la filtracion de membrana son convencionalmente usados
para remover metales de las aguas. A pesar de su amplio uso, estos métodos

tienen varias desventajas como la incompleta remocidn del metal, sistemas de
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equipamiento y monitoreo caros, elevados requerimientos de energia o
reactivos y generacion de lodos téxicos u otros productos de desecho que

requieren ser eliminados (Zouboulis et al., 2004).

Los microorganismos pueden realizar dos transformaciones dependiendo del
estado de oxidacion del metal y de la especie que éste esté conformando. La
primera transformacidén corresponde a la movilizacion del metal, es decir el
pasaje de un estado insoluble inicial correspondiente a una fase solida, a un
estado soluble final, en fase acuosa (biolixiviacién). El otro proceso corresponde
a la inmovilizacién del metal, es decir el pasaje de un estado soluble inicial en
fase acuosa a uno insoluble final en fase sdlida (Vullo et a/., 2003). Dentro de la

inmovilizacién de metales por microorganismos se incluyen los procesos de:

Bioacumulacion, el metal se transporta al interior de la célula mediante un
gasto de energia y puede ser secuestrado por proteinas o almacenado en

organelas;

Biomineralizacion, se refiere a la precipitacién del metal como carbonato,

hidréxido, sulfuro o fosfato;

Biotransformacion, involucra un cambio de tipo quimico como por ejemplo

en el estado de oxidacién, metilacion, etc;

Quimiosorcion mediada por microorganismos, en este caso primero se
lleva a cabo una biomineralizacion formandose un depdsito primario el cual

funciona como nucleo de cristalizacion para capturar el metal de interés;

y por ultimo el proceso al que nos referiremos, |a BIOSORCION.

La BIOSORCION es un término usado para describir generalmente Ila
adsorcion pasiva, energia-independiente de moléculas sobre la superficie de un
adsorbente. Un aspecto de la biosorcion es la union de metales sobre biomasa
microbiana. La idea del uso de una biomasa microbiana como adsorbente de
metales pesados surgid hace 20-30 afios cuando eran examinadas alternativas
mas econdmicas y efectivas a los métodos convencionales de purificacion de

agua. Durante las Ultimas décadas, se ha estudiado la biosorcion de un gran

10
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nimero de metales (por ejemplo, aluminio, cadmio, cobalto, cromo, cobre,
hierro, mercurio, niquel, plomo, thorio, uranio, zinc) por una variedad de
biomasas que incluyen bacterias, hongos y las algas (Volesky y Holan, 1995;
Davis et al., 2003; Mehta y Gaur, 2005; Romera et a/., 2006).

La remocion de plomo, cadmio, zinc y niquel por una biomasa de algas
(Plaza Cazon et al., 2012; Luo et al., 2006; Pavasant et al., 2006), hongos (Yan
y Viraraghavan, 2003; Arica et al, 2004; Akar y Tunali, 2005 y 2006) y
bacterias (Pardo et al., 2003; Chojnacka et al, 2005; Lu et al, 2006) es un
proceso rapido en el que el grueso de la eliminacién ocurre durante los

primeros minutos de contacto entre el metal y la solucién de biomasa.

La remocion es influenciada por el pH. Asi, la biosorcién de metales a pH
menores de 2-3 es muy baja, observandose la mayor eficiencia en medios
ligeramente acidos (pH entre 4 y 6). El efecto del pH es el resultado de la
competencia de los cationes metalicos con los protones por sitios de union
cargados negativamente (grupo carboxilo y otros grupos funcionales acidos) a
través de diversos mecanismos. A pHs altos, la formacion de hidréxidos de
metal y otros complejos metal-ligando reduce significativamente la cantidad de

iones metalicos adsorbidos (Vijayaraghavan y Yun, 2008).

Otro parametro importante en la biosorcion es la fuerza idnica, que influye
en la adsorciéon del soluto a la biomasa superficial (Daughney y Fein, 1998;
Borrok y Fein, 2005). El efecto de la fuerza idnica puede ser atribuido a la
competencia entre los iones, los cambios en la actividad de metal, o en las
propiedades de la doble capa eléctrica. Cuando dos fases, por ejemplo, la
superficie de la biomasa y el soluto en solucidn acuosa estan en contacto, estan
obligados a estar rodeados por una doble capa eléctrica, debido a la interaccion
electrostatica. Por lo tanto, la adsorcion de cationes metalicos disminuye con el
aumento de la fuerza iénica (Donmez y Aksu, 2002). Algunos iones inorganicos,
tales como cloruro, pueden formar complejos con algunos iones metalicos v,

por lo tanto, afectar el proceso de biosorcidon (Borowitzka, 1988).

La dosis de un biosorbente influye en gran medida en el grado de

biosorciéon. En muchos casos, dosis mas bajas de biosorbente producen
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mayores captaciones y bajas eficiencias de remocion porcentuales (Aksu &
Cagatay, 2006; Vijayaraghavan et a/., 2006). Un aumento en la concentracion
de biomasa en general, aumenta la cantidad de soluto biosorbido, debido a la
mayor area superficial del biosorbente, que a su vez aumenta el nimero de
sitios de union (Esposito et al, 2001). A la inversa, la cantidad de soluto
adsorbido por unidad de peso de biosorbente decrece con el incremento de la
de la dosis de biosorbente, lo cual puede ser el resultado de la compleja
interaccion de varios factores. Un factor importante a altas dosis de adsorbente
es que el soluto disponible sea insuficiente para cubrir completamente los sitios
intercambiables en el biosorbente, lo que usualmente resulta en la baja
captacion de solutos (Tangaromsuk et a/., 2002). También, como sugirié Gadd
et al. (1988), la interferencia entre sitios de unidon debido a un aumento de
dosis biosorbente no puede ser descartada, ya que esto dard lugar a una

adsorcion especifica baja.

La temperatura no parece afectar en gran medida la biosorcién dentro del
intervalo de 20 a 35 °C (Veglio y Beolchini, 1997). Las temperaturas mas altas
generalmente mejoran la adsorcion debido al aumento de la actividad
superficial y la energia cinética del soluto (Sag et a/, 2000; Vijayaraghavan &
Yun, 2007). Sin embargo, puede esperarse dafio fisico del biosorbente a altas
temperaturas. Debido a la naturaleza exotérmica de algunos procesos de
adsorcion, se ha encontrado que un aumento en la temperatura reduce la
capacidad de biosorcion de la biomasa (Mameri et al., 1999.; Suhasini et al.,
1999).

La concentracion inicial de soluto tiene un efecto importante en la
biosorcion. Una concentracion inicial alta resulta en una adsorcion alta de soluto
por unidad de peso de biosorbente, a pesar de que la eficiencia de remocidn
decrece. Esto es debido a que a una concentracion inicial baja de soluto, la
relacion de los moles iniciales de soluto y el area de superficie disponible es
baja; posteriormente, la fraccion de adsorcion se hace independiente de la
concentracion inicial. Sin embargo, a concentraciones mas altas, los sitios

disponibles para adsorcién son cada vez menores en comparacion con los moles
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de soluto presente. De ahi que la eliminacion de soluto es fuertemente

dependiente de la concentracion de soluto inicial (Vijayaraghavan & Yun, 2008).

El tamaiio del biosorbente también juega un papel vital en la biosorcion.
Las particulas de tamaifo mas pequenas tienen un area de superficie mayor,
que a su vez favorece biosorcion y resulta en un tiempo de equilibrado mas

corto (Vijayaraghavan y Yun, 2008).

Biosorcion de plomo, cadmio, zinc y niquel por

microorganismos

Las capacidades maximas de uniéon de plomo, cadmio, niquel y zinc varian
entre los diferentes géneros y especies de algas, hongos y bacterias, con
valores que van desde unos pocos miligramos hasta unos cientos de miligramos
por gramo de biomasa seca. Las diferencias entre biomasas pueden explicarse
a partir de diferencias estructurales en la pared celular de las diferentes
biomasas. La superficie de las algas usadas en biosorcion estd mayormente
cubierta de alginato y polisacaridos sulfatados (Davis et al, 2003). La pared
celular externa de los hongos se compone principalmente de beta-(1—3)-
glucano y las glicoproteinas (Bowman y Free, 2006), mientras que los
lipopolisacaridos y peptidoglicano con acidos (lipo)teicoicos son caracteristicos
de bacterias gram-negativas y positivas, respectivamente (Beveridge, 1999;
Delcour et al, 1999.). Las concentraciones de grupos funcionales responsables
de la unidn a los iones metalicos varian entre biomasas. En resumen, diferentes
grupos funcionales tienen diferentes afinidades por un determinado metal, lo
que lleva a la variacion de la capacidad de remocién de las diferentes biomasas.

Es importante tener en cuenta que muchas de las especies de
microorganismos utilizados en la remediacion ambiental (por ejemplo, bacterias
quimiolitotréficas que utilizan fuentes inorganicas de energia, tales como
metales, para donacion de electrones y produccidon de ATP) no son aplicables a
la eliminacién de metales en el ser humano o en alimentos. Una de las razones
es que las formas libres de ciertos metales, especialmente el hierro, son raras

en el cuerpo humano y por lo tanto constituyen un nutriente limitante para el
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crecimiento de estos microorganismos (Schryvers et al, 1999). En segundo
lugar, muchas bacterias del suelo pueden ser oportunistas o patdgenos
obligados dentro del cuerpo humano (Colwell et al, 1985). En tercer lugar,
muchas de las especies mas eficaces para la biorremediacion estan modificadas
genéticamente para mejorar su capacidad de biosorcion innata (Batista, et al.,
2009) y en estas condiciones pueden no ser adecuadas para el uso humano.
Esto hace necesario encontrar y evaluar la capacidad biosorbente de otras

cepas, que sean seguras para el ser humano.

BACTERIAS LACTICAS

Las bacterias lacticas tienen estatus GRAS (del inglés Generally Recognized
as Safe) y son cocos o bacilos gram-positivos, no esporulados, catalasa
negativos, que producen acido lactico como el principal producto final de la
fermentacion de carbohidratos. Las bacterias acido lacticas comprenden
especies de los géneros Aerococcus Carnobacterium, Enterococcus,
Lactobacillus,  Lactococcus,  Leuconostoc, = Oenococcus,  Pediococcus,
Sterptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus'y Weissella (Axelsson, 2004). Las
bacterias lacticas son habitantes naturales de los seres humanos y otros
animales. Viven en simbiosis con el huésped y se encuentran en todo el sistema

digestivo, en las membranas de mucosas y la piel.

Algunos géneros de bacterias lacticas como por ejemplo los lactobacilos son
de importancia tecnoldgica significativa, ya que estan implicados en la
fabricaciéon de varios alimentos fermentados y no fermentados, y se han
utilizado como probidticos debido a sus efectos positivos sobre la salud
humana. Los lactobacilos probidticos se han asociado con la prevencién vy el
tratamiento de trastornos gastrointestinales, como diarrea por rotavirus, diarrea
asociada a antibidticos, y la diarrea del viajero, y también han sido sugeridos
como potenciales agentes terapéuticos contra el sindrome del intestino irritable
y la enfermedad inflamatoria intestinal (Lomax vy Calder, 2009;
Parkes et al, 2009; Ruemmele et a/., 2009).
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A continuacion se describen las estructuras superficiales de bacterias lacticas,
que permitirdn explicar su eficiencia potencial en la biosorcidon de metales

pesados.

Pared celular

La pared celular de bacterias Gram-positivas, entre los que se encuentran los
lactobacilos, es una rigida estructura exterior de la membrana plasmatica que
los protege de la lisis osmdtica y sustancias toxicas. Los mayores componentes
de la pared celular son: una gruesa capa de peptidoglicano (mureina), acidos
teicoicos y lipoteicoicos, proteinas, polisacaridos y en algunas especies
proteinas de capa S unidas a la capa de peptidoglicano (Schar-Zammaretti y
Ubbink, 2003). Una representacion esquematica de la pared celular se muestra

en la Figura 1.
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Figura 1: Pared celular de una bacteria Gram-positiva (Velez et al., 2007).

El peptidoglicano de bacterias lacticas es una red que tiene un espesor de

aproximadamente 20-80 nm y se compone de cadenas de polisacaridos lineales
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de alternancia N- acetilglucosamina y acido N-acetil-muramico, extensamente
entrecruzados por dos péptidos cortos (Delcour et al., 1999). Debido a esto, su
estructura @ modo de red es bastante dura y rigida y puede soportar las
significativas fuerzas de estiramiento resultantes de las presiones altas de

turgencia bacteriana, que pueden ser superiores a 20 atm (Jordan et a/., 2008).

Los acidos teicoicos son una clase diversa de compuestos cuya estructura
basica es un polimero lineal de poliol (tal como glicerol) unidos por puentes
fosfodiéster (Delcour et a/, 1999; Neuhaus y Baddiley, 2003). Ellos se unen
covalentemente a la capa de peptidoglicano, mientras que los &cidos
lipoteicoicos se anclan a la membrana plasmatica. Representan mas de la mitad
del peso de la pared celular y son en gran medida responsables de la carga
negativa de bacterias Gram-positivas. Esto se debe al hecho que los grupos

fosfato son acidos fuertes (Schar-Zammaretti y Ubbink, 2003).

Los polisacaridos pueden encontrarse como polisacaridos de la pared
celular o ser secretados al ambiente extracelular. Los polisacaridos asociados
con la pared celular bacteriana son generalmente neutros, aunque algunos
también pueden ser acidos, ya que pueden estar ramificados con subunidades
anionicas, en particular, fosfato de glicerol. A su vez los polisacaridos
extracelulares o exopolisacaridos (EPS), pueden estar unidos covalentemente a
la superficie de la célula en forma de capsula (CPS) y/o ser liberados al medio
circundante en forma de mucilago o s/ime. Los EPS pueden clasificarse de
acuerdo a su composicion quimica en homopolisacaridos (HoPS), compuestos
por un solo tipo de carbohidrato como ser glucosa, fructosa o galactosa; o
heteropolisacaridos (HePS) que contienen una combinacién de azlcares neutros
y otro tipo de residuos como N-acetil-aminoazucares, glicerol, grupos fosfato,
etc. (Delcour et al, 1999; Mozzi et al., 2006).

Las proteinas de superficie de capa S (proteinas de capa S) han sido
encontradas en muchas bacterias lacticas del género Lactobacillus (Avall-
Jaaskeldinen y Palva, 2005). Las proteinas de capa S constituyen la capa mas
externa que envuelve la pared celular bacteriana. Estan formadas por el

ensamblaje regular de subunidades idénticas de proteinas o glicoproteinas, y
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representa la proteina celular mas abundante. Estas subunidades,
generalmente dispuestas en forma de redes simétricas, con cavidades oblicuas,
cuadradas o hexagonales, muestran una tendencia intrinseca a reensamblarse
en arreglos bidimensionales luego de ser removidas y disgregadas durante el
proceso de extraccion con agentes caotrépicos como el cloruro de guanidinio o
el LiCl (Mobili, et al, 2009). Estas proteinas unidas no covalentemente tienen
un tamano de 40-200 kDa y son altamente basicas, con un punto isoeléctrico
calculado que va desde 9 hasta 10.4 (Jakava-Viljanen et al., 2002; Ventura et
al., 2002; Avall-Jaaskeldinen & Palva, 2005). A pesar de la naturaleza basica, se
ha encontrado que la carga superficial de las proteinas de capa S de
Lactobacillus es negativa (Schar-Zammaretti & Ubbink, 2003). Una explicacion
de esto puede ser la implicacion de las zonas cargadas positivamente de

proteinas de capa S en su unién al peptidoglicano (Smit et a/., 2001).

De acuerdo a la informacidon anterior, se deduce que la pared celular de
bacterias lacticas contiene un gran nimero de grupos funcionales cargados
negativamente, principalmente carboxilo y fosfato. Estudios electroforéticos han
establecido que la carga superficial neta de bacterias lacticas es negativa a pH
neutro (Pelletier et al, 1997; Boonaert and Rouxhet, 2000; Schar-Zammaretti
and Ubbink, 2003; Schar-Zammaretti et a/., 2005).

Remocion de compuestos téxicos y bacterias patogenas por
BAL

Algunas de las propiedades beneficiosas de las bacterias lacticas estan

relacionadas con su capacidad de adherirse o unirse a diferentes sitios blanco.

En particular, se puede mencionar la capacidad de varias especies del género
Lactobacillus para remover o unir contaminantes toxicos de los alimentos y del
agua, tales como las micotoxinas (Peltonen et a/, 2001), cianotoxinas (Nybom
et al., 2007), aminas heterociclicas (Turbic et al., 2002) y cationes de metales
pesados (Halttunen et al., 2008b, 2007). En este ultimo caso, Halttunen et a.
(2008a y b, 2007), publicaron varios trabajos donde se comprueba la eficacia

de diferentes especies de lactobacilos en la remocién de cadmio y plomo.
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Los efectos protectores de las bacterias lacticas han sido generalmente
asociados a mecanismos tales como la competencia por la adhesion a sitios o
fuentes nutricionales, la secrecidn de sustancias antimicrobianas, inactivacion
de toxinas y la estimulaciéon del sistema inmune. En este sentido, Golowczyc et
al, (2007) observaron que la preincubacion de Sa/monella con la cepa
coagregante Lactobacillus kefir CIDCA 8321 disminuye significativamente la
capacidad de la Sa/monella para invadir y adherir a las células intestinales Caco-
2/TC-7. Por el contrario, la preincubacion de Sa/monella con la cepa no
coagregante L. kefir CIDCA 83113 no presenta un efecto significativo sobre la

capacidad invasiva de la Saimonella a las células epiteliales en cultivo.

Los antecedentes de remocidon de metales por parte de diferentes biomasas
inactivas y el efecto de las estructuras superficiales de las bacterias lacticas
sobre determinadas propiedades de las bacterias enteras, inspiraron el
desarrollo de este trabajo de tesis. Para su desarrollo se seleccionaron dos
cepas de L. kefir con propiedades superficiales diferentes. En primer lugar se
evalud la tolerancia de crecimiento de ambas cepas al plomo, cadmio, zinc y
niquel, asi como también la capacidad de L. kefir para actuar como biosorbente
de dichos metales del agua (capitulo 1). Luego se implementaron métodos
basados en la espectroscopia Raman para el andlisis de las estructuras
bacterianas involucradas en dicha interacciéon (capitulo 2). Posteriormente, se
definieron modelos de calibracién multivariante para la cuantificacion de plomo,
cadmio, zinc y niquel adsorbidos a la superficie bacteriana (capitulo 2). En un
paso posterior, se utilizd microscopia de fuerza atdomica (AFM) para realizar un
analisis topografico de la estructura de las proteinas de capa S (las envolturas
mas externas en ambas cepas utilizadas) (capitulo 3). Finalmente, se determind
el tipo de interaccion entre las proteinas de capa S y los iones metalicos
estudiados. Se evaluaron los grupos funcionales involucrados en dicha
interaccién y la influencia de los iones metdlicos sobre las estructuras
secundarias de las proteinas de capa S. Para ello se pusieron a punto métodos
basados en la espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR)

(capitulo 3).
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Objetivos

El OBJETIVO GENERAL del presente trabajo fue evaluar la tolerancia de
Lactobacillus kefir a plomo, cadmio, zinc y niquel y su rol como biosorbente de

dichos metales pesados a nivel molecular.

Para el desarrollo de este Objetivo General se plantearon los siguientes
OBJETIVOS ESPECIFICOS:

> Evaluar la tolerancia de las cepas L. kefir CIDCA 8348 y JCM 5818 a
distintas concentraciones de plomo, cadmio, zinc y niquel durante el

crecimiento.

> Estudiar la remocion de plomo, cadmio, zinc y niquel por parte de ambas

cepas en condiciones de no crecimiento (biosorcion).

> Caracterizar la adsorcion de los distintos metales a las cepas de L. kefir a

nivel molecular, mediante espectroscopia Raman.

> Poner a punto una metodologia experimental para la cuantificacién de
metales pesados adsorbidos a L. kefir basada en espectroscopia Raman y

analisis multivariante.

> Estudiar a nivel topografico las proteinas de capa S de las cepas de L.
Kefir.

> Analizar la interaccidon entre iones metalicos con proteinas de capa S de

L. kefir a nivel estructural.
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Efecto del plomo, cadmio, zinc y
niquel sobre Lactobacillus kefir
CIDCA 8348 y JCM 5818 en
condiciones de crecimiento
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Capitulo I

INTRODUCCION

La célula microbiana es un adsorbente natural para los iones metalicos
debido a la naturaleza y composicion de la pared celular (Blackwell et a/., 1995).
Si bien numerosos géneros bacterianos han sido utilizados en la biosorcion de
metales pesados, la utilizacion de bacterias lacticas con este fin es mas reciente
(Wang y Chen, 2009). Asi, para eliminar metales pesados de las aguas
residuales industriales, generalmente han sido utilizadas biomasas microbianas
facilmente disponibles a partir de residuos de la industria farmacéutica o
alimentaria. Sin embargo, no es posible utilizar la biomasa microbiana aislada
de estos residuos en el campo de la tecnologia de alimentos. En el
procesamiento del agua potable y los alimentos, solo pueden ser utilizados
microorganismos con status GRAS (Generally Recognized as Safe), y las

bacterias lacticas pertenecen a este grupo.

La contaminaciéon de los alimentos y el agua por metales pesados continta
en aumento debido al incremento de la contaminacidn ambiental. Los metales
pesados en los alimentos, incluso en concentraciones bajas, pueden acarrear
efectos perjudiciales para la salud (Mudgal et a/, 2010). Al no ser degradables,
cuando dichos metales entran en el organismo se acumulan en los tejidos en
forma de complejos metalicos (Vinodhini et a/., 2008). Una vez en contacto con
las células, los metales producen dafio a nivel de la membrana celular, lo que
conduce al aumento de su permeabilidad. Asimismo, los metales estimulan la
produccion de radicales libres que intervienen en reacciones redox en cascada,

siendo toxicos para la célula (Basaga, 1990).

Existen diversos métodos convencionales fisicos y quimicos para remover
metales pesados del agua, tales como precipitacion quimica, intercambio idnico,
tecnologias de membrana, etc. Estos métodos son eficaces, pero generalmente
dependen de la concentracién de iones metdlicos y ademas, son caros y no

amigables con el medio ambiente (Zouboulis et a/., 2004).

En ciertos casos, los compuestos quelantes como EDTA (acido

etilendiaminotetraacético), DMSA (acido dimercaptosuccinico), DMPS (acido
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dimercapto-propansulfonato) pueden bloquear los efectos tdxicos de metales
pesados cuando ya fueron absorbidos por el organismo (Blanusa et al., 2005).
A pesar de su demostrada eficacia, esta terapia puede ser potencialmente
perjudicial para el organismo debido a que el blanco no sélo es el metal tdxico,
sino también iones esenciales. Por otra parte, el método es también muy

costoso, largo y especialmente dificil para nifios pequefios (MrvCic et al., 2012).

La terapia antioxidante ha demostrado mejores resultados. En este sentido,
el glutatién es un antioxidante con un papel fundamental en la desintoxicacion,
que tiene la capacidad de unirse a metales pesados y otras toxinas y eliminarlas
del organismo (MrvCi¢ et al, 2012). Sin embargo, no existe ningin método
disponible para la eliminacién de metales pesados de los alimentos. Por esta
razon, la union de metales pesados a las bacterias lacticas podria ser una
solucion prometedora para la eliminacion de metales pesados del agua y
alimentos liquidos, y también del propio organismo (Halttunen et al., 2003,
2007, 2008a, b.; Ibrahim et al., 2006; Schut et al.,, 2011).

Tolerancia a metales pesados

A diferencia de metales pesados como el plomo y el cadmio, algunos de ellos
como el niquel y zinc, en concentraciones traza (0.1 mmol/L) son esenciales
para algunos procesos celulares de los microorganismos. Estos Ultimos ejercen
funciones cataliticas en determinadas reacciones bioquimicas o en conversiones
metabdlicas, actian como micronutrientes o cofactores enzimaticos, o pueden
estabilizar estructuras proteicas (Bruins et al, 2000). Sin embargo, en
concentraciones superiores ejercen un marcado efecto citotdxico, por lo que el
mantenimiento de concentraciones adecuadas de estos metales constituye un

factor importante para lograr la homeostasis celular (Silver, 1998).

En general, la propia bacteria presenta mecanismos de incorporaciéon vy
exportacion para un mismo ion metalico esencial. Muchos microorganismos
contienen dos tipos de sistemas de captura de cationes de metales pesados.

Uno es rapido e inespecifico, expresado constitutivamente y utilizado por una
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variedad de sustratos. Estos sistemas rapidos son generalmente dependientes
del gradiente quimiosmatico existente a través de la membrana citoplasmatica
bacteriana. El segundo tipo de sistema de captura posee una gran especificidad
de sustrato, es mas lento y generalmente utiliza la hidrélisis de ATP como
fuente de energia, ademas del gradiente quimiosmatico. Este sistema
consumidor de energia sélo se induce en la bacteria cuando ésta lo necesita, en
condiciones nutricionales desfavorables o en alguna situacion metabdlica

especial (Nies et al., 1995).

Cuando un microorganismo se enfrenta a grandes concentraciones de algun
metal pesado que es acumulado por el sistema inespecifico, el catidn del metal
pesado es transportado al citoplasma, a pesar de su elevada concentracion,
porque estos transportadores inespecificos son expresados constitutivamente.
Por consiguiente, no es posible cerrar esta entrada. Esta “puerta abierta” es la
primera razén por la cual los iones metalicos pesados son toxicos (Nies et al.,
1995). Cuando el gen que codifica este sistema transportador rapido e

inespecifico se muta, las mutantes obtenidas son tolerantes a metales.

Una vez dentro de la bacteria, cuando estos elementos se encuentran en
exceso, pueden formar enlaces coordinados con aniones bloqueando grupos
funcionales de enzimas, inhibir sistemas de transporte, desplazar metales
esenciales desde los sitios nativos de enlace e interrumpir la integridad de la

membrana celular (Nies, 2003).

Asi, los cationes de los metales pesados foraneos pueden interactuar con
iones fisioldgicos, inhibiendo sus funciones en la célula. En este sentido, el
Cd(II) puede interactuar con el Zn(II) o el Ca(Il), el Ni(II) y el Co(II) con el
Fe(II) y el Zn(II) con el Mg(II). Dichos metales foraneos también tienden a
unirse a grupos sulfhidrilo, lo cual origina la inhibicion de la actividad de
enzimas sensibles (Nies DH, 1999). La acumulacion gradual de cationes
metdlicos tanto en sitios antropogénicos como en ecosistemas naturales,
sumada a su toxicidad potencial y a la situacién de “puerta abierta”, han
conducido al desarrollo de la homeostasis de metales pesados. Este fendmeno

se debe a un proceso de adaptacién espontanea al medio, debido al desarrollo
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0 adquisicion de sistemas genéticos que contrarrestan los efectos de las
elevadas concentraciones de iones metalicos para la célula (Trajanovska et al.,
1997).

Union de metales pesados a bacterias lacticas en condiciones de no
crecimiento

El proceso pasivo (metabdlicamente no activo) de unidn de iones metalicos a
la superficie celular de diversos microorganismos entre los que se encuentran
bacterias lacticas, se denomina biosorcion. Se trata de un proceso complejo
que incluye adsorcidn, intercambio idnico, complejacion, quelacién vy
microprecipitacion (Blackwell et al, 1995). Ademas, depende de las
caracteristicas de los iones metalicos, las propiedades de las cepas (como
grupos funcionales disponibles de la superficie celular) y las caracteristicas
fisico-quimicas del medio ambiente (pH, temperatura, concentracion de iones

metalicos), tal como se describid en la Introduccion general.

El modelo de Langmuir es el modelo mas frecuentemente utilizado para
describir isotermas de adsorcidn simples y para comparar el comportamiento de
diferentes biosorbentes (bacterias). Para evaluar qué cepa es mas eficiente en
la biosorcion de un determinado ion metdlico, ademas de la capacidad de unién
[dmax (Mg 0o mmoles de metal/g de biomasa)], se debe considerar Ia
concentracion inicial de iones metalicos y la afinidad de la biomasa por dichos

iones (b).

Las cepas con alto valor de b (afinidad de la biomasa por el ion metalico) son
mas eficientes a bajas concentraciones iniciales de iones metalicos (por ejemplo,
en el tracto gastrointestinal). Las cepas con mayor Qmax tienen un mayor
potencial en algunos sistemas de contaminacion industrial. Teniendo en cuenta
lo anterior, varios autores observaron que ciertas cepas de bacterias lacticas
pueden recomendarse para la eliminacién /n situ de metales pesados. Asi,
Lactobacillus casei Shirota (Halttunen et a/., 2007) es capaz de eliminar cadmio;
y Lactobacillus rhamnosus LC-705 (Halttunen et a/., 2003; Ibrahim et al., 2006),
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Bifidobacterium /lactis Bbl12 y Bifidobacterium longum 2C (Halttunen et al.,
2007) son capaces de remover cadmio y plomo. Lactobacillus plantarum vy
Lactobacillus brevis (Mrvéi¢ et al., 2009a y b) tienen buena capacidad para
adsorber cobre y zinc. Es importante destacar que las biomasas quimicamente
modificadas o muertas como consecuencia de tratamientos térmicos, en la
mayoria de los casos tienen una capacidad de eliminacién igual o mayor que las
bacterias vivas. Esto se debe a la mayor exposicion de los componentes
celulares bacterianos a la union de metales, como por ejemplo la ruptura parcial

de la capa de peptidoglicano (Tabla 1.1).

La unidn de iones metalicos a bacterias lacticas es un proceso rapido: sélo es
necesario de 5 min a 1 h para la unidn eficaz de los iones metalicos en solucién
acuosa. Esto sugiere un proceso pasivo de superficie, independiente del
metabolismo y no una acumulacién dentro de la célula. No obstante, ha sido
publicado que L. mesenteroides es capaz de acumular zinc en estas condiciones
(Mrvci¢ et al., 2009a). Desde el punto de vista econdmico, la reducida duracién
del proceso adquiere especial relevancia cuando se piensa en propdsitos

practicos de aplicacion.
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Tabla 1.1: Biosorcién de plomo, cadmio, zinc y niquel a bacterias lacticas.

. Condiciones
Bacterias Parametros de

Metal Optimas de Referencias
operacion

lacticas union

L. plantarum 49.5 £ 0 Tian et al.

Plomo . 2
CCFM8661 53.0 (2012)

L. rhamnosus 49.3 0.10 1 Ibrahim et
LC-705 29.1°2 0.38% ' al. (2006)

L. fermentum 136.12 0.102 Halttunen et

. 7
ME3 142.6* 0.15° al. (2007a)

47.12 0.122 Halttunen et

B. longum 2C b b . 7
45.4 0.50 al. (2007a)

P. freudenreichii 79.1 0.03 1 Ibrahim et
JS 105.6% 0.02° ’ al. (2006)

L. rhamnosus 12.52 0.322 7 Halttunen et
GG 13.2°  0.18° ' al. (2007a)

- 19.0*  0.51° Halttunen et
L. casei Shirota b b 6.0 37
12.1 0.51 al. (2007a)
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. 32.12 0.052 Halttunen et
B. lactis Bb12 b b 6.0 37
34.1 0.13 al. (2007a)

32.0% 0.092 Halttunen et
B. longum 46 b b 6.0 21
54.7 0.12 al. (2007a)

Mrvéié et al.
(20094, b)

Zinc L. mesenteroides 27.10 0.4 5.0 32

Mrvéié et al.

L. plantarum 10.18 0.49 5.0 32
(2009a, b)

]

Sin marca: biomasa viva.

@ Biomasa muerta como consecuencia de tratamiento térmico.
® Bacterias liofilizadas.

N.I.: No Informado.
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Los componentes de la pared celular tienen un papel esencial en la unién de
iones metalicos (Blackwell et al, 1995). La pared celular de las bacterias
lacticas esta formada principalmente por peptidoglicano, acidos (lipo)teicoicos,
proteinas y polisacaridos (Delcour et al., 1999). El peptidoglicano se compone
de cadenas lineales de polisacaridos, compuestos de unidades de N-
acetilglucosamina y acido N-acetil-muramico alternadas, y conectadas entre si
por medio de dos péptidos cortos. Los polisacaridos asociados con la pared
celular bacteriana y los polisacaridos extracelulares de bacterias lacticas pueden
ser neutros o acidos. Debido a su abundancia y su presencia en la superficie
exterior de la pared celular, se especula que los polisacaridos extracelulares y
asociados a la pared celular determinan en gran medida las propiedades
superficiales de los microorganismos, asi como las propiedades funcionales
tecnoldgicas y promotoras de la salud (Ruas Madiedo, et a/., 2002). Por otra
parte, las proteinas de capa S constituyen la capa mas externa que envuelve la
pared celular de varias especies de lactobacilos y representan las proteinas mas
abundantes (Frece et al., 2005). Todas estas biomoléculas superficiales poseen
numerosos grupos funcionales entre los que se encuentran carboxilatos,
oxhidrilos, aminas, y fosfatos con diversas distribuciones de carga, por lo que

podrian unir iones metalicos.

Existen diferentes metodologias analiticas capaces de dilucidar el papel de
los diversos componentes de la pared celular en la uniéon de iones metalicos.
Entre ellas, la espectroscopia vibracional, que incluye principalmente la
espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier (FTIR) y la
espectroscopia Raman, constituye una herramienta poderosa que de acuerdo a
nuestro conocimiento, no ha sido utilizada en gran medida con estos fines. La
adsorcion de metales en la superficie bacteriana es capaz de modificar el
entorno, lo cual se refleja en alteraciones en los espectros (Plaza Cazén et al.,
2012; Lin et al, 2005; MrvCi¢ et al, 2009a). Teniendo en cuenta dichas
alteraciones, asi como la dependencia del pH de los iones metalicos en la
interaccion con dichas superficies, se ha propuesto que varios mecanismos
reversibles, tales como el intercambio de iones (Halttunen et al, 2007) o la
formacién de complejos de metales con grupos carboxilo y fosfato en la pared
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celular (Ibrahim et al, 2006) podrian estar involucrados en la interaccion
bacteria-metal. En el caso de las bacterias lacticas, los grupos hidroxilo de la
capa de peptidoglicano y los grupos carboxilato de proteinas también juegan un
papel importante en la unidn de los iones metalicos (Mrvci¢ et al., 2009a; Lin et
al. 2005).

Los mecanismos de unidn de iones metalicos a las bacterias lacticas no
difieren de los mecanismos presentes en otras bacterias (Vijayaraghavan & Yun,
2008). Las diferencias mas significativas estan relacionadas con la capacidad de
union de iones metalicos debido a los grupos funcionales expuestos en la
superficie de cada bacteria, asi como también del area disponible para la
interaccién. Estos factores dependen de cada género y especie bacteriana y de
su estado de division celular. Asi, los factores que afectan la sintesis de la pared
celular tienen un significativo impacto en el proceso de biosorcion y la

capacidad de unidn de iones metalicos.

Ademas de la estructura de la pared celular, existen parametros
fisicoquimicos tales como la concentracion inicial de iones metalicos, pH inicial,
el tiempo de contacto, la concentracion de biosorbente y variacion de la
temperatura que también pueden afectar al proceso de biosorcidn. El valor del
pH es uno de los parametros clave que influye en la biosorcion. Asi, variaciones
en el pH inducen cambios en las propiedades quimicas de iones metalicos y la
actividad de grupos funcionales, asi como la competencia entre cationes
metalicos y protones por los sitios de union a la pared celular. A pH bajo (pH <
3) en presencia de alta concentracion de H' la unién de los iones metalicos es
insignificante y cuando aumenta el pH hasta valores cercanos a 6, la union de
los iones metalicos también aumenta (Ibrahim et al., 2006; Mrvci¢ et al., 2009 a,
b). En este rango de pH, los grupos carboxilo que participan en la unién al ion
metalico estan cargados negativamente lo que aumenta la eficiencia de los
procesos. En soluciones de pH mas elevado, puede ocurrir la disminucién de la
solubilidad y la precipitacion de iones metalicos (Ibrahim et al., 2006; Mrvci¢ et

al, 2009a, b; Schut et al, 2011). De acuerdo a los autores que trabajaron con
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bacterias lacticas, un pH de 5.0 es Optimo para la biosorcion de metales
(Halttunen et al,, 2007; Mrvcic et al., 2009 a, b).

El aumento de la concentracidon de la biomasa microbiana incrementa el area
de contacto y por lo tanto, el nimero de sitios de unién a metales (Ibrahim et
al., 2006; Mrvci¢ et al, 2009 a,b). Generalmente, la unidon de metales a una
biomasa microbiana sigue un modelo lineal. Sin embargo, algunos autores han
informado que la competencia entre los sitios de union disponibles cuando las
densidades de biomasa son elevadas o estan auto- y/o co-agregadas ha
causado la disminucion en la capacidad de extraccién especifica del biosorbente
(Halttunen et al., 2008b). Ademas de la concentracion, la eficiencia del proceso
se ve afectada por el tamafo de particula de biosorbentes, las particulas
pequefas tienen una mayor area de contacto y son mas adecuadas para el
proceso de biosorcion. La biosorcion es mas eficiente cuando la concentracion

inicial de iones metalicos en solucion y la velocidad de mezclado son elevadas.

Interaccion Hospedador con Metales

Biosorcion del metal en el cuerpo humano

Se sabe que en los ecosistemas ambientales existe una intrincada interaccion
entre los contaminantes metalicos y los microorganismos nativos. Estos
microorganismos han desarrollado mecanismos de resistencia Unicos que les
permiten sobrevivir y, en algunas instancias eliminar o reducir las
concentraciones de contaminantes en sus entornos. Con nuestro organismo
como huésped de una gran poblacion microbiana en areas como la cavidad oral
o el tracto gastrointestinal, iqué papel puede jugar la microbiota en la
interaccién con metales, una vez que entran en el organismo? La microbiota
intestinal es la comunidad microbiana que tiene mayor contacto con los metales
y otros contaminantes ingeridos a través de la dieta. Esta microbiota contiene al

menos dos érdenes de magnitud mas de genes que los que forman parte del
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genoma humano (Qin et al, 2010), por lo tanto la diversidad genética y
enzimatica es inmensa. Estos microorganismos desempefian un papel clave en
la regulacién de la digestion al proporcionar enzimas requeridas para la
descomposicion metabdlica, asi como también el procesamiento y metabolismo
de compuestos que entran en el huésped a través de una dieta normal
(Martens et al, 2011; Serino et al, 2011). La mayor poblacién de especies
bacterianas se encuentra desde el intestino delgado al intestino grueso (Turroni
et al, 2009), que es el sitio principal de la degradacion metabdlica y la
absorcion de nutrientes. Por lo tanto, es posible que los metales incorporados y
liberados durante el metabolismo puedan ser secuestrados por la microbiota

enddgena, la cual impedira la absorcion de los metales en el huésped.

Una de las mayores evidencias de esta proteccidn intrinseca es el hecho de
que muchos de los metales tdxicos, como plomo, cadmio y mercurio, se
consumen en concentraciones mucho mas elevadas que las que en realidad se
detectan en muestras de sangre y cabello de los individuos expuestos (Fierens
et al, 2007; Zubero et al, 2010). La biodisponibilidad relativa de los
contaminantes ingeridos después de la exposicion oral se calcula
tradicionalmente mediante experimentos con animales que controlan el
porcentaje de una dosis ingerida absorbida en la sangre (Diamond et al., 1998).
La bio-accesibilidad de contaminantes se refiere a la fraccion porcentual de un
contaminante ingerido que se libera en fluidos gastrointestinales simulados
(Rodriguez et al., 1999). La primera prueba base de extraccion fisioldgica, para
calcular la bio-accesibilidad de plomo desde suelos contaminados fue
desarrollada en un modelo /n vitro gastrointestinal (GI) que simula las
condiciones fisicas, quimicas y enzimaticas del tracto GI humano (Ruby et a/.,
1996). Teniendo en cuenta que antes de la absorcion de los contaminantes a
través del epitelio GI es necesaria su disolucidon, la bio-accesibilidad es
considerada como un factor de prediccion de la biodisponibilidad /in vivo
(Oomen et al, 2003). Uno de los modelos mas aceptados y reciente de la
biodisponibilidad es el Simulador del Ecosistema Humano Microbiano Intestinal
(SHIME), un modelo GI /n vitro Unico porque incorpora la actividad de la
microbiota GI humana (Boever et al., 2000; Van de Wiele et a/, 2007). No hay

31



Capitulo I

otras pruebas o modelos estandar que tengan en cuenta el efecto de la

microbiota GI humana en la alteracion de la biodisponibilidad de los metales.

El secuestro microbiano de metales por la microbiota intestinal es
fuertemente respaldado por diversos estudios en los cuales se han determinado
diferencias significativas en la concentracién de contaminantes antes y después
de ser consumidos. Aproximadamente el 40-60% de la cantidad total de
metales originalmente ingeridos nunca es absorbido a través de la barrera
intestinal (Wester et al, 1992). Esta variacion en la bio-accesibilidad es Unica
para cada metal y depende de la via de entrada, de los alimentos que se
consumen Yy del tipo de microbiota del huésped (Sun et al., 2012). Si bien el
sistema SHIME ha sido importante para demostrar el efecto de la microbiota
intestinal en la liberacién de metales biodisponibles, ain no ha sido respondida
la pregunta acerca del rol de la microbiota intestinal en la unién de metales y

secuestrantes y en la proteccion del huésped.

Como se menciond anteriormente, uno de los mecanismos principales de
resistencia bacteriana es la capacidad de unirse a metales. Han sido descriptos
tres mecanismos de unién de metales a las paredes celulares bacterianas: i)
reacciones de intercambio i6nico con el peptidoglicano y los acidos teicoicos, ii)
la precipitacion a través de reacciones de nucleacion, y iii) la formacion de

complejos con ligandos de nitrégeno y de oxigeno (Beveridge et al., 1980).

El phylum Firmicutes representa una gran parte de la microbiota en el colon
(Zoetendal et al, 2006). Se compone en gran parte de las bacterias Gram-
positivas de los géneros Bacillus y Clostridium, y también Lactobacillus (Vrieze
et al., 2010). Asi, en el tracto intestinal humano hay grandes poblaciones de
células bacterianas potencialmente capaces de unir y secuestrar los metales

que ingresan en el organismo.

La desintoxicacion es el proceso por el cual se remueven o eliminan drogas,
mugatenos y otros agentes toxicos del organismo. En cambio la detoxificacion
es el mecanismo de prevencion de entrada de compuestos perjudiciales en el
organismo, y por lo general se produce en el tracto GI, higado y rifiones antes

de que los compuestos puedan diseminarse y llegar a sitios donde sean
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perjudiciales (Jin et al, 2009; Berhane et al, 1994). En este proceso, la
microbiota intestinal, que contiene bacterias potencialmente probidticas, puede
tener un rol importante, evitando el ingreso de metales al organismo vy

consecuentemente, protegiendo al huésped.

Los metales y la microbiota intestinal

Los constituyentes de la microbiota intestinal se ven afectados por metales
como el plomo, el cadmio, mercurio, lo que lleva a un estado disbiotico (Coolon
et al, 2010). Sin embargo, algunas especies de lactobacilos podrian usarse
como adyuvantes en el tratamiento de la toxicidad de metales en seres
humanos, ya que dichos microorganismos poseen mecanismos de resistencia
eficaces en la prevencion del dafio celular generado por metales tdxicos (Tian
et. al., 2012). Ademas, el género Lactobacillus, junto con algunos otros géneros
0 especies bacterianas, han demostrado ser capaces de unir y secuestrar
metales toxicos en sus superficies celulares, eliminandolos del ambiente
(Robinson et al, 1984). En general, los genes de resistencia a metal y a
antibioticos son codificados en el mismo plasmido y la exposicion a antibidticos
y metales ejerce una presidn selectiva sobre los portadores de estos plasmidos
para mantener esta informacidon genética. La exposicion a los metales es un
hecho cotidiano en el ambiente intestinal y las especies que tienen mecanismos
de resistencia a metales probablemente se adaptan mejor (Devirgiliis et al.,
2011).

Los lactobacilos constituyen una poblacion importante de la microbiota
intestinal, contribuyendo a la homeostasis y la inhibicion del crecimiento de
patdgenos. Dado su largo historial de uso seguro en productos alimentarios y
como probidticos, su consumo se ha incrementado en los Ultimos afios. La
contaminacidon por metales sigue siendo un problema de la salud publica y la

mayor puerta de entrada al organismo continda siendo la dieta. En este sentido,
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tiene gran importancia la capacidad de los lactobacilos para reducir el estrés
oxidativo causado por la toxicidad de los metales /in vitro (Bhakta et al., 2012;
Koller et al., 2008) y la capacidad de desintoxicacidn contra otras toxinas de la
dieta (Stidl et a/, 2008). La capacidad de los lactobacilos para unir y secuestrar
metales depende de los mecanismos de resistencia de cada cepa. Las bacterias
que tienen la capacidad de exportar metales disminuyen el dafo mediante la
reduccion de su concentracion celular de metales. Sin embargo, este
mecanismo no es ideal para la desintoxicacién del tracto gastrointestinal, ya
que resulta en un movimiento ciclico del metal. Mientras que la bacteria
bombea estos metales de nuevo hacia el lumen intestinal, el proceso de
captacion de metales, transcripcion de los genes necesarios y generacion de
todas las proteinas necesarias para una concentracion lo suficientemente alta
lleva tiempo. Durante este tiempo, el metal esta atrapado dentro de la bacteria,
mientras que el microorganismo se esta moviendo al intestino bajo hacia la
eliminacion a través de la defecacion. Posiblemente la especie bacteriana ideal
para la desintoxicacion es la que carece de los genes que codifican
transportadores de metal y por lo tanto sélo se unen y secuestran metales
pesados. Esto, en teoria, podria reducir la concentracion de metal en el tracto
intestinal y reducir la disponibilidad de los metales para la absorcion en el
huésped (Monachese et al, 2012b).

Por todas estas razones el analisis de la interaccion de los lactobacilos con
metales es importante para entender la toxicologia de los metales y para el

desarrollo de tratamientos naturales que contribuyan a su detoxificacion.
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MATERIALES Y METODOS

1. Microorganismos utilizados

En el presente trabajo se utilizaron microorganismos de la especie
Lactobacillus kefir. L. kefir CIDCA 8348 aislada a partir de granulos de kefir del
CIDCA (Centro de Investigacion y Desarrollo en Criotecnologia de Alimentos), y
la cepa de coleccién L. kefir JCM 5818 (obtenida de la Japan Collection of
Microorganisms). Ambas se seleccionaron por tener diferentes propiedades
superficiales (capacidad de agregacion y co-agregacion), reconocimiento por

anticuerpos y estructura de las proteinas de capa S. (Tabla 1.2)

Tabla 1.2: L. kefirempleadas y sus propiedades superficiales

Mr de
Cepa % H CtA CtC Ht CapaS %Adh
(KDa)

L. kefir
CIDCA 8348 83.0+1.0 40.0+5.0 23.1 £ 9.8 + 661 45+1.3

JCM 5818 80.0 £ 5.0 0 0 - 69 1 ND

%H: Porcentaje de hidrofobicidad determinado por particion en haxadecano (Pérez et al.,.
1998).

CtA: Coeficiente de autoagregacion. CtA = [1-(DOt/DOi)] x 100, donde DOt es la densidad
bacteriana a 550 nm a tiempo = 0 min, y DOt es la densidad Optica a tiempo = 60 min.
(Golowczyc et al., 2007).

CtC: Coeficiente de coagregacion de L. kefir con Salmonella sp. CtC = [1-(DOt/DOi)] x 100-CtA.
Ht: Habilidad de aglutinar gldbulos rojos (Garrote et al., 2004).

Mr: Masa molecular relativa de las proteinas de capa- S.

% Adh: Porcentaje de adhesién a células Caco-2/TC-7 calculado como: (nUimero de
lactobacilos adheridos/ nimero de lactobacilos adicionados a la fosa) x 100 (Golowczyc et al.,
2008).

ND: no determinado.

35



Capitulo I

2. Medios de cultivo, soluciones buffer y soluciones de metales

Todos los medios se esterilizaron en autoclave a 120 °C durante 15 minutos

(salvo indicacién contraria).

Caldo MRS (De Man, Rogosa, Sharpe, 1960), Biokar Diagnostics,
Beauvais, France

peptona universal 10.0 g/L
extracto de carne 5.0g/L
extracto de levadura 5.0g/L
D(+) glucosa 20.0 g/L
KoHPO4 2.0 g/L
Tween 80 1.0g/L
citrato acido de amonio 2.0 g/L
acetato de sodio 5.0g/L
MgSO4 0.1g/L
MnSO4 0.05g/L
pH=6.5%0.1

Caldo LAPTg (Raibaud, P. et al. 1961)

peptona 15 g/L
extracto de levadura 10 g/L
triptona 10 g/L
glucosa 10 g/L
Tween 80 1g/L
agua destilada c.s.p. 1 litro
pH final= 6.6

Medios solidos

Los medios agarizados se obtuvieron a partir de los caldos homdnimos,

suplementados con 1.5% (p/v) de agar.
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Medio diluyente

Agua peptona (peptona 1 g; agua destilada, c.s.p. 1 litro). Se utilizd para
preparar diluciones decimales de los cultivos para el recuento de

microorganismos viables en medios sdlidos.

Buffer PBS
NaCl 8.02 g/L
KCl 0.23 g/L
Na,HPO4 1.17 g/L
KH,PO4 0.20 g/L
pH=7.4%0.2

Coloracion de Gram

Materiales:
Cristal violeta: 10 g/L en agua destilada.
Safranina (solucion madre): 25 g/L en etanol.
Safranina (solucidn de trabajo): solucion madre diluida 1/10.
Lugol: 10 g I, + 20 g KI en 1 litro de agua destilada.
Decolorante: etanol-acetona 4:1.

Las soluciones se filtran antes de utilizarlas.

Protocolo:
Tiempo de exposicion (seg)
Cristal violeta 120
Lugol 60

Lavado con agua
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Decolorante 10
Lavado con agua
Safranina 120

Soluciones de metales

Las soluciones madre de metales se prepararon a partir de las siguientes

sales comerciales en agua Milli Q:
Plomo de Pb(Nos), marca FLUKA (Chemie Gmbh, Suiza)
Cadmio de Cd(NOs), marca Baker (Phillipsburg, New Jersey, USA)
Niquel de Ni(NO3),.6H,0 Fluka (Chemie Gmbh, Suiza)

Zinc de Zn(NO3),.6H,0 Fluka (Chemie Gmbh, Suiza)

3. Condiciones de cultivo y crecimiento de las bacterias

Las cepas de L. kefir CIDCA 8348 y L. kefir JCM 5818 se activaron al 2 % en
medio MRS a 30 °C en aerobiosis durante 48 horas. Estos cultivos iniciales se
repicaron al 2 % en medios de cultivo frescos de LAPTg o MRS, y se incubaron

a 30 °C en aerobiosis sin agitacion durante 48 h.

4. Tolerancia de L. kefir a distintas concentraciones de metales

Una vez reactivadas las cepas, se realizaron cinéticas de crecimiento en
placas de 96 fosas (Greiner Bio-one, Alemania). Las cepas de L. kefir se
crecieron en medio MRS diluido a la mitad de su concentracién original. Se
adicioné al medio MRS, diferentes concentraciones de los cationes Pb**, Ni** y
Zn** en el rango 10-0.02 mM y en el rango 1-0.002 mM para el caso del ion
Cd**. Luego, cada fosa se inoculd con las cepas L. kefir CIDCA 8348 y L. kefir
JCM 5818 al 2 %. Se utilizaron fosas sembradas solo con las bacterias y sélo
con los metales como controles. Las placas se incubaron durante 76 h a 30 °C;

realizandose lecturas de DO a 600 nm en intervalos de 4 h a 10 h.
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4-a Calculo de la dosis-respuesta (EC50)

Se consider6 la DO de la bacteria crecida en medio de cultivo en ausencia de
metal (control) como 100 % de crecimiento. Posteriormente, se multiplicd por
100 la DO de la bacteria crecida en presencia de distintas concentraciones de
metal luego de 55 h de crecimiento (fase estacionaria) y el valor obtenido se

dividié por la DO del control de la manera siguiente:

%DO0 = mbacteria[Me*loo (I-]-)
Docontrol

donde DOpaceriave €S la DO de la bacteria crecida en presencia de distintas
concentraciones de metal luego de 55 h de crecimiento (fase estacionaria) y

DOcontrol €S la DO del control.

Esto permiti6 obtener una grafica de % de DO vs log;, de las
concentraciones de Pb®*, Cd**, Ni** y Zn>* para cada cepa de L. kefir. A partir
de este grafico se determind la concentracion efectiva 50 (EC50), definida como
la concentracién de ion metdlico que produce un 50 % de inhibicion en el

crecimiento bacteriano.

Para ello se utilizd el programa estadistico GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, 2007) que emplea la ecuacidn log (inhibidor) vs
respuesta con pendiente variable:

EC50= DO, + (DO,-DO)) (1.2)
1+10[(LogEC5_G-X)*P)]

donde EC50 es la concentracion efectiva cincuenta; DO; es el porcentaje de
DO a 600 nm minima referida a la DO del control; DOy, es el porcentaje de DO
a 600 nm maxima referida a la DO control; X es la concentracion de metal

usada y P es la pendiente de la grafica.
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4-b Observacion microscopica de las bacterias crecidas en presencia

de metales

Para evaluar el efecto de la exposicion a los metales sobre la morfologia y/o
de agrupacion en los lactobacilos, se realizaron observaciones al microscopio
optico (1000X). Para ello, se seleccionaron las EC50 de cada metal y se incubd
cada bacteria en MRS durante 48 h a 30 °C. En el caso del plomo se usé una
concentracion de 10 mM (la maxima concentracion ensayada en las curvas de
tolerancia). Las muestras fueron posteriormente fijadas sobre un portaobjeto a
37 °C durante 20 min y tefiidas usando sélo cristal violeta para lograr un efecto

de contraste y evitar al maximo la manipulacion del cultivo.

5. Ensayos de union a iones metalicos (biosorcion)

Se realizd un ensayo general de biosorcion para determinar la retencion
bacteriana de Pb®*, Cd**, Zn** y Ni** en condiciones de no crecimiento. Las
cepas L. kefir CIDCA 8348 y JCM 5818 fueron crecidas en MRS y una vez
alcanzada la fase estacionaria, se realizaron los ensayos de biosorcién. Para ello,
se usaron alicuotas de 1 mL de cultivo equivalentes a 1 mg de peso seco de
biomasa (aproximadamente 5.10% UFC/ mL), los cuales fueron cosechados y
lavados dos veces con agua milli Q (Milli-Q plus; Millipore Cop., USA). Los
pellets obtenidos se resuspendieron en 1 mL de soluciones de Pb**, Cd**, Zn**
y Ni** en el rango 0 — 1.2 mM (pH 5.5).

Las suspensiones de bacterias se incubaron 1 h (de acuerdo a ensayos
preelimanres y bibliografia) a 30 °C y luego se centrifugaron a 6600 g durante

4 min.

Los pellets se conservaron para ser analizados por Espectroscopia Raman
(ver capitulo II) y los sobrenadantes se usaron para determinar la
concentracién de Pb?*, Cd®*, Zn** y Ni** adsorbidos mediante kit colorimétricos

(MERCK y Macherey-Nagel, Alemania).
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5.a Calculo de los parametros de la isoterma de biosorcion

Se determind la concentracién de iones metalicos adsorbidos por las cepas
de L. kefir usando la isoterma de Langmuir descripta en la siguiente ecuacién
(Davis et al., 2003):

q4= Gmax [6Cf /(1 + bCA)] (1.3)

donde Cf es la concentracion de metal libre en el equilibrio (mM de metal);
q es la concentracion de metal unido en el equilibrio (mmoles de metal/g de
biomasa seca); gmax €s la capacidad maxima de union (mmoles de metal/g de

biomasa seca) y b es la constante de afinidad (L/mmoles de metal).

Los parametros g.. y b fueron estimados utilizando la funcion SOLVER del

Programa Excel, Microsoft Office 2007.

5.b Cuantificacion de metales utilizando kits colorimétricos

Plomo: Los iones Pb>* en solucidn alcalina reaccionan con el 4-(2-piridilazo)-
resorcina (PAR) formando un complejo rojo que puede determinarse
espectrofotométricamente a 520 nm (Spectroquant Lead Test, MERCK

Alemania).

Cadmio: El método se basa en la reaccién de iones Cd** presentes en el
sobrenandante con la ditizona para dar un complejo de ditizonato de cadmio de
color rojo el cual se extrae con cloroformo y se cuantifica colorimétricamente a
una longitud de onda de 520 nm (Test Nanocolor Cadmio, Macherey-Nagel,

Alemania).

Zinc: La determinacion se basa en la reaccién de iones Zn** con 2-carboxi-2-
hidroxi-5-sulfoformazylbenceno (zincon) para formar un complejo azul oscuro
que se determina a una longitud de onda de 620 nm (Test Nanocolor Zinc,

Macherey-Nagel, Alemania).
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Niquel: Se basa en la deteccién fotométrica a 445 nm de iones Ni%*
mediante dimetilglioxima formando un complejo rojo-rosado (Test Nanocolor

Niquel, Macherey-Nagel, Alemania).

En todos los casos se usé un espectrofotometro UV-visible (Helios Gamma,

Thermo Spectronics, USA).

6. Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Para esta observacion se seleccionaron las muestras de bacterias de L. kefir
CIDCA 8348 y JCM 5818 luego de haber interaccionado con una concentracion
de plomo [Pb(NOs),] de 0.9 mM, tal como se indicd en la seccién 5. Las
muestras (pellets resultantes de la interaccién bacterias-plomo) se fijaron en
glutaraldehido al 2% (p/v) en buffer fosfato (pH 7.2-7.4) durante 2 horas a 4
oC. La fijacién secundaria se realizd con tetroxido de osmio al 1% durante 1
hora a 4 °C y posteriormente, las muestras se deshidrataron en una serie
creciente de alcoholes y se incluyeron en resina epoxi. Los cortes ultrafinos (90
nm) se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. La observacién
microscopica de trasmisidn se realizd con un Microscopio Philips EM 301
(Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad Nacional de Buenos
Aires, Buenos Aires, Argentina). La magnificacion empleada fue de 26.000x,
46.000x y 100.000x.

7. Analisis Estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado y en tres ensayos
independientes. El analisis de varianza (ANOVA) del porcentaje de los iones de
metales removidos se llevd a cabo para ambas cepas y para todos los
tratamientos, usando el programa estadistico IsnfoStat 2008 (InfoStat /
Estudiantil, Grupo Infostat / FCA. Universidad Nacional Cérdoba. Ed. Brujas,
Cérdoba, Argentina).

La comparacion de medias se realizé utilizando el método de Tukey, y si p
<0.05, la diferencia se consider6 estadisticamente significativa.
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RESULTADOS Y DISCUSION

TOLERANCIA

Tolerancia de L. kefir CIDCA 8348 y L. kefir JCM 5818 a distintas

concentraciones de Pb%*, Cd**, Zn** y Ni**

El primer paso de este trabajo fue evaluar la tolerancia de las cepas de L.

kefir a metales pesados como plomo, cadmio, zinc y niquel.

Para ello se crecieron las cepas CIDCA 8348 y JCM 5818 en tres medios de
cultivo diferentes. En primer lugar se utilizd el medio MRS (De Man, Rogosa,
Sharpe, 1960), preparado en una concentracion 55g/L a partir del medio
comercial deshidratado. Sin embargo, luego de adicionar Pb®* al medio de
cultivo se observd precipitacion, debida probablemente al alto contenido de
proteinas, lo cual interfiere en la medicion de densidad dptica bacteriana. Por
esta razon, se ensayé con otro medio de cultivo, el LAPTg (Raibaud et al,
1961), que es un medio mas pobre que el MRS. Si bien el LAPTg ya ha sido
utilizado para el crecimiento de bacterias lacticas (Juarez Tomas et. al, 2003), el
crecimiento bacteriano en ausencia de metales fue menor al observado en MRS,
posiblemente debido al menor contenido de proteinas y sales. Es por esto que
finalmente se probd el medio MRS diluido a la mitad de su concentracion
original, que contiene una concentracion de proteinas y sales mayor que la del
LAPTg. En el medio MRS diluido a la mitad se observd buen desarrollo
bacteriano y no hubo precipitacién de ningin metal, por lo que fue el medio

seleccionado para los ensayos de tolerancia.

En las Figuras 1.1, 1.2, 1.3 y 1.4 se muestran las cinéticas de crecimiento
de L. kefir CIDCA 8348 (a) y L. kefir JCM 5818 (b) en presencia de distintas

concentraciones de Pb®*, Zn®*, Ni** y Cd*".
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a) L. kefir CIDCA 8348-Pb**
0.8 -
0.6 -
£
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b) L. kefir JCM 5818-Pb>*
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£
c 0mM
S 044 0.07 mM
© 0.31 mM
O 0.62 mM
o 027 1.25 mM
2.50 mM
0.0 > mM
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T 1
70 80

Figura 1.1: Curva de crecimiento de L. kefir. CIDCA 8348 a) y JCM 5818 b)
en presencia de concentraciones de Pb** de 0.07 a 10 mM. *Rango de
concentraciones en el cual las curvas se superponen. Para facilitar la

visualizacion, solo se presenta una de las curvas obtenidas en ese rango de

concentraciones.
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a) L. kefir CIDCA 8348-Zn>*
0.8 ~

0mM

D.O. 600 nm

tiempo (h)

b) L. kefir JCM 5818-Zn>**

0.8 7 0mM

REXRE

D.O. 600 nm

tiempo (h)

Figura 1.2: Curva de crecimiento de L. kefir. CIDCA 8348 a) y JCM 5818 b)

en presencia de concentraciones de Zn** 0.62 a 10 mM.
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D.O. 600 nm

D.O. 600 nm

a) L. kefir CIDCA 8348-Ni%*
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b) L. kefir JCM 5818-Ni**
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Figura 1.3: Curva de crecimiento de L. kefir. CIDCA 8348 a) y JCM 5818

b) en presencia de concentraciones de Ni** 0.62 a 10 mM.
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Figura 1.4: Curva de crecimiento de L. kefir. CIDCA 8348 a) y JCM 5818
b) en presencia de concentraciones de Cd** 0.002 a 1 mM.
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Ambas cepas de L. kefir fueron capaces de crecer en presencia de los
distintos iones metalicos ensayados, aunque el nivel tolerado fue variable. El
Pb?* produjo un retardo considerable en la cinética de crecimiento para ambas
cepas, sin cambios significativos en la biomasa total después de 76 h de
crecimiento, aun en concentraciones de 10 mM (Figura 1.1). En el caso del
Zn’*, ambas cepas toleraron concentraciones de hasta 2.5 mM sin una
disminucion de la biomasa total en la fase estacionaria de crecimiento. Sin
embargo, concentraciones de Zn** de 10 mM inhibieron el crecimiento de L.
kefir JICM 5818 (Figura 1.2). En el caso del Ni**, las concentraciones maximas
toleradas sin disminucién de la biomasa fueron de 5 mM y 2.5 mM para L. kefir
CIDCA 8348 y JCM 5818, respectivamente (Figura 1.3). Por su parte, el Cd**
demostrd ser el mas toxico de los metales analizados, ya que ambas cepas de L.

kefir sblo toleraron concentraciones menores que 1 mM (Figura 1.4).

Es importante mencionar que para todas las cinéticas de crecimiento, existe
una concentracion de metal a partir de la cual el crecimiento es retardado. Este
retardo abrupto en el crecimiento bacteriano se refleja claramente cuando se
grafica el tiempo /ag (periodo de adaptacién a las condiciones de crecimiento)

en funcidn de las concentraciones de metales (Figura 1.5 ay b).
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L. kefir CIDCA 8348
Pb2+ Zn2+ Ni2+ Cd2+
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Figura 1.5: Aumento del tiempo /ag con respecto a los controles (bacterias crecidas
en ausencia de metales) de L. kefir. (@) CIDCA 8348 y (b) JCM 5818 crecidas en medio

MRS diluido a la mitad en presencia de distintas concentraciones de Pb**, Zn**, Ni** y
Cd**. Los resultados se obtuvieron a partir de tres ensayos independientes. O Indica

inhibicién del crecimiento.*Rango de concentracion en el que el tiempo /ag fue similar.
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En términos generales, L. kefir CIDCA 8348 presenta menores tiempos /ag,
que L. kefir JCM 5818, es decir, se adapta mas rapidamente al crecimiento en

presencia de Pb%*, Zn**, Ni**, y Cd*".

En la mayoria de los casos se observd un incremento abrupto del tiempo /ag
a partir de un valor determinado de concentracién de metal. En el caso del Pb**
este incremento ocurre entre 1.25 y 2.5 mM para L. kefir CIDCA 8348 y entre
0.07 y 0.31 mM para L. kefir JCM 5818. En el caso del Zn**, dicho aumento se
presenta entre 2.50 y 5 mM y entre 1.25 y 2.50 mM para L. kefir CIDCA 8348 y
L. kefir JCM 5818, respectivamente. El Ni** por su parte, fue el metal que
produjo el salto mas abrupto del tiempo /ag (entre 5 y 10 mM para L. kefir
CIDCA 8348 y entre 2.5y 5 mM para L. kefir JCM 5818). Con respecto al Cd**,
se observd un aumento importante del tiempo /ag, pero en un rango de
concentraciones mucho mas bajas (0.002-1mM) que para los otros metales
(0.625 a 10 mM).

Otro parametro importante a estudiar en relacion a la tolerancia de los
metales pesados es la concentracidn efectiva 50 (EC50), analizada a través de
la relacion dosis-respuesta. En este caso se graficd el % DO en funcion del
logaritmo de la concentracién de metal (Figura 1.6). El % DO se determiné a
partir de las cinéticas de crecimiento (Figura 1.1 a 1.4), tomando los valores
de DO luego de 55 h de incubacién, tal como se describié en Materiales y

Métodos [4.a Cdlculo de la dosis-respuesta (EC50)].
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L. kefir CIDCA 8348

% D.0O. 600 nm

1t T T
-4 -3 -2 -1 -0.5 0.0 0.5 1.0
log conc de metal

L. kefir JCM 5818

100 -
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% D.O. 600 nm

Tt T T
-4 -3 -2 -1 -0.5 0.0 0.5 1.0
log conc de metal

Figura 1.6: Curvas de EC50 de L. kefir CIDCA 8348 y JCM 5818

para los cuatro metales en estudio luego de 55 h de crecimiento.

La EC50 ha sido definida como la concentraciéon de ion metalico que produce
un 50 % de inhibicion en el crecimiento bacteriano. En la Tabla 1.3 se

presentan los valores de EC50 extraidos de la Figura 1.6.
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Tabla 1.3: Valores de EC50 estimados para L. kefir CIDCA 8348 y JCM 5818 luego de
55 h de crecimiento en presencia de diferentes concentraciones de Pb**, Cd**, Zn** y

Ni** ensayadas.

L. kefir
CIDCA 8348 JCM 5818
55 h R? 55h R?
Pb2* (mM) NA - NA -
Cd** (mM) 0.01 0.98 0.01 0.99
Zn2* (mM) 3.65 0.98 3.43 0.99
NiZ* (mM) 7.09 0.99 4.02 0.99

NA: No ajusta a la ecuacion de EC50.

A diferencia de los otros metales, en el caso del Pb** no fue posible obtener
ajustes de las cinéticas a 55 h de crecimiento, debido a que no hubo
disminucién de la biomasa en ninguna de las concentraciones ensayadas
(Figura 1.6 y Tabla 1.3).

Estos resultados se correlacionan con los obtenidos por Monachese et al.
2012a, quienes también observaron que la presencia de concentraciones de
plomo de 50 mg/L (0.15 mM) en el medio MRS no afectan el crecimiento de
cepas de bacterias lacticas de L. casei393", L. plantarum 149177, L. rhamnosus
GR-1. No obstante, como se vio anteriormente, este catién produjo un aumento
del tiempo /ag para ambas cepas. Esto indica que a pesar de alcanzar valores
de biomasa similares a los controles, el Pb%** induce dafios de los cuales la

bacteria debe recuperarse (Figura 1.5).

El Cd** fue el metal mas toxico, observandose que la EC50 luego de 55 horas
de incubacion fue aproximadamente de 0.01 mM en ambas cepas. En la
bibliografia existen evidencias que dan cuenta de la elevada toxicidad del

cadmio en diferentes especies del género Lactobacillus (Monachese et al.,
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2012a). En concreto, cepas de bacterias lacticas de L. johnsonii 20553, L. caser
393", L. plantarum 14917, L. rhamnosus GR-1 toleran concentraciones de 50
mg/L (0.16 mM) durante el crecimiento en medio MRS. Rial ef a/ (2011)
encontraron valores similares de EC50 para el Cd** (0.013 mM y 0.026 mM) en
cepas de bacterias lacticas de Carnobacterium piscicola y Leuconostoc
mesenteroides subsp. Lysis. La mayor toxicidad observada para el Cd** puede
ser explicada en base a dos factores: a) este metal no es un elemento traza
esencial para el microorganismo y b) la baja capacidad complejante con el
medio de cultivo usado deja al cadmio completamente biodisponible (Vullo et
al., 2008).

Cabe destacar que el origen de las bacterias lacticas influye en su tolerancia
a los metales pesados. En este sentido, Bhakta et al observaron
concentraciones inhibitorias minimas (CIM) altas de Cd** y Pb** para 26 cepas
de bacterias lacticas aisladas de lodo y barro de aguas residuales de canales de
la India y Vietnam. Asi, de acuerdo a la informacidon proporcionada en dicho
trabajo, la CIM para las bacterias lacticas varia desde 60 a > 1000 mg/L (5.45
mM) para el Cd** y presenta valores mayores que 2000 mg/L (6 mM) para el

caso del Pb?*.

Sin embargo, no se puede descartar que la elevada capacidad complejante
del Pb** podria inducir una sobreestimacion de la concentracidn tolerada para
este metal. Este hecho puede explicar que L. kefir tolere concentraciones mas

altas de Pb** que de Zn®* y Ni**, a pesar del Pb*>* ser un metal no esencial.

La EC50 a las 55 horas de crecimiento fue mayor para el Ni** que para el
Zn** en un rango de concentracién desde 7 mM a 3.43 mM, es decir que el Ni**
fue el metal menos toxico (Tabla 1.3). En este sentido, Rial et a/, 2011
observaron para Carnobacterium piscicola que el Ni** resulta ser el metal
menos téxico cuando es comparado con Co®* y Cd**, aunque encontraron
valores de EC50 considerablemente mas bajos (0.41 mM) que los obtenidos en
este trabajo de tesis. Es probable que esta diferencia esté relacionada con la
presencia de mecanismos de resistencia diferentes, teniendo en cuenta que se

trata de dos géneros bacterianos diferentes.
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Como se comentd anteriormente, concentraciones elevadas de Ni**, y en
menor escala de Zn**, originan una disminucién de la biomasa total y un salto
abrupto y mucho més pronunciado en el tiempo /ag con respecto al Pb** y al
Cd**. Esto puede explicarse teniendo en cuenta que tanto Ni** como Zn®* son
metales esenciales en concentraciones trazas, y a partir de una determinada

concentracion, su efecto ya es toxico para la bacteria.

Alteraciones morfologicas inducidas por los metales presentes en el
medio de cultivo

Para tratar de incursionar un poco mas en la tolerancia de las 2 cepas de L.
kefir CIDCA 8348 y JCM 5818 durante el crecimiento en presencia de metales

pesados, se realizaron observaciones al microscopio dptico 1000x.

Desde el punto de vista morfoldgico, se observd que la cepa agregante L.
kefir CIDCA 8348 crecida en presencia de Cd**, Zn** y Ni** presenta bacilos méas
cortos, algunos de los cuales aparecen mas engrosados con respecto al control
(Figura 1.7 a). Cuando esta cepa fue crecida en presencia de Pb*?, ademas de
presentar engrosamientos, perdid la capacidad de formar agregados (Figura
1.7 a). En el caso de L. kefir JCM 5818 no agregante, se observo formacion de
agregados en presencia de Pb?*, Zn** y Ni**. A su vez, en presencia de Cd** y

Zn?* se visualizaron bacilos mas cortos (Figura 1.7 b).

En este sentido, algunos autores (Adarsh et al, 2007; Panwichian et al,
2011) revelan que durante el crecimiento en presencia de metales pesados
como cobre, zinc o cadmio, las bacterias presentan cambios morfoldgicos,
asociados a la bioacumulacién, la interaccion de éstos con estructuras
superficiales de la pared celular o a la induccion de diferentes mecanismos de

resistencia a los mismos.
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a)
L. kefir CIDCA 8348
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b)

L. kefir JCM 5818

4 mM N2+

Figura 1.7: Observacion microscopica de L. kefir CIDCA 8348 a) y JCM 5818 b) en
ausencia y presencia de metal. (1000X). Las flechas sefalan aquellos lactobacilos

donde el engrosamiento es mas evidente.

BIOSORCION

Capacidad de biosorcion de L. kefir CIDCA 8348 y JCM 5818

Para comprobar la interaccion bacteria-metal a la superficie bacteriana en
condiciones de no crecimiento (biosorcion) se procedid a realizar MET. Las
micrografias electrénicas de transmision de las dos cepas de L. kefir antes y
después del tratamiento con plomo demostraron claramente la presencia del
metal pesado depositado sobre la superficie bacteriana. La Figura 1.8 muestra
las imagenes obtenidas en donde se observa claramente la presencia de
depdsitos de plomo sobre la superficie bacteriana, que pueden deberse no sélo
a un intercambio idnico sino también a la participacion de diferentes
mecanismos quimicos como la reduccién de plomo cationico a plomo metalico.
Por ejemplo, ha sido publicado que la unién de plomo a B. subtilis se inicia con
una reaccion estequiométrica entre los cationes metalicos y los sitios de unién
de la superficie, seguida por la deposicion inorganica de mas metal, actuando el
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primer catién metalico como un centro de nucleacion (Beveridge and Murray,
1980; Halttunen et al, 2008). Los depdsitos de plomo observados en la
superficie de L. kefir podrian ser el resultado de una reaccién de o&xido-
reduccidn entre cationes plomo y los constituyentes de la pared celular (como
por ejemplo azUcares reductores) llevando asi a la formacién de plomo metalico.
Cabe destacar que la superficie mas externa que rodea las bacterias de L. kefir,
son las proteinas de capa S. Esto refuerza el interés en el estudio de la
interaccidn entre los iones metalicos y las proteinas de capa S bajo condiciones

bien controladas (capitulo III).

L. kefir CIDCA 8348

a) control
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L. kefir JCM 5818

C) control d) Con Pb2*

46.000x i 46.000x

Figura 1.8: Microscopia electrénica de transmision de las cepas L. kefir CIDCA
8348 y JCM 5818 antes (a y c) y luego de ser incubadas con Pb** (b y d). Las

flechas muestran la unién del plomo a la superficie celular.

Isotermas de Biosorcion

Una vez que las imagenes de MET demostraron la deposicion de plomo sobre
la superficie bacteriana, se procedio a estudiar la capacidad de las cepas de L.
kefir para adsorber Pb%**, Cd**, Zn** y Ni** en su superficie en condiciones de

no crecimiento.

La Figura 1.9 muestra la remocion de los tres iones metalicos por parte de
ambas cepas analizadas. El rango de remocion oscild entre un 20 y 40% para
las concentraciones mas altas ensayadas, siguiendo la eficiencia de remocion el
patrén: Zn**> Pb**> Cd**> Ni** en ambas cepas. Aunque la eliminacién de
metales es dependiente de la cepa, no se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre ellas para el cada metal (P < 0.05).
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a) L. kefir CIDCA 8348
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Figura 1.9: Remocidon de Pb**, Cd**, Zn** y Ni** por L. kefir
CIDCA 8348 (a) y JCM 5818 (b). L. kefir a) y b) se expusieron
a concentraciones de metales en el rango de: Pb** 0.03-0.90
mM, Cd** 0.06-0.50 mM, Zn** 0.15-1.20 mM y Ni** 0.03-0.60

mM. Los resultados se obtuvieron a partir de tres ensayos

independientes.
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Para predecir los diferentes parametros que describen la unidén de metales
pesados a biomasas microbianas, generalmente se utilizan modelos
matematicos, siendo las isotermas de Langmuir uno de los modelos mas
utilizados. La unién de plomo, cadmio, zinc y niquel a L. kefir CIDCA 8348 y
JCM 5818 ajustaron bien a la isoterma de Langmuir (Figura 1.10) (valores de
R? entre 0.97 y 0.86). La isoterma de Langmuir fue originalmente desarrollada
para describir la adsorcién de gas a superficies sélidas. Cuando el modelo fue

desarrollado, se hicieron varias suposiciones:

1) el nimero de moléculas adsorbidas no supera el nimero de sitios de

adsorcion,

2) todos los sitios de adsorcién tienen la misma energia para las moléculas

adsorbidas,
3) una molécula interactia sélo con un Unico sitio de adsorcion.

En el caso de la adsorcién de metales por biomasas microbianas, al menos
una de estas suposiciones no se cumple. Sin embargo, esta isoterma es util y
permite el calculo de dos pardmetros importantes: la capacidad maxima de
union (qmax) Y la constante de afinidad (b) (a veces también se presenta como
una constante de disociacion (Kd= 1/b) (Davis et a/., 2003).

El gmax para la interaccion bacteria/metal fue de aproximadamente 0.2
mmoles/g para plomo, cadmio y niquel, lo que corresponde a valores que
oscilan entre 52-67 mg de metal por gramo de masa seca (Figura 1.11a). En
este sentido, Halttunen et a/. determinaron que l0s Qmax de Pb** y Cd** para
diferentes cepas de lactobacilos y bifidobacterias se encuentran en el rango 45-
175 mg de metal/g de biomasa seca y de 12-54 mg de metal/g de masa seca,
respectivamente (Halttunen et a/, 2007). En el caso del Zn®*, 10S Qmax
obtenidos fueron de 0.34 (100 mg/g) y 0.40 mmoles/g (119 mg/q) para L. kefir
CIDCA 8348 y JCM 5818, respectivamente. Esto se diferencia de los resultados
encontrados por MrvCiC et al. para L. mesenteroides, L. brevisy L. plantarum

donde el Zn** presentaba valores de gmax de entre 10 y 27 mg/g (Mrvéi¢ et al.,
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2009a). Estas diferencias podrian estar relacionadas con los grupos funcionales
expuestos en la superficie de cada género y especie bacteriano, asi como

también del area disponible para la interaccion.

a) L. kefir CIDCA 8348
0.51
0.44
> Zn?*
S 0.3- "
= Pb
E o2 ® g
0.14¢
;Z
0.04F T T T T "
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0
Concentracion de metal en equilibrio (Cf)
b) L. kefir JCM 5818
0.5-
0.4-
> “
é Pb2+
O . Cd2+
N Vi

0.0 0.2 0.4 0.6 08 1.0

Concentracion de metal en equilibrio (Cf)

Figura 1.10: Isoterma de biosorcién de Pb**, Cd**, Zn** y Ni** para:
a) L. kefir CIDCA 8348 y b) L. kefir JCM 5818. Los simbolos
representan la informacion experimental y las lineas representan el

ajuste realizado con el modelo de Langmuir.
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Con respecto a b, se observaron algunas diferencias para los metales
analizados. La Figura 1.11b indica que existe una correlacién entre los valores
de by el radio idnico de los metales ensayados, observandose que cuanto
mayor es el ion (mayor radio idnico), mayor es la afinidad (mayores valores de
b). Los valores de #indican que los iones metdlicos de mayor radio iénico (Cd**

y Pb**) son aquellos con mayor afinidad, observandose diferencias significativas

a)
0.5- I CIDCA 8348
' [ JCM 5818
I
&)
g 0.3+
E
x 0.21
S
o
0.1- H
0.0' T T T T
Ni2* zn** cd? Pb2*
b)
80- 0. CIDCA 8348
‘(¢ JCM 5818
601+ A
E K2
e 404 ‘/‘
S
o ,"’
201 E,v’: _______
B85
o
O MZ‘: 7In2+ ng+ plb2+
69 74 97 120

Radio ionico (pm)

Figura 1.11: a) Grafico de barras mostrando el qmax

para cada metal en ambas cepas.
b) Grafico mostrando

relativas () para cada metal en ambas cepas.

62

las constantes de afinidad



Capitulo I

(p<0.05) para el caso del plomo con respecto a todos los metales en ambas
cepas, salvo para el caso de L. kefir CIDCA 8348 con cadmio. Esta observacion
sugiere que los iones metalicos mas grandes inducen cambios estructurales en
la superficie bacteriana que permiten la exposicion de los sitios con mayor

afinidad para los iones metalicos.

La eficiencia de L. kefir para eliminar metales pesados nunca habia sido
tratada con anterioridad. Los resultados obtenidos en este trabajo demostraron
que la capacidad secuestrante de L. kefir CIDCA 8348 y IJCM 5818 es
comparable con la observada para otras bacterias lacticas. Ademas teniendo en
cuenta otros autores que usaron el modelo de Langmuir para estudiar la union
de metales pesados a otras biomasas (hongos y algas), los valores qmax de L.

kefir CIDCA 8348 y JCM 5818 podrian ser considerados como moderados.
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Conclusiones

1. La tolerancia de L. kefir CIDCA 8348 y JCM 5818 fue buena comparada con

otros géneros de bacterias lacticas, siendo el cadmio el metal mas téxico.

2. L. kefir CIDCA 8348 y JCM 5818 se unen de una manera eficiente a los
metales pesados. Este hecho apoya su potencial uso como adsorbentes de
trazas de metales pesados en productos dirigidos a consumo humano y

animal, aprovechando su estatus GRAS.

3. La afinidad de ambas cepas a los metales pesados investigados podria estar
correlacionada con su radio idnico, siendo el plomo y el cadmio los mas

afines.

En funcidn de estos resultados, resulta interesante desarrollar un modelo que
permita cuantificar la remocién metales pesados a los fines de uso practico, asi
como también indagar acerca de las estructuras superficiales involucradas en la

interaccion bacteria/metal.
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INTRODUCCION

La identificacién, caracterizacion, discriminacion y/o clasificacion de
microorganismos es un tema de gran relevancia en varias disciplinas, con
aplicaciones en diversos campos entre los cuales podemos mencionar, la
industria farmaceutica, alimentaria, el sector médico y medio ambiente,

entre otros.

La mayor parte de los métodos utilizados para la identificacién vy
clasificacion de microorganismos se basa esencialmente en el andlisis
morfoldgico, la evaluacion e interpretacion de reacciones bioquimicas, la
capacidad de crecer en diferentes medios y condiciones de cultivo. Por su
parte, los avances de la Biologia Molecular han provisto de metodologias que
pueden ser usadas adecuadamente con criterios taxondmicos. Entre ellos
pueden citarse la homologia de ADN-ADN, ARNr 16S, RAPD-PCR,
ribotipificacion, perfil de acidos grasos, perfil de proteinas solubles, etc. Sin
embargo, la mayoria de estos métodos necesitan reactivos de biologia
molecular costosos o requieren la aplicacion combinada de los mismos para
obtener una amplia informacién (Al-Khaldi y Mossoba, 2004, Gdémez-
Zavaglia, 2000).

En base a lo expresado, la busqueda de métodos alternativos confiables y
rapidos para la identificacion, discriminacién y/o clasificacion de
microorganismos, es un tema de investigacidon sumamente activo (Ivnitski et
al., 1999, Mulvaney & Keating, 2000). Asi, en las ultimas tres décadas se
han propuesto métodos alternativos, basados en la espectroscopia
vibracional. En particular, la espectroscopia de infrarrojo y la espectroscopia
Raman han sido ampliamente utilizadas debido a su capacidad de proveer
informacién, quimica, bioquimica y estructural de materiales bioldgicos,

entre los que se encuentran los microorganismos (Naumann, 2000).

Su implementacién se basa en la capacidad de aportar informacidon global
sobre la composicién molecular de la bacteria (/.e.: acidos nucleicos, proteinas,

lipidos y componentes de la pared celular) permitiendo de esta manera
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extender su aplicacion mas alla de la taxonomia bacteriana (Naumann et al.,
1991).

Dichas metodologias presentan diversas ventajas sobre los métodos

convencionales utilizados en Microbiologia. Entre ellas, puede mencionarse:

1) las muestras en estudio requieren una minima o nula preparacion para

su analisis;

2) a diferencia de otros métodos espectroscopicos, los métodos basados en
la espectroscopia vibracional no requieren de la utilizacién de agentes externos

(sondas), que pueden llegar a interferir con lo que se desea medir;

3) permiten una rapida caracterizacion de cepas microbianas /n situ, de una
manera no destructiva y en tiempo real, o que a su vez permite utilizarlas para
monitorear la produccién de determinados metabolitos (Bosch et al., 2006,
Naumann et al., 1991);

4) debido a la gran cantidad de informacidn quimica y bioquimica que
proveen, pueden ser utilizadas con propositos diversos tales como,
deteccion, clasificacion e identificacion de microorganismos a diferentes
niveles taxonomicos (serotipo, cepa, especie o género), proporcionando
patrones que se correlacionan con los arboles filogenéticos construidos a
partir del andlisis de la secuencia de ADNr (Mobili et a/., 2011, Naumann,
2000; Baena y Lendl, 2004).

Considerando las ventajas de los métodos basados en la espectroscopia
vibracional en términos de sencillez, simplicidad y reproducibilidad, no resulta
sorprendente su crecimiento como métodos de screening a gran escala o como
métodos alternativos en aplicaciones clinicas (Naumann et a/., 1991, Naumann,
2000) y en la discriminacién e identificacion de patdgenos o contaminantes de
alimentos (Alexandrakis et al., 2008, Lefier et al., 2000; Naumann, 2000).

Espectroscopia Raman

En la espectroscopia Raman (llamada asi en honor a su descubridor

Chandrasekhara V. Raman), los espectros se generan como consecuencia de la
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dispersion de la radiacion de una fuente de emision laser en el material en
estudio. Esta dispersion se traduce en un ligero desvio de las longitudes de

onda con respecto a las de la radiacion incidente.

Se trata de una técnica fotonica de alta resolucidon que proporciona en
pocos segundos informacién quimica y estructural de compuestos organicos,

inorganicos y sistemas bioldgicos permitiendo asi su identificacon.

Esta técnica se basa en hacer incidir un haz de luz monocromatica de
frecuencia v; sobre la muestra cuyas caracteristicas moleculares se desean
determinar, y examinar la luz dispersada por dicha muestra (Figura 2.1).
La mayor parte de la luz dispersada presenta la misma frecuencia que la luz
incidente pero una fraccion muy pequena presenta un cambio en la
frecuencia, resultado de la interaccidon de la luz con la materia. La luz que
mantiene la misma frecuencia v; que la luz incidente se conoce como
dispersion Rayleigh (dispersion elastica), y no aporta ninguna
informacion sobre la composicién de la muestra analizada. La luz dispersada
que presenta frecuencias diferentes a la de la radiacién incidente
(dispersion inelastica), es la que proporciona informacién sobre la
composicidn molecular de la muestra y se conoce como dispersion
Raman. Las nuevas frecuencias, + v, y — v, son las frecuencias Raman,
caracteristicas de la naturaleza quimica y el estado fisico de la muestra e

independientes de la radiacion incidente (Figuras 2.1y 2.2).

En la dispersion Raman la energia de la luz incidente no es suficiente
para excitar la molécula a un nivel electronico de mayor energia por lo que

solo cambia el estado vibracional de la molécula.

Para que una molécula exhiba el efecto Raman, la luz incidente debe inducir
un cambio en la polarizabilidad molecular que es una propiedad relacionada con
la capacidad de un enlace para deformarse. Por ejemplo, en el caso del didxido
de carbono, el cambio en la polarizabilidad se puede visualizar cualitativamente
como un cambio en la forma de la nube electronica. La nube electronica
alrededor de la molécula de CO, se alarga o encoge, alternativamente, en fase

con la variaciébn oscilante de la componente eléctrica de la onda
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electromagnética. La luz dispersada contiene una pequefia porcidon de la luz
debida a la dispersion Raman, ademas de la debida a la dispersion Rayleigh
normal. A su vez la dispersion Raman contiene lineas Stokes y anti-Stokes;
sus frecuencias corresponden a la suma y diferencia de las frecuencias de la luz
incidente y las frecuencias vibracionales moleculares permitidas. Cuando los
fotones interactian con una molécula, una parte de su energia se puede
convertir en varios modos de vibracion de la molécula. Como se muestra en las
Figuras 2.1 y 2.2, la luz dispersada pierde energia equivalente a la energia
dada a las vibraciones moleculares (efecto Raman Stokes). Si la molécula se
encontraba inicialmente en un estado rotacional o vibracional excitado, es
posible que la luz dispersada tenga mayor energia que la incidente (efecto
Raman anti-Stokes), siempre y cuando el sistema decaiga a un estado de
menor energia que la del estado inicial. Como normalmente la poblacién de los
estados excitados es mucho menor que la del estado basico, la dispersion
Raman Stokes es mucho mas intensa que la dispersion anti-Stokes (100 veces
superior). La diferencia entre la intensidad del efecto Stokes y anti-Stokes hace
que habitualmente se trabaje midiendo sélo el efecto Stokes y por comodidad

se sitla el resultado en la parte positiva del eje.

Estado electrénico
superior

3
2
1 (excitado)
0

Estado Virtual

Diferencia en
energia (E-hv,) hVi hVo"’th‘
[Corrimiento

© Raman]
E‘D hv; hv; hv; hvi-hv,
[J] ——~ 3 Estado electrénico
uC_J r inferior
L 2 B (fundamental)
A ) -1 Eg+hv,
- Dispersion Eo
Absorcion IR p Dispersién Dispersion Anti- So

Rayleigh (elasti
ayleigh (elastica) Stokes stokes
J

-

v
Raman (inelastica)

Figura 2.1: Diagrama energético en el que las lineas
horizontales represenatan distintos estados vibracionales y en
el que se muestran transiciones entre estados energéticos para

diferentes interacciones luz-materia.
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Rayleigh
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-218
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+459

Figura 2.2: Espectro Raman del CCl, usando una fuente

laser de 488 nm

Teniendo en cuenta que sdlo una pequefa fraccion de los fotones (1 en
107) es dispersada inelasticamente, las lineas Raman son por lo general,
muy débiles. La mayor parte de la luz dispersada tiene la misma frecuencia
(energia) que la de la luz incidente original, lo cual hace que la observacién
del efecto sea relativamente dificil. Sin embargo, el advenimiento de los
laseres permitid irradiar con un haz monocromatico de muy alta densidad de
energia, facilitando con ello su observacién. El espectro Raman recoge estos
fendmenos representando la intensidad dptica dispersada en funcion del
numero de onda V. EL nimero de onda es proporcional a la frecuencia (v) e
inversamente proporcional a la longitud (A) de onda y se expresa en cm
(V =v/c=1/M), y donde c es la velocidad de la luz en el vacio.

La espectroscopia de absorcién infrarroja (IR) esta asociada a
excitaciones vibracionales y rotacionales en las moléculas, sin que se
produzcan transiciones electronicas. (Figura 2.1). Asi, los espectros
infrarrojos se originan a partir de transiciones entre niveles vibracionales de
la molécula en el estado electrénico basal y son, por lo general, observados

como espectros de absorcidn en la regién del infrarrojo. Desde un punto de
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vista cuantico, una vibracion es activa en el IR si el momento dipolar de la
molécula cambia durante la vibracion. En el capitulo III se analizara en
profundidad la espectroscopia de infrarrojo por transformadas de Fourier
(FTIR). En este capitulo sélo se hace una breve mencidon con el fin de

comparar los fundamentos de las espectroscopias Raman e infrarrojo.

Las espectroscopias Raman e IR son técnicas complementarias a la hora
de estudiar los modos vibracionales de una molécula. Por ejemplo, la banda
correspondiente al estiramiento simétrico (stretching) del CO, solo es
observable en el Raman (debido a un cambio en la polarizabilidad), mientras
que las bandas fundamentales de vibracion de deformacién (bending) y
estiramiento asimétrico solo lo son en el IR (debido a un cambio del
momento dipolar). La espectroscopia Raman también tiene interés para el
estudio de sustancias en solucidn acuosa (por ejemplo en medios
bioldgicos), ya que el H,O absorbe fuertemente en el IR, enmascarando

otras bandas, pero no en el Raman.

El uso y aplicacion de la espectroscopia Raman para el analisis de
muestras bioldgicas y microorganismos, data aproximadamente de las
Ultimas tres décadas (Krafft, 2004). En sistemas bioldgicos, la
espectroscopia Raman ha sido utilizada para realizar estudios en tejidos,
deteccion de analitos en fluidos bioldgicos, y diferenciacion de bacterias a
nivel taxondmico, entre otras (Lopez Diez y Goodacre, 2004; Maquelin et
al., 2003).

Entre las ventajas que la espectroscopia Raman ofrece para el analisis de
muestras bioldgicas, se pueden mencionar su alta sensibilidad a cambios
moleculares sutiles, y su capacidad de operar de forma no-invasiva (es decir
sin alterar la superficie de analisis). Adicionalmente, se requiere una minima
o nula preparacién de la muestra en estudio, no tiene interferencia del CO,
o del H,O atmosféricos, minima interferencia del H,O liquida y puede ser
utilizada para mediciones remotas, mediante el uso de sondas de fibra

optica. Asimismo, la microespectroscopia Raman permite realizar mediciones

70



Capitulo 1II

en muestras bioldgicas del orden de micrometros tanto /n vitro como in

vivo, sin necesidad de utilizar reactivos.

Métodos de analisis multivariante (Métodos quimiométricos)

Las espectroscopias vibracionales generan una gran cantidad de datos, los
cuales requieren métodos apropiados de analisis para aprovechar al maximo la

informacion contenida en ellos.

La Quimiometria es la disciplina que utiliza métodos matematicos vy
estadisticos para extraer de forma eficiente la informacion relevante contenida
en los datos experimentales, que en nuestro caso son los espectros (grupos
multivariantes de datos). En lineas generales, los métodos multivariantes
pueden clasificarse como no supervisados, cuando no requieren informacion
adicional para su estudio, y supervisados, cuando requieren informacion previa

para el andlisis de datos.

Diversos autores han utilizado los métodos multivariantes para el analisis de
datos espectrales, con fines de discriminacion, identificacion y/o clasificacion de
microorganismos y otros especimenes bioldgicos (Mobili et al., 2011; Bosch et
al. 2006; Minnaard et a/, 2007). Algunos de los métodos mas utilizados para
este proposito son: el analisis de componentes principales (PCA), analisis por
factores (FA), analisis de discriminacion lineal (LDA), analisis de clusters (HCA),
minimos cuadrados parciales (PLS), redes neuronales (ANNs), entre otros
(Ghiamati et al, 1992; Huang et al., 2004).

Por otro lado, aunque las mediciones experimentales y la metodologia para
la recoleccion de datos se encuentren bien definidas o establecidas, siempre
existiran fuentes de variacion, que resultan ser un problema para la calibracion
de modelos de clasificacion o prediccion, y que deben ser minimizadas. En este
sentido, la remocidn de ciertos efectos fisicos causados por la dispersion de la
luz, variacién en la linea base y el ruido aleatorio, es de vital importancia en el

analisis y caracterizacién de muestras bioldgicas.
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Estos inconvenientes pueden solucionarse en gran medida con un adecuado
pre-procesamiento de datos [/.e.: normalizacién, suavizado, correccion de la
linea base, derivacion, correccion de efectos multiplicativos (MSC), etc.]
(Martens & Nielsen, 2003; Esbensen, 2005). Adicionalmente, existen
determinados criterios para la seleccion de un rango o region espectral, que son
generalmente utilizados para eliminar la informacién no especifica en los
modelos de clasificacién o prediccion. Para esta tarea, se cuenta con diversos
métodos ya establecidos que permiten una eficiente seleccion de estos rangos

espectrales (Jarvis & Goodacre, 2005; Goicoechea & Olivieri, 2003).

A continuacién, se describen dos de los métodos multivariantes mas
utilizados para la identificacion, discriminacién y/o clasificacion de

microorganismos.

Analisis de componentes Principales (PCA)

El PCA es un método multivariante que opera de forma no supervisada, y es
utilizado para analizar la estructura inherente de los datos. Este método reduce
la dimensionalidad del conjunto de datos, encontrando un grupo de ejes
coordenadas alternativas, llamadas componentes principales (PC's) (Martens &
Nielsen, 2003; Esbensen, 2005). Estos ejes de coordenadas alternativos tienen
la propiedad de que la mayor parte de la informacion esta contenida en unas
pocas primeras dimensiones, pudiéndose descartar el resto con muy poca
pérdida informacion (Figura 2.3). La forma general del modelo de PCA es la

siguiente:
X=TP" +E (11.1)

donde la matriz X (matriz de datos o espectros), es descompuesta en dos
matrices mas pequefias, una llamada matriz de scores (7) y la otra, matriz de
loadings (P) donde el superindice T indica la operacion de transposicion del
vector, es decir, el intercambio de filas por columnas. Los scores muestran la
posicién de las muestras a lo largo de cada componente del modelo, y son

utilizados para detectar, similitudes o diferencias de las muestras, patrones y/o
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agrupamientos. Los /oadings muestran el peso (o relevancia) de una
determinada variable por el modelo de componentes principales. Son utilizados
para entender cuanto contribuye cada variable al significado de la variacion de
los datos, y de esta manera, interpretar la relacion entre variables. También
pueden ser utilizados para interpretar el significado de cada componente del
modelo.

Teniendo en cuenta que existen menos componentes principales que
variables y debido al error de ajuste del modelo con los datos, se produce un

error E que se acumula en la matriz (Figura 2.3).

/ P S P p\

: -~ _ L e — —_— —
A : Sl |
nb-———"_l= nl u
e o - + E
X T P n

X= Datos del espectro n= nlmero de espectros
original p=nlumero de puntos de datos
T= PCA de Scores f= nimero de componentes

P= PCA de Loadings principales
E = Matriz de residuos

Figura 2.3: Esquema general del Analisis de Componentes Principales (PCA)

Las PC’s corresponden a una combinacién lineal de las variables originales,
las cuales son ortogonales entre si, y elegidas de tal manera que cada una de
ellas explica de forma sucesiva la maxima variabilidad del conjunto de datos. En
otras palabras, PCA involucra un procedimiento matematico que transforma una
gran cantidad de variables correlacionadas (/e.: corrimiento Raman o nimeros
de onda), en una cantidad menor de variables no correlacionadas, las cuales

son llamadas, componentes principales (PC’s).
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La primera componente principal (PC1), explica la mayor variabilidad en el
conjunto de datos, y cada componente sucesiva, explica la variabilidad

remanente de la PC anterior.

Cuando los scores son graficados como una combinacion de PC's (Figura
2.4a), éstos pueden revelar relaciones existentes entre las muestras
(agrupaciones). Es importante recordar que PCA actia de una forma no
supervisada, lo cual significa que para el analisis de datos no es necesario
ningun tipo de informacidon adicional al conjunto de espectros o datos

colectados experimentalmente.

El PCA provee el porcentaje de la varianza explicada por cada PC. Ademas
nos indica el nimero de componentes principales (PC's) que retienen la mayor
cantidad de informacion presente en el conjunto de datos, relacionada con su
estructura intrinseca (Martens & Nielsen, 2003; Esbensen, 2005).
Adicionalmente, los /oadings proporcionan informacion referente a las variables
de diagnodstico estadisticamente mas importantes o influyentes, relacionadas
con las principales diferencias encontradas en el conjunto de datos (Figura
2.4b).

En la Figura 2.4a se muestra una grafica de los PCA-scores representativos
de dos grupos de muestras de diferentes especies bacterianas. La separacion
existente entre los dos grupos, se encuentra dada a lo largo del eje
perteneciente a la componente 1 (PC1), la cual explica un 100 % de la varianza
total de los datos. De esta manera, la PC1 contiene la informaciéon espectral

relacionada con la especie de las bacterias.
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Figura 2.4: a) Grafico de PCA-scores (PC1 vs PC2) obtenidos del
analisis de componentes principales de espectros Raman de dos
especies bacterianas filogenéticamente relacionadas. Las agrupaciones
observadas a lo largo del eje de la componente principal 1 (PC1),
corresponden a los dos grupos de bacterias analizadas. b) Grafico de
loading del analisis de PCA realizado en todo el rango del espectro
Raman (1800-800 cm™) para las muestras en estudio. Los recuadros en
rojo indican las variables mas influyentes del grafico de PCA-scores.
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En resumen, la transformacion en PC da algunas facilidades para analizar la

informacion tales como:

e Obtener informacién grafica de los datos en 2 6 3 dimensiones.

e Inspeccionar las estructuras de los datos aplicando métodos
computacionales intensivos sobre los datos reducidos. De esta manera los
datos se presentan de manera mas clara que en las n dimensiones
originales.

I\\

e Obtener informacidn cuantitativa acerca del “peso” de cada variable en el

conjunto de datos.

Minimos cuadrados parciales (PLS)

Las técnicas de calibracién multivariante, tales como regresion parcial de
minimos cuadrados (PLS, por sus siglas en inlgés), pueden relacionarse con el
procesamiento de espectros y su cuantificacion. Una vez que la calibracion ha
sido realizada, la prediccion de futuras muestras (determinacion de
concentraciones en muestras desconocidas por regresion) es simplemente una

multiplicacion de matrices.

El modelo PLS es un método para la construccion de modelos de prediccion
cuando los factores (variables manejables de manera controlada) son muchos y

altamente colineales (no son significativamente redundantes).

Las variables espectrales son colectadas como una matriz X con nimero de
muestras y el nimero de columnas igual al nimero de canales en el espectro.
Esta matriz de respuestas X (matriz de espectros), es descompuesta de manera
similar a como se hace en PCA, generando una matriz de scores (7T) y una

matriz de /loadings (P) (también llamados vectores base).
X=TP" +E (11.2)

Los elementos de la matriz Y corresponden a las concentraciones (nimero

de filas = nimero de muestras; nimero de columnas = ndmero de elementos)
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y un analisis similar al de X es llevado a cabo, produciendo una matriz de scores
(U)y otra de /loadings (Q).

Y =UQ +F (IL.3)

El objetivo de PLS es modelar las matrices X e Y, de tal forma que el
conjunto de valores residuales de Xe Y, llamados £y Frespectivamente, sean
igual a cero. Asimismo, se construye una relacion entre el conjunto de scoresy

loadings
U=TW (I1.4)

donde Uy T son los scores asociados a las matrices X'e Y, respectivamente,
y W es una matriz de regresion lineal entre los espacios de los scores que

debemos calcular.

Este modelo es mejorado mediante el desarrollo de lo que se conoce como
“relaciones internas”. Debido a que los vectores base son calculados para
ambos conjuntos de datos X'e Y de manera independiente, éstos pueden tener
una débil relacion entre ellos. Esta relacion interna es mejorada mediante el
intercambio de los scores Ty U, en un calculo iterativo. Esto permite que la
informacion de un conjunto de datos pueda ser utilizada para ajustar la
orientacién de los vectores base o latentes (PC) en otro conjunto de datos y
viceversa. Una descripcion mas amplia de este proceso, puede ser encontrada

en la literatura (Araujo-Andrade et al., 2005).

Una vez calculado el modelo, las ecuaciones anteriores se combinan para
proporcionar una matriz de vectores de regresion, uno por cada componente en
Y:

B=P(P"P)'WQ’ (I1.5)

Y =XB (IL.6)
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El objetivo del PLS es entonces, obtener un modelo en un espacio de menor
dimensidén capturando la maxima variacion en X con el nidmero minimo de

variables (PCA) y maximizando la correlacién entre X e Y.

Es por todo esto que el énfasis del PLS se encuentra en la prediccién de las
respuestas y no necesariamente en tratar de entender las relaciones existentes

entre variables.

Métodos de validacion

La validacion de un modelo de prediccion estd referida a su capacidad
predictiva de datos desconocidos, que no han sido utilizados en la calibracién
del mismo. Este nuevo conjunto de datos recibe el nombre de “set de
validacion'’, y es utilizado para validar el modelo calibrado bajo una situacion
real. Sin embargo, en ciertos casos el nimero de muestras o determinaciones
es limitado y no es posible contar con un grupo de muestras para la calibracion
del modelo, llamado también “set de entrenamiento”, y un “set de validacion”.
En dichos casos, es necesario recurrir a procedimientos alternativos que

proporcionen una aproximacion a la validacion ideal.

A continuacion, se describe uno de los métodos de validacion alternativos y
mejor aceptado por los expertos en el tema, cuando no se cuenta con suficiente
cantidad de muestras o mediciones para una validacion por “set de validacion’.
Este método, proporciona una validacién buena, pero a su vez, aproximada a la

validacion ideal.

Validacion cruzada (LOOCV)

El método de validacion cruzada, es cominmente conocido por su nombre en
inglés como full-cross-validation o leave-one-out-cross-validation (LOOCV). El
método consiste en calibrar tantos sub-modelos como objetos existan, y en
donde en cada calibracién se excluye de cada sub-modelo un objeto (espectro o

muestra), que sera predicho por el sub-modelo.
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Si existen n objetos, cada sub-modelo sera calibrado con n-1 objetos. El
cuadrado de la diferencia entre el valor predicho y el valor de referencia Y para
cada objeto o muestra excluida, es sumado y promediado, dando como
resultado la varianza en Y, en el mismo sentido que si se realizara en un grupo

de muestras independiente.

El método de validacién cruzada, suele ser la mejor opcidén cuando no se
cuenta con un numero suficiente de muestras para tener un set de
entrenamiento y otro grupo independiente de muestras de validaciéon. Por lo
descripto anteriormente, diversos autores en la literatura recomiendan este
método como una buena aproximacién para validar un modelo (Martens &
Nielsen, 2003; Esbensen, 2005).
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MATERIALES Y METODOS

Espectroscopia Raman

Se realizaron andlisis de la biosorcion de las cepas de L. kefir CIDCA 8348 y
JCM 5818 con Pb**, Cd**, Zn** y Ni** mediante espectroscopia Raman. De
todas las concentraciones de metales ensayadas en el experimento de
biosorcién [capitulo I. Secciébn 3-b Ensayos de unidon a iones metalicos
(biosorcidn)], se seleccionaron tres, para el registro de los espectros Raman.
Las concentraciones seleccionadas fueron: Pb®* 0.03, 0.3 y 0.9 mM; Cd** 0.06,
0.25y 1.2 mM; Zn** 0.15, 0.6 y 1.2 mM; y Ni** 0.03, 0.3 y 0.45 mM.

La labor experimental se desarrollé en Unidad Académica de Fisica de la
Universidad Autonoma de Zacatecas y en el Centro de Investigaciones en
Optica, A.C. Unidad Aguascalientes, México, a cargo del Dr. C. Araujo-Andrade

y Dr. C. Frausto Reyes.

Espectros Raman

Los espectros Raman de las muestras de bacterias (tanto las bacterias
con los iones metdlicos adsorbidos como las bacterias no tratadas que se
usaron como controles) fueron registrados en un sustrato de aluminio y luego
en un microscopio Leica integrado al sistema Raman (Renishaw 1000B). Para
obtener la mayor informacién espectral de cada cepa, se llevaron a cabo varias
exploraciones en diferentes puntos de la muestra moviendo el sustrato en las
direcciones X e Y. El sistema de Raman se calibrdé con una silicona
semiconductora utilizando el pico Raman a 520 cm™ como standard y para
optimizar ain mas la calibracidn se usaron muestras de cloroformo (CHCIs) [que
aporta bandas a 261, 364 y 667 cm™'] y ciclohexano (C¢H1») [que aporta bandas
a 383, 426, 801, 1028, 1157, 1265, 1347 y 1443 cm™']. La longitud de onda de
excitacion fue de 830 nm, y el laser se centr6 en la superficie de la muestra con
un objetivo de 50 X (tamafo de la mancha de aproximadamente 20 pm). La

irradiacién de energia laser sobre las muestras fue de 45 mWw.
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El PCA se llevd a cabo de forma independiente sobre el conjunto de ocho
muestras que corresponde a cada interaccién de bacteria/metal en sus tres
concentraciones. Se registraron 244 espectros Raman a partir de las ocho
muestras que contenian los iones metdlicos adsorbidos en diferentes
concentraciones. Para la calibracion del modelo se utilizd un total de 192
espectros Raman adquiridos a partir de los ocho conjuntos de muestras. Cada
espectro se registrd con una exposicion de 30 s, dos acumulaciones, en la

regidn de 1800-200 cm™ con 2 cm™ de resolucién espectral.

Analisis de los datos

Los espectros Raman fueron analizados mediante el programa GRAMS
(version 3.04; Thermo Galactic, EE.UU.). El andlisis multivariante y el
procesamiento de datos [correccidn de linea de base, autoescalado (centrado y
normalizacion) y correcciéon de la multiplicacion de dispersion (MSC)] se
realizaron utilizando el programa computacional Unscrambler (version 9.8;
CAMO, Noruega).

El PCA se realizd sobre los espectros Raman preprocesados para evaluar las
diferencias espectrales entre las cepas que previamente interactuaron con
diferentes concentraciones de un Unico ion metalico en el espacio PC. A
continuacion, se calibraron los modelos PLS, que permitieron cuantificar los
diferentes iones metalicos adsorbidos a la superficie de cepas L. kefir (Martens
& Naes 1989; Esbensen 2005).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis estructural

Como primer paso en el analisis espectral, se comparo los espectros Raman
de ambas cepas de L. kefir no tratados (controles) con los obtenidos después
del tratamiento con cada metal. Se observaron varias diferencias cualitativas.
La Figura 2.5 muestra un ejemplo de un espectro promedio Raman
preprocesado para ambas cepas luego del tratamiento con Cd** junto con sus
controles correspondientes. Se observaron diferencias cualitativas similares para
las otras muestras de bacteria/metal, en comparacidon con sus respectivos
controles. Las principales diferencias entre los controles y las muestras de
bacteria/metal indican los sitios de unién de los metales. La banda de 1655 cm™,
correspondiente al estiramiento [0 stretching (v)] asimétrico de los grupos
carboxilato (vCOO™ as), desaparece después del tratamiento con los metales. La
banda de 1445 cm™ es claramente transformada en un hombro después de la
interaccion con los metales. Esta banda puede ser atribuida al estiramiento
simétrico de grupos carboxilato (vCOO" s). Las modificaciones de ambas bandas,
vCOO™ as y vCOO s, indican que las interacciones de las bacterias con los
metales se producen a través de grupos carboxilato. Por su parte, la banda de
1260 cm™ desaparece después del tratamiento con metales y corresponde a los
grupos fosfato. Por ultimo, las diferencias observadas en el rango de 1000-850

cm! se relacionan principalmente con polisacaridos de la pared celular.
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Figura 2.5: Espectros Raman correspondientes a L. kefir CIDCA 8348/Cd**
(@) y L. kefir JCM 5818/Cd** (b). Los espectros correspondientes a las cepas

no tratadas con metales (controles) se muestran en negro.

En concordancia con resultados de otros autores, los espectros Raman de la
Figura 2.5 indican que la interaccién bacteria/metal involucra grupos
carboxilato y fosfato y también polisacaridos superficiales (Halttunen, et al.,
2007; Mrvcic, et al., 2009). Teniendo en cuenta que la biosorcion es un proceso

que ocurre en la superficie bacteriana, las estructuras bacterianas superficiales
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que participan en la interaccion con los metales son los polisacaridos asociados
con la pared celular y las proteinas de capa S, que son proteinas superficiales
caracteristicas de L. kefir. (Sara & Sleytr 2000; Mobili et a/. 2010). Como se
explicara detalladamente en el capitulo III, los grupos carboxilatos de las
proteinas de capa S, de las cadenas laterales de aspartato y glutamato, estarian

involucrados en la interaccidon capa S/ion metalico.

Por otro lado, las alteraciones observadas en las bandas correspondientes a
los grupos fosfatos y polisacaridos avalan la participacion de las estructuras de

la pared celular en la interaccion bacteria/metal.

A partir de la informacidon obtenida por espectroscopia Raman se utilizd el
analisis multivariante para tratar de desarrollar un modelo que permitiera
relacionar y cuantificar la interaccion de los cuatro metales (en tres

concentraciones) con las cepas de L. kefir.

Analisis de componentes principales (PCA)

El PCA se llevd a cabo para cada uno de los cuatro metales en estudio y
ambas cepas, para investigar en una forma no supervisada si es posible
agrupar los espectros experimentales en funcién de la concentracion de iones
metalicos unidos a la biomasa bacteriana. Teniendo en cuenta que los
espectros Raman correspondientes a las cepas tratadas con las tres
concentraciones de metales son claramente diferentes a los correspondientes
controles (bacterias no tratadas) estos ultimos no fueron considerados para el
PCA. Esto se debe a que la inclusidon de los controles en el PCA permite la
separacion de solo dos grupos: bacteria con metal y bacteria sin metal (control)

no pudiendo discriminar entre diferentes concentraciones de metal.

La Figura 2.6 al y II muestra los graficos de PCA llevados a cabo sobre la
totalidad espectros Raman preprocesados en el rango 1800-200 cm™, para la
interaccién de ambas cepas con Pb®*. La Figura 2.6 aI muestra el grafico
correspondiente a PC2 vs PC1 de la cepa L. kefir CIDCA 8348, y la Figura 2.6
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bl, el grafico de PC4 vs PC1 de L. kefir JCM 5818. En ambos casos, se
observaron tres grupos separados correspondientes a las tres concentraciones

analizadas.
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Figura 2.6: Grafico de PCA realizado sobre el espectro Raman (regién 1800-200 cm™)
de L. kefir luego de la interaccion con diferentes concentraciones de plomo. a I) L.
kefir CIDCA 8348: m 0.028, ¢0.181 y A 0.217 mM. b I) L. kefir JICM 5818 m 0.028, o
0.165y A 0.184 mM. a II) y b II) corresponden a los /oadings del andlisis de PCA
realizado en todo el rango del espectro Raman (1800-600 cm™) para las muestras en
estudio. Las lineas celestes discontinuas indican zonas por arriba o debajo de cero que

se corresponden con las variables mas influyentes del grafico de PCA-scores.
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Ademas, en los graficos de /oadings de la Figura 2.6 a II y b II se observo
las regiones espectrales que son influyentes para las agrupaciones en el grafico
de PCA-scores. Se identificaron como variables estadisticamente influyentes las
zonas de 1800-1500 cm™ correspondientes a la absorcién de vCOO y la zona
de 1000-800 cm™ relacionada con los polisacaridos superficiales de la pared

celular.

El andlisis de PC para Cd**, Ni** y Zn’* (Figura 2.7) muestra claras
agrupaciones relacionados con las concentraciones de metal usada, para ambas

cepas de L. kefir.

Los porcentajes de varianza explicada en cada componente principal después
del PCA llevado a cabo en el conjunto de espectros Raman preprocesados para
todas las interacciones bacterias/iones metalicos se muestran en la tabla 2.1.
La varianza total explicada para los dos componentes que se muestra en la
tabla es mayor que el 72 % en todos los casos salvo para L. kefir CIDCA 8348
con niquel (56%). En la mayoria de los casos la PC1 y PC2 explican la casi
totalidad de la variabilidad de los datos. Sin embargo, en el caso de L. kefir JCM
5818 con Pb** y L. kefir CIDCA 8348 con Ni** se observd que la PC4 (a pesar
de resultar en una variacion residual baja), es la componente principal que
permite discriminar los grupos en funcién de la concentracién de metal. Esto
ultimo es debido a que la PC4 explica alguna propiedad adicional asociada a la

concentracion de metal.

Estos resultados de PCA indican una correlacion muy buena entre la
informacion contenida en los espectros Raman y las concentraciones de iones
metalicos adsorbidos a la biomasa bacteriana. Los altos porcentajes de varianza
explicada constituyen un soélido soporte para calibrar los modelos de prediccidn

deseados.
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Figura 2.7: Grafico de PCA realizado a partir del espectro Raman (regiéon 1800-200
cm™) de L. kefir. a) CIDCA 8348 con diferentes concentraciones de II) Cadmio. m
0.060, ¢0.133, A 0.172 mM, III) Zinc m 0.115, ¢0.307, A 0.350 mM y IV) Niquel =
0.022, ¢0.110, A 0.182 mM; b JCM 5818 con II) Cadmio = 0.062, e 0.124, A
0.210 mM, III) Zinc m 0.131, @ 0.351, A 0.498 mM y IV) Niquel = 0.026, ¢ 0.118,
A 0.179 mM.
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Tabla 2.1: Porcentaje de la varianza total explicada en cada componente principal

luego del analisis de los componentes principales

Varianza total
PC1 (%) PC2 (%) PC4 (%)
explicada (%)

L. kefir CIDCA 8348

Pb** 71 19 - 90
Cd** 49 47 - 9%
Zn** 66 28 94
Ni%* 53 - 3 56
L. kefirJCM 5818

Pb** 70 - 2 72
Cd** 65 24 - 89
Zn** 79 13 92
Ni%* 60 25 - 85

Minimos cuadrados parciales (PLS)

Habiendo demostrado que un método no supervisado como el PCA permite
una clara discriminacion entre las diferentes concentraciones de los metales, en
un paso posterior fueron calibrados modelos de prediccion que permitiesen
cuantificar metales en muestras desconocidas. Para este proposito, se
desarrollaron los modelos basados en cuadrados minimos parciales. Los PLS
operan de una manera supervisada, lo que significa que se requiere un
conocimiento previo de la concentracion de iones de metal (Martens & Naes
1989).

La Figura 2.8 muestra los resultados de la validacion cruzada para el
modelo de prediccién desarrollado para la cuantificacién de Pb*? adsorbido a L.
kefir CIDCA 8348. El modelo se calibré usando los espectros pre-procesados
Raman en el rango de 1800-200 cm™ y validado mediante el método de Leave-
one-out-cross validation (LOOCV), debido al numero limitado de muestras
(Martens & Naes 1989). El error cuadratico medio de prediccion (RMSEP) se
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representa en las barras de error-Y. Los resultados obtenidos por métodos
analiticos (ver capitulo I Figura 1.10) se utilizaron como concentraciones de

referencia.

0.30

CIDCA8348 P2+t

024

0.18 —

012

0.06 —

Concentracion de prediccion (mM)

0.00 -

I ' I I ' I ' \ '
0.00 0.06 0.12 0.18 0.24 0.30

Concentracion de Referencia (mM)

Figura 2.8: Validacion cruzada del modelo de prediccion de
concentracién para cuantificar Pb** adsorbido a L. kefir CIDCA
8348. El modelo se calibro usando los espectros Raman en la
region de 1800-200 cm™. Los resultados obtenidos por métodos
analiticos se usaron como concentraciones de referencia. Los
valores correspondientes a la validacién cruzada de los modelos
desarrollados para todas las condiciones (cepas y metales) se

describen en la tabla 2.3 y los valores estadisticos en la tabla 2.4.

El mismo proceso se llevd a cabo para todos los iones metalicos para ambas
cepas. Los datos completos del proceso de calibracion/validacién se muestran
en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Preparacion del conjunto de datos y resultados del disefio de PLS

Cepa L. kefir CIDCA 8348 L. kefirJCM 5818
Muestra Pb**  Cd** zn* Ni%* Pb*  Cd*  zn** N*
N° total de

espectros 29 31 30 32 31 30 31 30

registrados

N° Espectros

usados para la 25 22 19 27 27 25 23 23
calibracion

N° Espectros

eliminados de la

calibracion

(outliers)

Método de

validacion

Loocv Loocv Loocv Loocv Loocv Loocv Loocv Loocv

N° Espectros
] 25 22 19 27 27 25 23 23
para validacion

Tratamiento
crudo crudo crudo crudo crudo crudo crudo crudo

matematico
BLR, BLR, BLR, BLR, BLR, BLR, BLR, BLR,
Pre- MSC MSC MSC MSC MSC MSC MSC MSC
procesamiento 1/Std* 1/Std 1/Std  1/Std 1/std 1/Std 1/Std 1/Std
MC MC MC MC MC MC MC MC
Factores de PLS ) 4 4 4 4 5 4

para prediccién

BLR: Remocidn de la linea de base

MSC: Correccion de la dispersién multiplicativa.

MC: Media centrada.

Loocv: Leave-one-out-cross validation (Dejar uno afuera para la validaciéon cruzada).
*Estandarizacion.

La validacion cruzada compara las concentraciones obtenidas utilizando
métodos analiticos (Ver capitulo I Figura 1.10), con los obtenidos utilizando
el modelo de prediccion construido. El grafico de PLS representado en la
Figura 2.8 es un ejemplo representativo de los resultados obtenidos a partir

de los procesos de validacion cruzada llevadas a cabo. A partir de estos
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resultados, se puede concluir que la media de los valores predichos ajusta muy
bien a los resultados obtenidos a partir de los métodos analiticos (Tabla 2.3).
La tabla 2.4 resume los valores estadisticos obtenidos para cada modelo de
prediccion de PLS calibrado y validado. Estos valores (correlacion, R-cuadrado,

RMSEP y SEP) indican la capacidad predictiva de cada modelo de prediccién PLS.

Tabla 2.3: Comparacion de concentraciones de metales calculadas por métodos

analiticos con las concentraciones obtenidas por PLS.

Valores determinados por Valores obtenidos por
métodos analiticos (mM) PLS (mM)
L. kefir CIDCA 8348
Pb** 0.028 0.033
0.181 0.179
0.217 0.210
Ccd** 0.060 0.065
0.133 0.131
0.172 0.164
Zn** 0.115 0.131
0.307 0.296
0.350 0.340
Ni* 0.022 0.025
0.110 0.121
0.182 0.149
L. kefirJCM 5818
Pb** 0.028 0.032
0.160 0.161
0.184 0.174
Ccd** 0.062 0.066
0.124 0.122
0.210 0.195
Zn** 0.131 0.236
0.351 0.257
0.498 0.487
Ni* 0.026 0.033
0.118 0.102
0.179 0.163
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Tabla 2.4: Valores estadisticos calculados en el paso de validacion para la

calibracién de modelos de cada interaccion bacteria-metal en la region de 1800-200
1

cmo.

Cepa L. kefir CIDCA 8348 L. kefirJCM 5818
Muestra Pb** Cd* zn* Ni** Pb** Cd** zn** Ni**
Correlacion 0.98 096 0.93 0.88 0.96 095 0.78 0.93
R-square 096 0.93 0.89 0.80 093 092 0.64 0.88
RMSEP 0.015 0.010 0.033 0.028 0.017 0.016 0.095 0.020
SEP 0.015 0.011 0.034 0.029 0.017 0.016 0.097 0.020

R-square: Coeficiente de determinacion.
RMSEP: Error cuadratico medio de prediccion.

SEP: Error estandar de desempenio.

Los resultados presentados en la Figuras 2.6 y 2.7 permitieron la
construccion de modelos de cuantificacion a partir de los espectros Raman
(Tabla 2.3 y Figuras 2.6 y 2.7). Los valores estadisticos de la Tabla 2.4
constituyen un soporte valido para la utilizacion de estos modelos en la
cuantificacién de iones metdlicos adsorbidos a la superficie bacteriana. De
acuerdo a nuestro conocimiento, la espectroscopia Raman no se ha utilizado
para la cuantificacion de metales pesados adsorbidos a microorganismos. Por lo
tanto, la contribucion mas importante de este capitulo es el desarrollo de un
modelo de prediccion atil para la determinaciéon de metales pesados en
muestras desconocidas. Para obtener esta informacion, el Unico requerimiento
experimental es el registro /in situ del espectro Raman (es decir, no se necesitan
posteriores tratamientos de las muestras). Por otra parte, el uso de la
espectroscopia Raman en el estudio de la adsorcion de iones metalicos a las
células bacterianas tiene un valor agregado: ademas de ser eficiente como
método de cuantificacion, al mismo tiempo proporciona informacién estructural

sobre los sitios que participan en la interaccidon bacteria/metal.
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CONCLUSIONES

El principal logro de este capitulo fue desarrollar un modelo de calibracion
multivariante que permite cuantificar la interaccion de iones metalicos con
bacterias lacticas a partir del solo registro de espectros Raman. En este

contexto, se destacan ademas los siguientes aportes:

a) La identificacion de las estructuras bacterianas que participan en la
interaccion bacteria-metal, se producen principalmente a través del carboxilato

y polisacaridos expuestos en la superficie bacteriana.

b) El desarrollo de un modelo de cuantificacion que permite una evaluacion

directa y rapida de esta interaccion.

A su vez el andlisis de componentes principales permiti6 una clara
discriminacion de los espectros de las bacterias por la interaccion de metales en

diferentes concentraciones.

El modelo de PLS desarrollado en este trabajo es potencialmente Util para la

cuantificacion de Pb?*, Cd**, Zn** y Ni** en muestras desconocidas.
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INTRODUCCION

La capacidad de las bacterias para interaccionar entre ellas o con los
diferentes elementos de su entorno estd determinada en gran parte por las
propiedades de sus estructuras superficiales. Entre dichas estructuras
superficiales, las proteinas de capa S constituyen las estructuras bacterianas

mas externas en mas de 600 especies diferentes de microorganismos.

Las proteinas de capa S son estructuras regulares ubicadas sobre la
superficie externa de la bacteria. Estan formadas por subunidades de proteina o
glicoproteina que se autoensamblan formando una red cristalina bidimensional
que cubre por completo al microorganismo durante todas las etapas del
crecimiento (Sleytr et al, 2001). Estos arreglos regulares de macromoléculas
estan ampliamente distribuidos entre los procariotas, y se ha demostrado su
presencia en microorganismos pertenecientes a casi todos los grupos
taxonodmicos de los dominios Archaeay Bacteria, tanto Gram (-) como Gram (+)
(Rvall-Jaaskeldinen & Palva, 2005; Sleytr et a/., 2001).

Las proteinas de capa S de diferentes microorganismos estan compuestas en
su mayor parte por un Unico tipo de proteina o glicoproteina con masa
molecular de 40 a 200 kDa. El grado de glicosilaciéon de las proteinas de capa S

puede variar entre un 2 'y 10 % (p/p) (Sleytr et al., 2007).

Las proteinas de capa S poseen de 5 a 25 nm de espesor, y las subunidades
que las componen se ensamblan entre si formando poros (tamafio desde 2 a 8
nm) con una determinada morfologia. Estos poros representan en conjunto el
30-70 % de la superficie total de las proteinas (Sara & Sleytr, 2000). A fin de
comparar sus estructuras, las proteinas de capa S se clasifican de acuerdo con
la posicién de los protdmeros o subunidades proteicas y de los poros en
relacion a los ejes de simetria (Figura 3.1). De esta forma, las subunidades se
ordenan en un entramado con simetria oblicua, cuadrada o hexagonal. Cada
unidad morfolégica se compone entonces de una (pl), dos (p2), tres (p3),
cuatro (p4) o seis (p6) subunidades proteicas idénticas con distancias de 3 a 30

nm de centro a centro (Sleytr et a/., 2007).
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b1 Oblicua D2 Cuadrada p4 Hexagonal

Figura 3. 1: Esquemas ilustrando los diferentes tipos de simetria bidimensional que
pueden presentar las proteinas de capa S. Una unidad morfoldgica (en rojo) en la
simetria oblicua consiste en una (p1) o dos (p2) subunidades idénticas, en la simetria
cuadrada consiste en cuatro (p4) subunidades, mientras que en la simetria hexagonal
puede estar formada por tres (p3) o seis (p6) subunidades (modificado de Sleytr et
al., 2007).

La presencia de proteinas de capa S ha sido descripta en muchas especies de
lactobacilos tales como Lactobacillus acidophilus, L. helveticus, L. casei, L.
brevis, L. buchneri, L. fermentum, L. bulgaricus (Messner & Sleytr, 1992), L.
plantarum (Moschl et al, 1993), L. crispatus (Toba et al, 1995) y mas
recientemente en L. parakefiry L. kefir aislado de granos de kefir (Garrote et al.,
2004).

Las proteinas de capa S del género Lactobacillus estan entre las mas
pequefas descriptas hasta el momento, con tamafios que van desde 25 kDa
(Ventura et al., 2002) hasta 71 kDa (Garrote et al., 2004), y presentan algunas
similitudes con respecto a las de otros microorganismos en cuanto a la
composicion aminoacidica. Entre las caracteristicas comunes con otras proteinas
de capa S se pueden citar el elevado contenido de aminoacidos hidrofdbicos
(31.9 % al 38.7 %), el reducido contenido de aminodacidos con residuos
azufrados, (no mayor del 2 %, de los cuales la mayoria corresponden a
metionina), elevado porcentaje de aminoacidos con restos hidroxilados (23-33
%) y el hecho de que la lisina es el aminoacido basico predominante (10 %)
(Rvall- Jaaskeldinen & Palva, 2005; Sara & Sleytr, 2000). Por otro lado, uno de

los rasgos diferenciales mas notables en las proteinas de capa S del género
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Lactobacillus lo constituye el nimero de residuos positivamente cargados
siempre mayor que el nimero de residuos negativamente cargados, lo que
determina los elevados valores de punto isoeléctrico (pI) (de 9 a 10.4)
calculados para estas proteinas a partir de sus secuencias aminoacidicas (Avall-
Jaaskeldinen & Palva, 2005). A pesar de la naturaleza basica de las proteinas de
capa S producida por Lactobacillus, se ha encontrado que la carga superficial es
negativa, probablemente debido a la participacion de las zonas cargadas
positivamente de proteinas de capa S en su unidn al peptidoglicano (Smit et a/.,
2001; Schar-Zammaretti & Ubbink, 2003). Solamente las proteinas de capa S
del archaea Methanothermus fervidus (Brokl et al, 1991) comparten pI altos
con los lactobacilos, ya que el resto de las proteinas de capa S poseen pI con
valores entre 3 y 6 (Sara & Sleytr, 2000).

Las subunidades constituyentes de la mayoria de las proteinas de capa S
interactian unas con otras y con los constituyentes subyacentes de la envoltura
celular a través de fuerzas no covalentes, tales como uniones idnicas,
interacciones hidrofébicas o de puente de hidrégeno, y algunas requieren
cationes mono o divalentes para el mantenimiento de su integridad estructural
(Sleytr & Beveridge, 1999; Sleytr & Messner, 1988). Para la extraccion de
proteinas de capa S se utilizan distintos agentes caotrdpicos, capaces de
debilitar las interacciones entre las subunidades proteicas provocando asi la
disrupcién de la capa S con la consiguiente liberacién de sus componentes en
forma de mondmeros o de oligdmeros. Uno de los agentes utilizados para tal fin
es el LiCl en concentracién 5 M (Mobili et al, 2009), un agente disociante con
propiedades caotropicas, ya que los iones Li* alteran la estructura del agua y
reducen asi las interacciones hidrofobicas (Rojas et &/, 2002). Una vez
removido el agente disruptor, las subunidades aisladas de proteinas de capa S
son capaces de recristalizar en arreglos regulares sobre soportes solidos,
interfaces liquido superficie, sobre peliculas lipidicas y liposomas. Las
estructuras regulares formadas son idénticas a las que se observan en la
superficie de las bacterias intactas. Tal como ocurre en otros sistemas capaces

de autoensamblarse, las subunidades individuales de proteinas de capa S
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contienen toda la informacién requerida para el crecimiento del arreglo regular
(Sleytr & Beveridge, 1999).

La capacidad de las proteinas de capa S para autoensamblarse formando
arreglos bidimensionales altamente regulares les otorga un elevado interés para
aplicaciones bio- y nanotecnoldgicas (Sleytr et al., 2007). Esto comprende su
utilizacion como: a) membranas de filtracion con tamafio uniforme de poro; b)
estructuras de soporte para la inmovilizacién e incorporacion de moléculas con
determinadas funciones (antigenos, anticuerpos, ligandos, enzimas); «c)
matrices para el desarrollo de biosensores; d) soportes y matrices de
estabilizacion de membranas lipidicas, liposomas y emulsiones; e) adyuvantes
de antigenos inmunogénicamente débiles y haptenos; f) matrices para la
formacién de superficies nanoestructuradas con un patréon repetitivo de
propiedades fisicoquimicas definidas. Esta ultima aplicacion esta relacionada
con la capacidad de las proteinas de capa S de algunas bacterias para unir
cationes metalicos, lo cual por un lado serviria como sitio de iniciacion para la
formacion de nanoclusters de metales (con importantes aplicaciones en
nanoelectrdnica), y por otro lado permitiria su utilizacion como materiales filtro
para biosorcion de iones a partir de soluciones contaminadas con metales
pesados (Pollmann et al., 2006; Sara et al., 2006; Sleytr et al., 2007; Pollmann
& Matys, 2007).

La relevancia de estas aplicaciones requiere estudios detallados en lo que
respecta a las propiedades estructurales de las proteinas de capa S y de su

interaccion con metales pesados.

La utilizacion de diferentes técnicas ha permitido un gran avance en la
identificacion y posterior caracterizacién de las proteinas de capa S, asi como
también en las interacciones con distintos metales pesados. En este sentido, la
microscopia de fuerza atomica (AFM) y la espectroscopia de infrarrojo
por transformadas de Fourier (FTIR) han posibilitado la obtencién de

valiosos resultados (Mobili et a/., 2009; Gydrvary et al., 2003).
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Microscopia de Fuerza Atomica

En los Ultimos afos, el empleo de AFM ha permitido obtener imagenes de
alta resolucion en lo que respecta tanto a la topografia de biomoléculas como a
sus propiedades fisicas y fuerzas de interaccion. Esto posibilitd la obtencion de
modelos o reconstrucciones tridimensionales de las proteinas de capas S en

tiempo real. El empleo de AFM posee varias ventajas tales como:

1) la posibilidad de investigar proteinas en su medio natural o en solucion sin
necesidad de usar sondas o de deshidratar muestras, conservando un aspecto
lo mas parecido posible al que presenta la estructura nativa sobre la superficie

celular;

2) presenta resoluciones mayores que 1 nm, lo que permite lograr imagenes

de hasta una subunidad proteica y

3) permite visualizar alteraciones conformacionales de biomoléculas simples
(Fotiadis et al., 2002).

El microscopio de fuerza atdmica tiene 6 elementos fundamentales: la punta,
el escaner, el laser, el detector, el sistema de control electrénico y el sistema de
aislamiento de vibracién (Figura 3.2). La punta se selecciona de acuerdo al
tipo de muestra y a las propiedades que se desean determinar; ésta puede ser
de diferentes materiales. Las mas comunes son de nitruro de silicio o de silicio.
El disefio del escaner tiene forma de tubo y es de un material ceramico
piezoeléctrico que cambia de dimensiones en respuesta a un voltaje aplicado.
Estos escaneres se caracterizan por tener tres grados de libertad,
expandiéndose en una direccion y contrayéndose en otra como resultado del
voltaje aplicado a sus electrodos. También se caracterizan por su frecuencia de
resonancia, su rango de barrido el cual depende del material piezoeléctrico, sus
dimensiones y el voltaje aplicado. El mayor intervalo de operacion de un
escaner es de ~100 ym en movimiento lateral y ~10 um en movimiento vertical.
Un laser incide sobre la punta localizada al final de un cantilever (micropalanca)
a medida que se monitorea la superficie de la muestra. Las fuerzas de
interaccidn entre la punta y la muestra provocan la deflexion del cantilever que
se traduce en un cambio en la posicion de incidencia del laser en el detector.
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El sistema de control electrénico rectifica, subiendo o bajando el escaner
piezoeléctrico, de forma que el haz vuelva a incidir en el centro del detector. La
medida de deflexion del cantilever por el detector, genera una micrografia de la
superficie, es decir las imagenes son generadas por “sentir” mas que por “mirar”
las muestras (Figura 3.2). La fuerza interatdmica que contribuye a la deflexién
del cantilever es la fuerza de Van der Waals (Morris et al., 1999). Por ultimo,
para obtener buenos resultados en AFM es necesario un aislamiento
perfecto de vibraciones, que consiste en una gran masa sujeta por cuerdas

ancladas a la estructura del edificio donde se encuentra el equipo.

Sensor de la
posicién de la
punta

|

Sistema posicionador
que maneja la punta

Sistema de
retroalimentacion que
controla la posicion de la
punta

)

Escaner piezoeléctrico
que mueve la muestra
bajo la punta

Sistema de cOomputo
gue maneja el escaner,
—p———| "~ | mide datos y convierte
la informacion en
imagen

A

Figura 3.2: Diagrama general del funcionamiento de un AFM.

El microscopio de fuerza atdmica utiliza multiples modos de operacién de

acuerdo a las caracteristicas fisicas de la muestra y de las propiedades a medir:

Tapping. También llamado contacto intermitente, mide la topografia de la

muestra tocando intermitentemente su superficie.
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No Contacto o Atractivo: Mide la topografia, de acuerdo a las fuerzas de Van
der Waals que existen entre la superficie de la muestra y la punta. Es decir, el
cantilever se sitia a “larga” distancia (entre 10 y 20 A) y, por lo tanto,

predominan las fuerzas de atraccion.
Y por ultimo el modo con el cual se trabajé en esta tesis,

Contacto (o modo repulsivo). en este modo, la punta barre la superficie
de la muestra, aplicando una fuerza constante (F = constante) y sin levantar la
punta de la superficie. La fuerza aplicada esta relacionada con la deflexién que

experimenta la punta mediante la constante de fuerza del cantiléver. Asi:
F=-k*D (II1.1)

donde F es la fuerza aplicada, k es la constante de fuerza del cantilever y D
la deflexidn. El signo negativo indica que la fuerza actta en direccion opuesta al
desplazamiento del cantilever. Por lo tanto, trabajar a una determinada
deflexion (D = constante) es equivalente a trabajar a una fuerza constante, ya
que son proporcionales. Asi, se fija la deflexion de trabajo (Dsp; sp = setpoint)
y a medida que la punta hace el barrido en el plano de la superficie X-Y, el
escaner (tubo piezoeléctrico) sube o baja (en Z) para mantener una deflexion
constante (D = cte = F = cte). Representando la altura de la punta (Z) en
funcién de su posicién sobre la muestra (X, Y) es posible trazar un mapa
topografico de la muestra Z=Z(X, Y) es decir obtener una imagen (Morris et al.,
1999).

Espectroscopia de Infrarrojo por Transformadas de Fourier

La caracterizacion estructural e identificacion de los sitios de unién de las
proteinas durante la biosorcidn de metales pueden llevarse a cabo mediante
técnicas espectroscopicas no destructivas (Vijayaraghavan & Yun, 2008),
que son aquellas en las cuales las moléculas permanecen intactas durante su

analisis como es el caso de la espectroscopia FTIR.
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El espectrometro de infrarrojo por transformadas de Fourier esta basado en
el principio del interferometro de Michelson (Figura 3.3). La radiacion
proveniente de una fuente de luz blanca llega a un divisor de haz
(generalmente de KBr, recubierto con una pelicula delgada de Germanio) que
escinde el haz de luz en dos partes iguales. Los dos haces de luz son luego
reflejados sobre dos espejos dispuestos uno enfrente (espejo movil) y otro
perpendicular (espejo fijo) a la trayectoria del haz original. En su viaje de vuelta
los haces interfieren en el divisor y atraviesan la muestra para luego alcanzar al
detector. Si el espejo mdvil se desplaza se producird una diferencia en el
camino optico recorrido por los dos rayos, lo que conducira a una diferencia de
fase entre ambos al llegar al detector. De acuerdo a la relacion entre la
diferencia de camino recorrido por cada rayo y el valor de la longitud de onda
(A), para cada A los dos rayos interferiran de manera constructiva o destructiva,
haciendo que la sefial que llega al detector sea mayor o menor. Cuando una luz
blanca atraviesa el divisor de haz, todas las sefiales moduladas se superponen.
El detector esta permanentemente observando todas las frecuencias al mismo
tiempo. La representacion de la intensidad de esta onda en funcién de la

distancia recorrida por el espejo es lo que se llama interferograma.

Espejo movil

Beam
Splitter  Compensador

Detector

Figura 3.3: Esquema del interferometro de Michelson.
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El interferograma luego de ser registrado es amplificado y digitalizado por un
conversor analdgico/digital y finalmente transformado a un espectro mediante

una técnica rapida de transformada de Fourier.

El espectro IR de una muestra se obtiene evaluando la intensidad de la
radiacion IR antes y después de pasar por la muestra. Entonces, el espectro IR

de la muestra se puede expresar como:
T = Is/ Iz en funcidn del nimero de onda,

donde T es la transmitancia, Is es la intensidad IR antes de pasar por la
muestra y Iz es la intensidad IR después de pasar por la muestra. En muchos
casos se utiliza la absorbancia (A = -log T) que de acuerdo a la ley de Lambert
y Beer, es directamente proporcional a la concentracion de la muestra. El
registro grafico del % de radiacién absorbida o transmitida por la muestra en
funcion de la longitud de onda o del nimero de onda (definido como la inversa
de la longitud de onda) de la radiacién infrarroja incidente es lo que se llama
espectro IR.

El espectro IR consiste en un gran numero de bandas de absorcién que se
originan a partir de vibraciones de estiramiento y balanceo de los enlaces de las
moléculas excitadas por la absorcion de la radiacion IR. Desde un punto de
vista cuantico, una vibracion es activa en el IR si el momento dipolar de la
molécula cambia en su modulo u orientacién. Cada grupo funcional absorbe luz
IR de determinadas frecuencias, originando bandas de absorcion caracteristicas.
Ciertas diferencias estructurales (conjugacion, puentes de hidrogeno, fuerzas
de Van der Waals) modifican el entorno en el que se encuentran los grupos
funcionales. Como consecuencia, la frecuencia de absorcidn de un grupo
determinado sufrird pequenos corrimientos resultantes de las alteraciones del

entorno en el que se encuentran.

La espectroscopia FTIR se ha utilizado extensivamente en sistemas
bioldgicos para la elucidacién y andlisis de la estructura secundaria de proteinas
(Matheus et al, 2006; Dong et al, 1990). Algunas ventajas del FTIR sobre

otras técnicas radican en que las muestras pueden ser estudiadas en solucion,
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como films hidratados, dispersiones no homogéneas o sdlidos. Ademas, el
tamano de las proteinas no es un factor limitante y la cantidad de proteina para

tener una “sefal aceptable” es baja (1 mM).

Se han identificado nueve bandas con frecuencias caracteristicas que se
originan a partir de los modos vibracionales de los grupos amida de los enlaces
peptidicos de las proteinas (Krimm & Bandekar, 1986). Las principales bandas
son la amida A (centrada alrededor de 3200 cm™), originada por el
estiramiento (stretching) N-H, la amida I (1720-1600 cm™), originada en un 80
% por el stretching del grupo C=0 con una contribucién del 20 % de la
deformacion (bending) C-N, la amida II (1600-1480 cm™) originada en un 60
% por el bending del N-H y en un 40 % por el stretching C-N. A su vez, la
combinacion de los modos vibracionales de bending N-H y stretching C-N, junto
con contribuciones menores de otros modos vibracionales originan la banda de
amida III. Esta Ultima es generalmente menos intensa que las bandas de

amida I y amida II y se observa en el rango de 1300-1230 cm™ (Figura 3.4).

=== |
HIO I©'H O ‘
(T O BT
~N-C4C-N-C-C~
1 I: I: 1
H R! HIR
| I— 1
. Amida Il
. Amida | —>|
Amida A J

T

Carbohidratos

\
J Amida lll

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Nameros de onda (cm!)

Absorbancia

Figura 3.4: Espectro FTIR de una glicoproteina, indicando algunas de las bandas
caracteristicas mas comunmente utilizadas en analisis estructurales de proteinas. En el

recuadro se destacan los enlaces cuyas vibraciones originan las bandas de amida.
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La banda de amida I es la mas util para el estudio de la estructura
secundaria de proteinas y péptidos ya que proviene fundamentalmente de un
solo tipo de vibracion (stretching del grupo C=0), la cual es sensible a cambios
de conformacion. Ademas, la banda amida I esta fuertemente influenciada por
los puentes de hidrégeno que originan los diferentes elementos de estructura
secundaria. Usualmente cada proteina contiene varias regiones con diferentes
tipos de estructura secundaria tales como a-hélice, hojas-B y regiones
desordenadas, por lo tanto el contorno de la banda de amida I se origina de
la superposicion de los diferentes componentes individuales, cada uno de ellos

absorbe a un nimero de onda especifico.

A partir de estudios de proteinas de estructura secundaria conocida,
polimeros modelo y calculos tedricos, se han asignado las bandas de absorcidn
IR especificas para diferentes tipos de estructura secundaria (Tabla 3.1)
(Souillac et al., 2002; Costantino et al., 1998; Torii & Tasumi, 1996; Dong et al.,
1990).

Tabla 3.1 Asignacion empirica de las distintas componentes de la

banda de amida I a elementos de estructura secundaria en las proteinas

Estructura secundaria asignada* Namero de onda (cm™)

hoja B-intermolecular 1620-1630
hoja B-intramolecular 1620-1640
estructuras desordenadas 1640-1650
a-hélice 1650-1660
giro B 1660-1695

hoja B-intramolecular 1675
hoja B-intermolecular 1690-1700

*segln Souillac et ak, 2002; Costantino et a/, 1998; Torii & Tasumi, 1996;
Dong et al., 1990

El primer paso en el anadlisis de proteinas consiste en el pre-
procesamiento de los espectros, cuyo objetivo es obtener o aprovechar, la

mayor cantidad de informacion contenida en los mismos. Sin embargo, si el
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tratamiento espectral no es el adecuado, la informacidn obtenida sera
incorrecta, pudiendo alterar parcial o totalmente la integridad de los datos
(Stuart, 2004). A continuacion se detallan métodos y técnicas para el

procesamiento matematico de los espectros:

El suavizado, es utilizado para reducir el nivel de ruido en los espectros.
El fin es, amplificar la informacién contenida en los mismos, y que debido al

ruido, es dificil de observar.

La diferencia de espectros, es utilizado cuando se desea obtener el
espectro de una componente, en una mezcla. Los espectros deben estar
dados en unidades que sean linealmente proporcionales a la concentracion.
Este método esta basado en la siguiente ecuacién, que describe el proceso

para la resta o substraccidon de espectros:

Smezc/a -f (Sreferenc/a) = Sresu/tado (HI-Z)

donde S;e.0s representa el espectro de la mezcla de componentes;
Sreferenciay €S €l espectro de la componente a restar del espectro de la
mezcla; £, es una cantidad adimensional conocida como factor de escala o
factor de substraccién, y tiene como propdsito, escalar el espectro de
referencia, y eliminar en un alto porcentaje, la contribucién de Ia
componente de referencia en el espectro de la mezcla. Finalmente, S esuitado,
es el espectro resultante, sin la contribucion de la componente de

referencia.

La derivacion de un espectro, provee informacion que puede ser (Util
para su analisis e interpretacion. Por ejemplo, la segunda derivada de la
banda amida I nos proporciona la posicidon de cada maximo en el espectro
original, y es muy Util para identificar el nimero de bandas superpuestas en

una region del espectro.

El proceso de deconvolucion tiene como principal objetivo, la resolucion
de bandas superpuestas en un espectro. Esta técnica permite obtener
espectros con bandas mas estrechas, y discriminar bandas que se

encuentran relativamente cercanas. Mediante el peak-fitting se realiza el
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ajuste tedrico a un espectro experimental. Los métodos para el peak-fitting,
generalmente se basan en un ajuste por minimos cuadrados, asegurando
asi, que la diferencia entre el espectro experimental y el generado
tedricamente, sea minima. En el caso de la banda de amida I, el ajuste se
realiza generalmente utilizando la funcidon resultante de la suma de
funciones Gaussianas o Lorentzianas o una combinacién de ambas (Figura
3.5).

Datos
experimentales

Mejor ajuste

Absorbancia

Bandas componentes

1720 1700 1680 1660 1640 1620 1600

Mumero de onda (em™)

Figura 3.5: Espectro FTIR en la regidon amida I para proteina de
capa S de L. kefir JCM 5818 y ajuste de picos de los mismos. Se
representan los datos experimentales (linea continua) y las
bandas componentes (lineas negras llenas) que originan el mejor
ajuste o peak-fitting (lineas cortadas). También se muestran las
asignaciones de estructura secundaria para algunas bandas

componentes (Mobili et al., 2009).
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MATERIALES Y METODOS

1- Extraccion y preparacion de proteinas de capa S de las células
bacterianas

Los microorganismos fueron crecidos hasta alcanzar la fase estacionaria,
cosechados por centrifugacion (10000 g a 10 °C durante 10 min), lavados dos
veces con buffer PBS (pH=7), y resuspendidos a una DOssonm de 10 en el
mismo buffer. Como agente de extraccion se utilizd LICI 5 M (JT Baker,
Mallinckrodt Baker S.A., México). Un mL de la suspension bacteriana se mezcl6
con 4 mL de LiCl 5 M y se incubaron durante 1 h en un agitador (Environ
shaker, Lab-line instruments Inc. Melrose Park, IL, USA) a 37 °C y 200 rpm,
para extraer las proteinas unidas no covalentemente. Luego la mezcla de
extraccion se centrifugd a 10000 g durante 10 minutos y se separd el

sobrenadante, que contenia las proteinas de capa S.

El sobrenadante de la extraccion se dializd usando una membrana de
celulosa (SpectraPor membrane tube, MWCO 6000-8000, Spectrum Medical
Industries, California, US) contra buffer PBS (en el caso de los estudios de AFM)
y agua bidestilada (en el caso de los experimentos de FTIR), a 4 °C y con
agitacion, durante 48 horas. El sobrenadante se concentr6 mediante
ultrafiltraciéon en un equipo Amicon (Amicon Ultrafiltration Stirred Cell 8050,
Millipore Corporation US) equipado con una membrana de celulosa regenerada
(Ultracell PLGC04310, MWCO 10000, Millipore Corporation, US). Se utilizd una

celda de ultrafiltracién de 50 mL de capacidad.

1.1- Determinacion de la concentracion de proteinas

Las proteinas se cuantificaron utilizando el método colorimétrico de Bradford.
Se realizé una curva de calibracion con patrones de seroalbimina bovina (BSA)
en agua. Se graficé DO vs mg/mL de proteina standard, y a partir de los datos
de la regresion lineal se calcularon las concentraciones de proteina de las

distintas fracciones analizadas.
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Método de Bradford

El colorante Coomasie Blue G-250 libre (rojo), cuya absorcion maxima se
produce a 465 nm es capaz de unirse a proteinas formando un complejo de
color azul con absorcidn maxima a 595 nm. Esta modificacién en el maximo de
absorbancia del colorante permite correlacionar la concentracion de proteinas

en una muestra.

Solucion colorante: 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 (Merck,
Alemania) disueltos en una mezcla de 100 mL de acido fosférico 85 % y 50 mL
de etanol 95 %, y luego llevado a 1 litro con agua destilada fria. Se colocaron
20 mL de muestra en un tubo de hemdlisis y luego se agregaron 50 mL de
NaOH 1 M y 1 mL de solucidn colorante. Se incubd durante 5 min. a
temperatura ambiente y se midid la DOsgs nm en cubetas de vidrio o

poliestireno en un espectrémetro (Metrolab, Agentina)

2- Microscopia de Fuerza Atomica (AFM)

Se realizaron estudios topograficos de las proteinas de capa S de L. kefir
CIDCA 8348 y JCM 5818 mediante Microscopia de Fuerza Atdmica (AFM). La
labor experimental se desarrolld en el Laboratorio de Biofisica y Centro de
Nanociencia, Facultad de Ciencias, Universidad de Tuscia, Viterbo, Italia a cargo

del Dr. Salvatore Cannistraro.

2.1- Preparacion de las muestras para AFM

Como soporte para la deposicién de las proteinas de capa S se utilizd mica
(muscovite), previamente limpiada. Para ello, se pegd una cinta adhesiva de
papel sobre su superficie y luego al retirarla se elimind con ella una capa de la

misma, dejando asi una capa de mica limpia lista para utilizar.

Se usaron soluciones de proteinas de capa S de L. kefir CIDCA 8348 y JCM
5818 de concentraciones 0.1 mg/L en buffer PBS. Se colocé 50 uL de proteinas
de capa S sobre el sustrato de mica y se incubd 16 hs a 4 °C para que se

produzca la deposicidon de la proteina. Luego se lavd 10 veces con agua Milli Q
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para eliminar restos de buffer PBS que podrian interferir y se procedio a la
medicién. La exploracion se llevd a cabo con un equipo AFM Pico-SPM
(Molecular Imaging Inc., Tempe, AZ, USA) con un escaner en el modo CM
(modo contacto). Se usé un cantilever de SisN4 con una constante de fuerza (k)
de 0.03 N/m y una fuerza aplicada de 50-150 pN, en modo sumergido (agua
Milli Q). La velocidad de escaneado de las imagenes fue de 1 linea/s de datos
de 512 puntos por linea. Cada imagen se captd en dos direcciones opuestas

simultdneamente y de esta manera se obtuvo la imagen final.

3- Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La labor experimental se desarrollé en el Laboratorio de Crioespectroscopia y
Bioespectroscopia Molecular del Departamento de Quimica de la Universidade
de Coimbra, Portugal, a cargo del Dr. Rui Fausto Martins Ribeiro Da Silva

Lourenco.

3.1- Obtencion de los espectros de FTIR

Aprovechando la capacidad de las proteinas de capa S para autoagregar en
ausencia del agente caotropico, luego del dializado se centrifugd 4 min a 6600
gy el pellet (correspondiente a 1 mg de proteinas de capa S) se resuspendié en
1 mL de H,O milli-Q. Luego se las hizo interaccionar con plomo, cadmio, niquel
y zinc (concentracion final de metal= 0.3 mM) y se incubd a 30 °C durante 24 h.

Se centrifugd la mezcla a 6600 g durante 4 min. y se conservé el pellet himedo.

Para el registro de espectros se colocaron 30 L de pellet himedo sobre una
ventana de CaF; y se secd bajo corriente de aire a 45 °C durante 15 min hasta

obtener un film transparente y eliminar la interferencia del agua.

Los espectros se registraron de 4000 a 500 cm™, usando 4 cm™ de
resolucion y 128 escaneos, con el sistema purgado continuamente con
nitrdgeno seco para eliminar la contribucion del CO, y el vapor de H,0 en los
espectros. Todos los espectros se registraron a temperatura ambiente en un
espectrometro BOMEM MB40 (Suiza), con un divisor de haz de ZnSe y un
detector DTGS (deuterated triglyceride sulfate).
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3.2- Analisis de los espectros de FTIR

El analisis de los espectros IR registrados se realizd mediante el programa
OMNIC (Nicolet Instrument Co., Madison, WI, USA). En los casos que asi lo
requirieron, las contribuciones atmosféricas del CO, y el vapor de H,O fueron
eliminadas por substraccion de los espectros correspondientes, hasta obtener
una linea de base plana entre 2300 y 1850 cm™ (van de Weert et al.,, 2001).
Los espectros de resultantes se suavizaron mediante una funcidon Savitzky-
Golay de 7 puntos (13 cm™). Se analizaron las componentes de la regién amida
I de los espectros mediante la realizaciéon de las derivadas segundas. Se
utilizaron los espectros de la inversa de la derivada segunda para estimar el
numero, posicidon y contribucion relativa de los elementos individuales que
componen la banda de amida I. El peak-fitting de las curvas originales, se
realizd con el programa OMNIC (versién 8.1 Thermo Fisher Scientific Inc., USA)
considerando funciones Gaussianas, y usando el nimero de bandas y las
frecuencias de los centros de bandas en los espectros de derivada segunda
invertidos como guias en la posicion de las bandas componentes del espectro
original. La asignacion de las estructuras secundarias correspondientes a las
principales bandas componentes de la banda amida I se realizd de acuerdo a lo
previamente descripto en literatura (Souillac et a/.,2002; Costantino et al., 1998;
Torii & Tasumi, 1996; Dong et al., 1990).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Como se describié anteriormente la biosorcion de Pb**, Cd**, zn** y Ni**
involucra moléculas superficiales bacterianas. En L. kefir, las proteinas de capa
S representan la estructura mas externa que cubre la envoltura celular, con
masas moleculares relativas que van desde 61 a 77 kDa (Garrote et al., 2004).
En cuanto a su estructura, Mobili et a/. 2009 han descripto la presencia de altos
porcentajes de residuos glicosilados (37 %) y la ausencia de puentes disulfuro
intercatenarios. Mediante espectroscopia de masas MALDI-TOF se observé que
las proteinas de capa S de cepas agregantes y no agregantes poseen perfiles
de huella peptidica diferentes (Mobili et a/., 2009). Asimismo, las cepas L. kefir
CIDCA 8348 y JCM 5818 poseen un patron diferencial en cuanto a sus
propiedades superficiales (capacidad de agregacidon y co-agregacion) vy
reconocimiento por los anticuerpos monoclonales, que se correlaciona con su
propiedades funcionales (Golowczyc et al., 2007; Mobili et al., 2009). A partir
de estos antecedentes, y de acuerdo a los resultados obtenidos en el capitulo I
y II se estudid las proteinas de capa S a nivel estructural y su interaccion con
Pb>*, Cd**, Ni** y Zn?*.

Microscopia de Fuerza Atomica

Para el estudio topografico de proteinas de capa S de L. kefir CIDCA 8348 y
JCM 5818, en primer lugar se determind la condicidon mas adecuada para la
fijacién al soporte. Para ello se ajustaron las condiciones de concentracién de
las proteinas de capa S, la fuerza idnica y el tiempo de incubacion. Como
soporte de deposicidn se eligid mica, ya que es hidrofilica y esta negativamente
cargada, lo que es sumamente importante teniendo en cuenta que las proteinas
de capa S de lactobacilos tienen un PI de 9 con un elevado nimero de sitios

cargados positivamente (AvaII-J'aéskeIéinen & Palva, 2005, Hollmann, 2010).

En la Tabla 3.2 se muestran las diferentes condiciones ensayadas para
ambas proteinas de capa S de L. kefir. Las imagenes por AFM pudieron ser

registradas cuando el tiempo de incubacién de proteina de capa S CIDCA 8348
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en mica fue de 16 h, la concentracion de proteina de capa S de 0.1 mg/mL vy la
fuerza idnica del buffer PBS usado durante la fijaciéon, de 2.7 KCl, 137 NaCl, 10
NaHPO, 2 KH,PO mM.

Tabla 3.2: Condiciones ensayadas durante la fijacion de las proteinas de capa S
CIDCA 8348 y JCM 5818 sobre mica.

Capa S L. kefir

CIDCA 8348 JCM 5818

Concentracion 0.10 + -
(mg/mL) 0.05 - -
2.7 KCl + -

137 NaCl + -

10 NaHPO + -

Fuerza iénica 2 KH,PO + -
ey > 135K - -
68.5 NaCl - -

5 NaHPO - -

1 KH,PO - -

Tiempo de 24 - -
incubacion (h) 16 + -

Para las proteinas de capa S de L. kefir CIDCA 8348 se observd la aparicion
de superficies no regulares cuando las mismas se incubaron 24 horas (Figura
3.6a). Sin embargo, la reduccion del tiempo de incubacién de las proteinas de
capa S en mica de 24 a 16 h permitié la observacion de superficies mas llanas,
indicando posibles zonas de distribucion de proteina mas uniforme, lo cual es
compatible con el arreglo bidimensional caracteristico de las proteinas de capa
S (Figura 3.6b).
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Figura 3.6: Imagen de AFM (modo contacto, en
agua) de las proteinas de capa S L. kefir CIDCA 8348
incubada sobre mica en buffer PBS durante 24 h (a) y

16 h (b). Tamafo imagen: 1um x 1um.

Por esta razon, en los ensayos posteriores, las observaciones topograficas de
la proteina de capa S CIDCA 8348 fueron realizadas incubando la proteina 16
horas con la mica. Esto permitid observar arreglos regulares con resoluciones
de 200, 100 y 50 nm (Figura 3.7 y 3.8a). Esto concuerda con los resultados

observados por Gyorvary et al. (2003) para las proteinas de capa S de Bacillus
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sphaericus CCM 2177. Dichas proteinas se depositan sobre el soporte a los 30
min, indicando que la nucleacién y formacion de interacciones proteina-proteina

ocurre simultaneamente.

a

2,5nm

1,5nm

Figura 3.7: Imagen de AFM (modo contacto, en agua) de las
proteinas de capa S de L. kefir CIDCA 8348 incubadas sobre
mica en buffer PBS 16 h. Tamafio de imagen: a) 200 nm x
200 nm y b) 100 nm x 100 nm.
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Figura 3.8: a) Imagen de AFM (modo contacto, en agua)
de las proteinas de capa S de L. kefir CIDCA 8348
incubadas sobre mica en buffer PBS 16 h. Tamafio de
imagen: 50 nm x 50 nm b) Diagrama de simetria
hexagonal de las proteinas de capa S CIDCA 8348.

Las proteinas de capa S CIDCA 8348 mostraron un arreglo regular con una
simetria hexagonal, con parametros calculados de distancia al y a2 de
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aproximadamente 7-8 nm, angulo de 60° (Sleytr et a/., 2007) y un tamano de
unidad de proteina de 5 nm (Figura 3.8 b). Este resultado es de gran
importancia ya que es la primera vez que se obtiene una imagen de proteinas
de capa S de L. kefir de tan alta resolucion, lo cual constituye un solido soporte

para estudios posteriores relacionados con estas proteinas.

Con respecto a las proteinas de capa S de L. kefir JCM 5818 que se sabe
tienen una masa molecular de 69 KDa y punto isoeléctrico de 9 (Garrote et al.,
2004, Hollmann, 2010) sélo se pudieron obtener imagenes a las 16 h de
incubaciéon en mica. En dichas imagenes no se observaron zonas planas, es
decir fueron imagenes similares a las obtenidas para las proteinas de capa S de
L. kefir CIDCA 8348 a las 24 h de deposicion. En otras palabras, en el caso de
las proteinas de capa S de L. kefir JCM 5818 no se pudo obtener imagenes que

muestren un arreglo regular (Figura 3.9a).

a

15,4 nm

12,0
10,0
8,0
6,0
4,0

2,0

0,0

Figura 3.9: Imagenes de AFM (modo contacto, en agua) de las proteinas de capa S
de L. kefir JCM 5818 incubadas sobre mica en buffer PBS durante 16 h a) y proteinas
de capa S de L. kefir CIDCA 8348 incubadas sobre mica en buffer PBS durante 24 h b).

Tamaho de imagen: 1ym x 1um.

De acuerdo a la imagen obtenida a las 16 h de incubacién, es posible que el
arreglo regular de las proteinas de capa S de L. kefir JCM 5818 sea similar al de
las proteinas de capa S de la cepa CIDCA 8348. Sin embargo, la optimizacion
de factores como el pH, fuerza idnica, concentracion de proteinas de capa S y

tiempo de incubacién sobre el sustrato mica son claves para la obtencion y
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caracterizacion de imagenes en AFM (Tsapikouni et al., 2007; Gyorvary et al.,
2003; Scheuring et al., 2002; Miiller et al., 1996).

Analisis espectral FTIR de proteinas de capa S L. kefir CIDCA 8348 y
JCM 5818 con Pb**, Cd**, Zn?** y Ni**

Todos los espectros FTIR obtenidos para las proteinas de capa S de L. kefir
CIDCA 8348 y JCM 5818 antes y después del tratamiento con los diferentes
metales se ajustan a un perfil tipico de proteinas en el infrarrojo (Figura 3.10).
Las bandas de amida I (1700-1600 cm™) y amida II (1580-1480 cm™), que
corresponden a los modos vibracionales relacionados con el enlace peptidico,

aparecen como las caracteristicas mas destacadas (Figura 3.10).

Se sabe que el stretching asimétrico de los grupos carboxilatos de los
residuos laterales de aspartato y de glutamato (vCOOas.) da lugar a una banda
de elevado numero de onda en el ala de la banda de amida II (region 1580-
1560 cm™) (Fahmy, et al. 2006; Nara, et al. 2008). Por otro lado, el stretching
simétrico de los mismos grupos (vCOO's.), da lugar a una banda caracteristica
observada en 1430-1360 cm™. Por Ultimo, la banda que aparece en el rango de
1480-1430 cm™ es debida principalmente a los bendings CH de la cadena
peptidica (8CH). Este modo vibracional resultdé poco afectado tanto por los
efectos directos de union del metal como por los efectos indirectos resultantes
de las alteraciones en la estructura secundaria derivados de la interaccion
proteina/metal. Por esta razdn, esta Ultima banda puede ser considerada como
una buena referencia interna en términos cuantitativos. Como se explicara en la
siguiente seccion, esta banda fue utilizada para la normalizacion de las

intensidades espectrales.

La lista completa de los niUmeros de onda maximos de absorcién (en el rango
de 1800-1300 cm), para los diferentes sistemas estudiados y sus

correspondientes atribuciones se muestran en la Tabla 3.3.
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Figura 3.10: Espectros FTIR de proteinas de capa S de las cepas
de L. kefir CIDCA 8348 y JCM 5818 incubadas con: Ni**, Zn®*, Cd**
y Pb?*. Control: proteinas de capa S no tratadas con metal. Las
lineas de puntos verticales indican los numeros de onda de las

bandas atribuidas a amida I y vCOO"s. en el espectro control.
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Tabla 3.3. Numeros de onda experimentales de las bandas observadas en el rango de

1800-1300 cm™ para los diferentes sistemas analizados

Capa S Amid‘:a1 I/ vCOO'_alls./ Amida_llI/ 5CH/cm™ vCOO_'ls./
cm cm cm cm

CIDCA 8348  Control 1651 - 1539 1454 1407
Ni?* 1651 1577 1537/1493 1454 1387
Zn** 1649 1575 1573/1494 1454 1386
Cd** 1648 1562 1573/1496 1454 1389
Pb** 1647 1562 1573/1496 1454 1389

JCM 5818  Control 1651 - 1540 1454 1419
Ni?* 1651 - 1541/1496 1454 1380
Zn** 1653 - 1541/1496 1454 1380
Cd** 1654 1564 1538/1496 1454 1386
Pb%* 1654 1576 1542/1496 1454 1382

Coordinacion de iones metalicos a proteinas de capas S de L.
kefir CIDCA 8348 y JCM 5818

En las Figuras 3.11 a y b pueden observarse las alteraciones espectrales
resultantes de la interaccién de las proteinas de capa S con los metales. En
dichas figuras, se muestran los espectros diferencia resultantes de Ia
substraccién del espectro de las proteinas de capa S (controles) a los espectros
correspondientes a las proteinas de capa S luego de la interaccion con los
metales (espectro de la proteina/metal — espectro de la proteina control). Las
substracciones espectrales se llevaron a cabo después de la normalizacién de
los espectros por la intensidad de banda de deformacién (bending) &CH

estandar, observada a 1480-1430 cm™.
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b) L. kefir JCM 5818
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Figura 3.11: Espectros de diferencia FTIR de las proteinas de capa
S de L. kefir CIDCA 8348 (a) y JCM 5818 (b) unidos a Ni**, Zn**,
Cd** y Pb?*. Control: espectro FTIR de las proteinas de capa S no
tratadas. Para la obtencion de los espectros de diferencia, el
espectro original se normalizd utilizando el modo vibracional dCH
como estandar interno. Las lineas discontinuas horizontales definen
el cero de la escala ordinaria del espectro de diferencia. Las lineas
de puntos verticales indican los nimeros de onda de bandas en el
espectro control o bien, facilitan la visualizacidon del nUmero de onda
promedio atribuido a un determinado modo vibracional del espectro
proteina/metal (por ejemplo, lineas de puntos a 1380 y 1575 cm™
para las bandas debidas a vCOO's. y vCOO" as., respectivamente.
Nétese que la banda atribuida a este Ultimo modo esta

enmascarada por las bandas de amida I y II en el espectro control).
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En el caso de las proteinas de capa S de la cepa agregante L. kefir CIDCA
8348 (Figura 3.11 a), el patrén de los espectros de diferencia es idéntico para
todos los metales. En lo que respecta a las alteraciones inducidas por la

interaccidon con el metal existen dos que merecen destacarse:

(a) la frecuencia correspondiente al modo vibracional vCOO™ s. disminuye
desde alrededor de 1407 cm™ a 1380 cm™ y

(b) el maximo de la banda de amida II se desplaza desde 1535 cm™ a 1495

cml.

Estos corrimientos ocurren simultdneamente con una disminucién en las
intensidades de la bandas vCOO™ s. y amida II en relacién a los controles
(Figura 3.11 a). Es importante destacar que en los espectros de diferencia, la
banda correspondiente a vCOO as. de carboxilatos de cadena lateral de
aspartato y glutamato puede observarse claramente, con un maximo alrededor
de 1575 cm. Las alteraciones observadas en la banda de amida I,
principalmente disminucion de la intensidad y modificaciones en la forma de la
banda indican que la interaccibn metal/proteina afecta a la estructura

secundaria de las proteinas de capa S.

La primera afirmacion que puede extraerse de los datos descriptos es que la
interaccion de las proteinas de capa S/metal se produce principalmente a través
de la coordinacion de los metales con los carboxilatos de las cadenas laterales
de los residuos de aspartato y glutamato. Se han realizado numerosos estudios
de FTIR que correlacionan los nimeros de onda del stretching COO™ (vCOO)
con el tipo de coordinacion del metal (Nara, et a/. 2008; Ramos Moita, et al.
1994). En este sentido, Deacon & Phillips (1980) encontraron una correlacion
general entre los nimeros de onda de separacion entre los modos vibracionales
vCOO antisimétrico y simétrico (Avass) Y €l tipo de coordinacion entre el grupo
carboxilato y los iones metalicos. Asi, la frecuencia del vCOO™ as. en especies
unidentadas es mayor que en especies idnicas (libres de metal), la cual a su vez
es mayor que en especies bidentadas. En el caso del modo vibracional vCOO™ s,
ocurre lo contrario. De esta manera, los valores de Av,. para las
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coordinaciones unidentadas, puentes, bidentadas y las especies idnicas siguen
el orden: Avus (unidentada) > Avaes (i0nico) ~ Avaes (puente) > Avggs
(bidentada), donde Av.s.s (idnico) es de aproximadamente 160-170 cm™ (Nara,
et al. 2008; Ramos Moita et a/., 1994). En el caso de las proteinas de capa S de
L. kefir CIDCA 8348 y los metales, Av.ss es de aproximadamente 190 cm?, lo
que sugiere que la coordinacion es predominantemente unidentada. Las
proteinas de capa S de L. kefir muestran un comportamiento diferente al
observado en B. sphaericus JG-A12, donde se encontrd que la coordinacion con
el Pd** es predominantemente bidentada (Fahmy, et a/. 2006). Tales resultados
parecen indicar que las interacciones de proteinas de capa S/metal dependen
en gran medida de la estructura de las proteinas de capa S no tratadas
(controles), lo cual indica la importancia de extender este tipo de estudios a

proteinas de capa S de diferente estructura o género bacteriano.

Las alteraciones observadas en la region amida II de las proteinas de capa S
L. kefir CIDCA 8348 tras la union de metales no siguen el patrén previamente
encontrado para B. sphaericus JG-A12. En el caso de B. sphaericus JG-A12, no
se observaron cambios en esa regidon, y la evidencia de esto es la no
participacion de los atomos de nitrégeno del esqueleto peptidico en la
coordinacidn a los iones metalicos. En cambio, los atomos de nitrogeno de la
cadena lateral que proceden principalmente de residuos de lisina y asparragina
de las proteinas de capa S de B. sphaericus JG-A12 demostraron estar
involucrados en una coordinacion adicional con iones metalicos (Fahmy, et al.,
2006). En el caso de las proteinas de capa S de L. kefir CIDCA 8348, sin
embargo, las alteraciones en la banda amida II resultantes de la interaccion con
el metal son importantes (Figura 3.11 a), con un corrimiento maximo (hacia
menores nimeros de onda) de aproximadamente 40 cm™, lo cual indicaria que
los atomos de nitrégeno del enlace peptidico estan jugando un papel activo en

la coordinacion al metal.

Para las proteinas de capa S de la cepa no agregante L. kefir JCM 5818
(Figura 3.11 b), el patron de los espectros diferencia resultantes de restar el
espectro de los controles a los de proteina de capa S luego de la interaccion
con el metal es diferente para los cuatro metales estudiados. Las alteraciones
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espectrales inducidas por los metales mas grandes, Cd** y Pb**, siguen la
misma tendencia que para L. kefir CIDCA 8348, y pueden interpretarse de la
misma manera. Sin embargo, las alteraciones espectrales inducidas por las

especies mas pequefias, Ni** y Zn?*, siguen un patrén diferente. En estos casos:

(a) se produce un corrimiento de la banda vCOO" s. desde alrededor de 1419
cm™ a 1380 cm™, lo que sugiere un predominio de la coordinacién unidentada
en estos sistemas. Sin embargo, como el modo vibracional vCOO™ as. no pudo
ser identificado inequivocamente, no puede afirmarse que el tipo de

coordinacién prevalente en estos casos sea unidentado,

(b) la banda de amida II exhibe un aumento de la intensidad en su
componente de mayores nimeros de onda y una disminucién en la region de
menor nimero de onda. Este comportamiento sigue una tendencia opuesta a la
observada en los demas casos estudiados en este capitulo, y podria indicar que
estos dos iones metdlicos (mas pequenos) son capaces de penetrar mas
ampliamente en el interior de las proteinas de capa S de L. kefir JCM 5818 y
perturbar su entorno local haciendo que sea mas hidrofobico (por ejemplo,
reemplazando moléculas de agua residuales o formando nuevas uniones
especificas en las que participen los grupos NH del enlace peptidico) (Halttunen,
etal 2007),y

(c) las alteraciones en la intensidad de las bandas de amida I también siguen
un patron contrario al observado para los otros sistemas proteina/metal

investigados.

Entre los dos tipos de proteinas de capa S, se sabe que las de la cepa
agregante L. kefir CIDCA 8348 tiene una menor capacidad de captar a los
metales que la de la cepa no agregante JCM 5818 (Alves, 2010). El nimero de
sitios de unidén a metales disponibles en esta Ultima, es mayor y de acuerdo con
los obtenidos en este trabajo de tesis, el acceso de los iones metalicos
pequefios (Ni** y Zn®*) al interior de las proteinas parece ser mas facil, lo que
conduce al diferente comportamiento encontrado para estos iones metalicos en

relacion a los observados para otras interacciones capa S/metal.
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Efecto de la union de metal sobre la estructura secundaria de
proteinas de capa S de L. kefir CIDC 8348 y JCM 5818.

Como ya se menciond en la seccion anterior, la unidon de iones metalicos a
proteinas de capa S también produce alteraciones en la estructura secundaria.
Estos cambios son particularmente evidentes en la regidon espectral amida I. El
conjunto de resultados obtenidos para la composicion de la estructura

secundaria en ambas proteinas de capas S se muestran en la Tabla 3.4.

Tabla 3.4. Composicion de la estructura secundaria (%) de las
proteinas de capa S L. kefir CIDCA 8348 y JCM 5818.

Estructura secundaria (%)

Capa S a-Hélice  Hojap Otras’
CIDCA 8348  Control 28.0 19.1 52.9
Ni* 10.8 23.8 65.4
zZn** 34.0 42.1 23.9
cd** 23.9 45.8 30.3
Pb** 14.3 57.9 27.8
JCM 5818 Control 36.0 15.3 48.7
Ni%* 38.7 25.3 36.0
Zn** 29.9 30.2 39.9
Cd** 21.0 27.9 51.1
Pb** 13.7 21.9 64.4

? Incluye estructuras no ordenadas y giros B, asi como las

vibraciones de la cadena lateral.
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La interacciébn con iones metdlicos produce alteraciones evidentes en
estructuras secundarias de ambas proteinas de capas S. En particular, se
observa una tendencia general a aumentar la proporcion de estructuras hoja-pB
y reducir las a-hélice. Ademas, la disminucién observada en el contenido de a-
hélice para JCM 5818 y el aumento de estructuras hoja-B en CIDCA 8348 es
proporcional al radio de los iones metalicos (Figura 3.12). Esto indica que los
iones metalicos mas grandes inducen alteraciones estructurales tendientes a
aumentar el contenido de hoja-B a expensas de las a-hélice. La disminucién del
contenido de las estructuras de a-hélice, y aumento de hojas-B se ha observado
frecuentemente en diferentes tipos de proteinas como resultado de variaciones
de pH (Koga, et al., 2003), temperatura (Ding, et al, 2003), composicion del
solvente (Meier, et al, 2008), y de la deformacion mecanica (Church, et al.,
1998; Kreplak, et al, 2004). Estos cambios estructurales contribuyen a un
aumento significativo de la rigidez, la fuerza, y la capacidad de disipaciéon de
energia a la deformacion de la proteinas (Qin and Buehler, 2010). Entonces, es
probable que la disminucién del contenido en las estructuras de a-hélice, y
aumento de las hoja-B observado para las proteinas de capa S L. kefir JCM
5818 y CIDCA 8348 luego de la interaccién con metales sea la forma que las
proteinas encuentran para adaptar su estructura a la presencia de metales con
un minimo gasto de energia. Esta interpretacion también explica por qué los
efectos de la interaccion del metal sobre la estructura secundaria de las

proteinas tienden a ser mas pronunciados para los iones grandes.
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Figura 3.12: Efecto de los radios idnicos de metales
divalentes en la estructura secundaria de proteinas de
capa S de L. kefir CIDCA 8348 y JCM 5818. Control:

proteinas de capa S no tratadas.
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CONCLUSIONES

Los resultados presentados en este capitulo permiten obtener las siguientes

conclusiones:

1. La proteina de capa S CIDCA 8348 presenta una simetria hexagonal con

tamafos de unidad proteica de 5 nm.

2. La interaccién proteina/metal induce cambios importantes en la estructura de
las proteinas de capa S, claramente evidenciadas a través espectroscopia
FTIR.

3. En ambas proteinas de capa S estudiadas, la interaccidon proteina/metal se
produce principalmente mediante la coordinacidon con grupos carboxilato de
cadena lateral de los residuos aspartato y glutamato. Esta coordinacion es
predominantemente unidentada y existen coordinaciones adicionales que

involucran grupos NH de la cadena péptidica.

4. En el caso de las proteinas de capa S de L. kefir JCM 5818, la interaccion con
Ni** y Zn®* parece no seguir el mismo patrén como el de la interaccién con
Cd** y Pb?* (y el encontrado para la interaccién de las proteinas de capa S
de L. kefir CIDCA 8348 con todos los metales estudiados). De hecho, aun
cuando la interaccién con iones Ni** y Zn?* es, muy probablemente,
unidentada, el aumento en la intensidad de la banda amida I luego de la
interaccion de las proteinas de capa S de L. kefir JCM 5818 con estos
metales indica que su menor tamafo les permite penetrar en mayor grado
dentro de las proteinas y perturbar su entorno local, haciéndolo mas

hidrofdbico.

5. La interaccién con los metales también induce alteraciones en la estructura
secundaria de las proteinas de capa S. Pudo observarse que estos cambios
obedecen a una tendencia general de aumentar la cantidad de estructuras
hojas-B a expensas de las a-hélice, lo que permite a las proteinas adaptar su
estructura a la presencia de iones metalicos con un minimo gasto de energia.
En consecuencia, los iones mas grandes producen cambios mas significativos

en la estructura secundaria de las proteinas estudiadas.
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DISCUSION GENERAL

Las bacterias lacticas tienen estatus GRAS, es decir son generalmente
reconocidas como seguras, por lo cual pueden ser utilizadas en la produccion y
preservacion de alimentos, y también, en aplicaciones biotecnoldgicas

relacionadas con la salud (medicina, industria farmacéutica, nutracéuticos).

La tolerancia de microorganismos de diferentes géneros y especies a metales
pesados ha sido ampliamente investigada, como asi también la adsorcion de
estos metales a la superficie bacteriana en condiciones de no crecimiento
(biosorcion). Sin embargo, tanto la tolerancia como la biosorcidon han sido poco
exploradas en el campo de las bacterias lacticas. Es por esto que el tema
abordado en este trabajo de tesis adquiere relevancia, especialmente si se
piensa en potenciales aplicaciones en procesos de detoxificacion de metales

pesados en alimentos o en el agua de bebida.

L. kefir CIDCA 8348 y L. kefir JCM 5818 fueron tolerantes a diferentes
concentraciones de plomo, cadmio, zinc y niquel (Figura 1.7). La tolerancia a
metales pesados requiere la activacion de diversos mecanismos y vias de
resistencia que estan bien definidas en bacterias ambientales e incluyen:
alteracion de los componentes de la pared celular, bombas de eflujo y
secuestro intracelular o unidon de metales sobre particulas de la pared celular
(Cervantes et al, 2006). La activacibn de dichos mecanismos seria
probablemente compatible con las evidentes alteraciones morfoldgicas

observadas para L. kefir en este trabajo de tesis.

La toxicidad de los metales, determinada a partir de la EC50, fue similar en
ambas cepas estudiadas para todos los metales menos para el niquel. El niquel
resulto ser alrededor de un 40 % mas tdxico para la cepa JCM 5818 que para la
cepa CIDCA 8348 (EC50¢ipca 8348=7.09 mM vs EC505cm 5818=4.02 mM; Tabla 1.3).
Esto indicaria que los requerimientos de niquel de la cepa CIDCA 8348

probablemente sean mayores que los de la cepa JCM 5818.

Por otra parte, es importante destacar que los valores de EC50 obtenidos en

este trabajo (Tabla 1.3) superan ampliamente los niveles admitidos de plomo
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(10 u/L), cadmio (3 ug/L), zinc (3 mg/L) y niquel (0.02 mg/L) para aguas de
consumo humano (OMS, 2006). Esta tolerancia a los metales pesados, aun en
concentraciones perjudiciales para el ser humano, representa una ventaja si se

piensa en aplicaciones relacionadas con la salud.

Los ensayos de biosorcién confirmaron que ambas cepas de L. kefir son
capaces de unir entre 20-40 % de plomo, cadmio, zinc y niquel en 1 h de
incubacion a 30 °C y pH 5.5. Ademas, los valores de capacidad maxima de
union (gmax) de ambas cepas para los cuatro iones metales, son similares a los
publicados para otras bacterias lacticas y pueden considerarse como moderados
si se los compara con los gmax de ciertos géneros y especies de hongos, algas y
bacterias (Vijayaraghavan et a/., 2006). La obtencidon de gmax moderados podria
inducir a la conclusiéon de que de que estas biomasas de L. kefir no son las mas
adecuadas para ser utilizadas a niveles de contaminacion industrial. Sin
embargo, su uso potencial en aplicaciones relacionadas con la salud humana,
donde el grado de contaminacién al que estan expuestas es considerablemente
mas bajo, y donde otros microorganismos con mayores Qmax NO pueden ser
utilizados por no tener estatus GRAS, resalta la importancia de los resultados

obtenidos.

Por otra parte, se correlaciond los valores de afinidad de ambas cepas de L.
kefir (Pb**>Cd**>Zn**>Ni**) con el radio i6nico, observandose que cuanto
mayor es el radio idnico, mayor es la afinidad. Esto adquiere importancia si se
piensa en potenciales aplicaciones tales como la detoxificacién a nivel humano.
Asi, las cepas con un alto valor de b, serian mas eficientes para remover bajas
concentraciones de iones en el tracto gastrointestinal. El plomo y cadmio (los
de mayor radio idnico) son altamente tdxicos para la salud humana. La mayor
afinidad de las cepas de L. kefir para estos metales permitiria una remocion

mas eficiente en el tracto gastrointestinal, aun en concentraciones bajas.

La interaccion bacteria/metal fue posteriormente investigada a nivel
molecular. Asi, se determind que luego de la interaccién de ambas cepas de L.
kefir con metales, las bandas correspondientes a los grupos carboxilato,

polisacaridos y fosfatos de la pared celular se ven alteradas. De acuerdo a la
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informacion publicada por varios autores (Halttunen et a/., 2008a; Mrvci¢ et al.,
2009a), estos grupos funcionales son los responsables de la unién de metales
como plomo, cadmio y zinc a la superficie de bacterias lacticas. Sin embargo,
estos autores confirmaron la participacion de estos grupos funcionales en la
interaccion con metales, bloqueandolos mediante reacciones quimicas
(Halttunen et al, 2008a; Mrvci¢ et al, 2009a). En este sentido, los métodos
espectroscopicos utilizados en este trabajo de tesis permitieron una
determinacion directa de los grupos funcionales involucrados en la interaccion
bacteria/metal, sin necesidad de utilizar agentes externos, lo cual puede ser

considerado como una ventaja.

El desarrollo del modelo de cuantificacion basado en métodos de analisis
multivalente merece una mencién especial. De acuerdo a nuestro conocimiento,
es la primera vez que se usa espectroscopia Raman y analisis multivariante
para cuantificar la adsorcion de metales pesados a la superficie de
microorganismos. Esto permitid obtener un modelo robusto para predecir la
concentracion removida de metal de muestras desconocidas, como por ejemplo

aguas de consumo contaminadas.

En un paso siguiente, se decidié estudiar la estructura mas superficial de las
cepas de L. kefir, las proteinas de capa S aisladas. Este estudio permitid
determinar de manera directa y sin la interferencia de otras estructuras
superficiales, la participacion de estas proteinas en la interaccién con metales
pesados. En este sentido, el analisis exhaustivo de su estructura y de las
alteraciones resultantes de su interaccion con cationes metalicos, representa
una base sélida para comprender mejor el rol de estas proteinas en las diversas
funciones potenciales que le han sido atribuidas en la bibliografia [tamices
moleculares (Sara & Sleytr, 1987), determinantes de la forma celular (Pum et
al, 1991), estructuras de proteccion frente a factores ambientales o a la
predacion por protozoos (Koval & Hynes, 1991) y matriz para la deposicion de

minerales (Schultze-Lam et a/,, 1992)].
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Finalmente, mediante microscopia de fuerza atdmica se pudo obtener por
primera vez una imagen de proteinas de capa S de L. kefir y mediante FTIR
determinar que estructuras componentes de la estructura secundaria de la
proteina de capa S de L. kefir CIDCA 8348 y JCM 5818 estan involucradas en la
interaccion con los metales. Los cambios observados en la estructura
secundaria en funcion del radio ionico del catidén tienen la misma tendencia
observada para la afinidad (b) en bacterias enteras (Figuras 1.11 y 3.12), lo
que fortalece la hipdtesis del rol de las proteinas de capa S en la remocion de

metales pesados.

En resumen, este trabajo de tesis realizd aportes significativos en cuanto a la
interaccion de metales pesados con cepas de L. kefir. Los resultados obtenidos
representan un avance importante en la comprension de las interacciones
bacterianas con iones metalicos. Teniendo en cuenta el estatus GRAS de las
bacterias lacticas y las aplicaciones nanotecnoldgicas de las proteinas de capa S,
estos resultados constituyen un soélido soporte tedrico para futuras aplicaciones

en el ambito de la seguridad alimentaria y la bionanotecnologia.
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