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INTRODUCCION

En las ultimas décadas, la liberacibn de contaminantes al ambiente, ha superado
ampliamente los mecanismos naturales de reciclaje y autodepuracién de los ecosistemas
receptores. Entre los xenobibticos mas perjudiciales se encuentran los metales pesados.
Estos provienen de fuentes antropogénicas tales como desechos domésticos, agricolas y
diferentes tipos de efluentes industriales.

El efecto de los metales pesados en el medio ambiente depende de la concentracion y de la
capacidad de movilizacion de los mismos entre la atmdsfera, hidrésfera y litdsfera, debido a
que estos no pueden degradarse y la mayoria de ellos, se acumulan en suelos, plantas y
animales, aumentando sus concentraciones en los predadores superiores de las cadenas
alimentarias (Lloyd, 2003).

La contaminacién ambiental por cromo es un problema ampliamente distribuido a nivel
mundial. Este elemento posee varios estados de oxidacion desde -2 a +6, siendo el +3 y +6
los mas estables en el medio ambiente. El Cr(VI) es altamente téxico debido a su facilidad
para atravesar las membranas celulares y a su alto poder oxidante (Zayed y col., 2003).
También se sabe que genera estrés oxidativo en el interior celular, causando dafno a
organelas, proteinas y acidos nucleicos (Jamnik y Raspor, 2003).

El cromo se encuentra principalmente en los efluentes de curtiembres y de industrias
textiles, metallrgicas, entre otras (Thacker y col.,, 2007). Actualmente diversas técnicas
fisico-quimicas son de uso frecuente para la remocion de metales pesados en desechos
industriales (Kratochvil y col., 1997). Estas técnicas presentan un denominador comun:
costos elevados y dificultades de aplicacién en grandes areas de suelos y sedimentos
contaminados. Por lo tanto, es imperioso el desarrollo de mecanismos de descontaminacién
de bajo costo que puedan ser utilizados, ya sea para la extraccion, inmovilizacion o
transformacién de los metales a formas inocuas o menos téxicas (Lloyd, 2003).

Actualmente estan en auge las tecnologias llamadas “eco-amigables” o de biorremediacién
(remocion de compuestos téxicos por agentes bioldgicos), que involucran la bioabsorcién,
bioadsorcion y/o bioespeciacion (directa por enzimas o indirecta por metabolitos) (Cervantes
y col., 2001). Estos procesos son mas exitosos cuando se utilizan microorganismos aislados
de ambientes contaminados con metales pesados (Gadd, 2000). Las investigaciones en
biorremediacion de Cr(VI) se orientaron hacia la bioacumulacién del metal, principalmente
en levaduras, donde se observo que la deshidratacion de las células y la temperatura son
factores determinantes al momento de implementar una estrategia de este tipo (Wang vy
Chen, 2007), siendo los géneros mas estudiados Candida (Muter y col.,, 2001) y
Saccharomyces (Liu y col., 2001).

En bioespeciacion se estudiaron procesos aerdbicos y anaerobicos, y la mayoria de las

investigaciones se centraron en bacterias y en el estudio de enzimas solubles con



actividades del tipo cromato reductasa. En presencia de oxigeno, bacterias como
Pseudomonas maltophilia O-2 y Bacillus megaterium TKW3, utilizan reductasas asociadas a
membranas (Cheung y Gu, 2007); también se purificaron dos reductasas de Cr(VI) solubles
(ChR vy YieF), a partir de Pseudomonas putida MK1 (Park y col., 2000) y Escherichia coli
(Park y col., 2002), respectivamente.

En condiciones anaerobicas, la reduccién de Cr(VI) con ambos tipos de enzimas (solubles y
asociadas a membranas) se encuentra acoplada a la oxidacion de un sustrato dador de
electrones, generalmente NADH o NADPH, presentes en la reserva endégena de la propia
célula (Appenroth y col., 2000).

La obtencion y caracterizacién de Extractos Libre de Células (ELC) de bacterias aisladas de
ambientes contaminados fue objeto de estudio en numerosas investigaciones que utilizan
diferentes géneros tales como Brucella (Thacker y col., 2006), Pseudomonas (Bopp y Erlich,
1988) y Bacillus (Camargo y col., 2003).

En microorganismos eucariotas, especialmente levaduras, muy poco es lo que se conoce
sobre los mecanismos enziméticos de reduccién de cromo. Solo se ha descripto la
participacién de una enzima con actividad reductora de cromato en el ELC de levaduras
resistentes a cromo como Candida maltosa (Ramirez-Ramirez y col., 2004) y Candida utilis
(Muter y col., 2001).

OBJETIVO

El objetivo general de este trabajo es la obtencion y caracterizacion de extractos libres de
células, obtenido a partir de dos cepas de levaduras tolerantes a Cr(VI), Pichia jadinii y
Pichia anomala, aisladas de efluentes de una industria textil en la localidad de Famailla,

Tucuman.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos y medio de cultivo

Las levaduras usadas fueron aisladas a partir de muestras de agua de efluentes industriales
de una fabrica textil (Arroyo Maravilla, Famailld, Tucuman). Las cepas seleccionadas fueron
identificadas como Pichia jadinii (Nimero de acceso a GeneBank: FJ865435) y Pichia
anomala (Numero de acceso a GeneBank: FJ865436). Ambas fueron cultivadas en frascos
de 1 L, con un volumen de trabajo de 200 mL. La composicién del medio de cultivo (YNB")
fue (por litro de agua destilada): YNB 10X (Yeast Nitrogen Base w/o a.a. and ammonium
sulfate, DIFCQO), 10% v/v; sacarosa, 50 g; sulfato de amonio, 0,6 g. Se adicioné una fuente
de Cr(VI) para obtener una concentracion final de 1 mM (52 pg mL™" ). Se inocul6 al 10%
(v/v) y las condiciones de incubacién fueron: 25°C y 250 rpm. Cultivos sin Cr(VI) fueron

usados como control de crecimiento.



Después de 48 horas, los cultivos fueron centrifugados a 10.000 xg a 4°C durante 10
minutos. Se separé el sobrenadante y la biomasa recuperada fue lavada 2 veces con agua
destilada.

Preparacion de los Extractos Libres de Células

Para la obtencidén de los extractos libres de células (ELC), se pesé un gramo de biomasa
humeda y se resuspendié en 5 mL de buffer Fosfato-Citrato (BFC) pH 5. Se adicioné 50 pL
de un coctel de inhibidores de proteasas (Protease Inhibitor Cocktail Set I, CALBIOCHEM) y
1 mL de perlas de vidrio estériles. Se sometieron a 6 ciclos de sonicacion de 5 minutos cada
uno (Sonics Vibra Cell, VCX 130). Una vez finalizado el proceso, los homogenados se
centrifugaron a 10.000 xg (Centrifuga THERMO Electron Corporation IEC Multi RF
Refrigerated Centrifuge) durante 10 minutos a 4°C para separar el detritus celular y las
células sin romper. El sobrenadante recuperado fue filtrado a través de membranas de
acetato de celulosa de 0,2 uM de diametro de poro (Sartorius) y almacenado a -20°C hasta

Su uso.

Determinacion de actividad reductora de Cr(VI) en ELC

Para un volumen de reaccion de 250 L, se agregaron: 50 uL de ELC, 150 pyL de BFC (pH
5), 25 uL de solucién de K,CrO4 (5mM) y 25 uL de NADH (10mM). La temperatura de
incubacién fue 30°C. Se tomo muestra en tiempo cero y a los 60 minutos de incubacion.
Para descontar reducciones inespecificas del metal, se realizaron controles sin la adicion de
ELC 6 NADH, los que fueron sometidos a las mismas condiciones de incubacion.

La actividad fue definida como los mmoles de Cr reducido por mg de proteina en el ELC y
por unidad de tiempo (min).

Efecto del pH y la temperatura sobre la reduccion de Cr(VI) en los ELC

El efecto del pH sobre la reduccién de Cr(VI) en ELC de P. jadinii y P. anomala fue
determinado a 30T en diferentes buffers: buffer Fo sfato Citrato (pH 4-6), buffer Fosfato (pH
6-8) y buffer Tris-HCI (pH 8-9). En el caso de la temperatura, el efecto sobre la reduccién de
Cr(VI) fue determinado por incubacién de las mezclas de reaccion en un rango de 10-60°C
en el buffer correspondiente a pH 6ptimo de cada ELC.

Efecto de iones y especies dadoras de electrones
La actividad de la enzima en los ELC fue determinada en presencia de los siguientes iones
(concentracion final 1 mM): Hg?*, Fe*, Na*, Mn*, Ca®, Mg*, Zn*, Cu®, a partir de



soluciones stock de HgCl,, FeCl;, Na,SO,, MnSQ,, CaCl,, MgCl,, ZnSQO,, CuCl,. La
influencia de NADH y NADPH como especies dadoras de electrones también fue ensayada.

Técnicas analiticas

Determinacion de Cr(VI)

La técnica se basa en la medida colorimétrica del complejo coloreado rosa-violeta, formado
después de la reaccion del Cr(VI) con difenilcarbazida (DFC) en solucién acida a pH 1,0 +
0,3 (Urone, 1945). Un protocolo miniaturizado fue desarrollado empleando: 50 pyL de
muestra, 50 pL de H,SO, 0,2 N y volumen suficiente de agua destilada para 2 mL. A la
mezcla de reaccién, se adicionaron 40 L de solucién de DFC (5 mg DFC mL™" acetona). Se
incub6 10 minutos a temperatura ambiente, las determinaciones fueron realizadas a 540 nm
(Beckman DU640 UV-VIS) contra un blanco de reactivo.

Determinacion de Proteinas
Se utiliz6 el Quantipro BCA assay Kit (SIGMA), que determina proteinas totales por reaccién
con acido Bicinconinico (BCA). La absorbancia se determiné a 562 nm.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los nuevos aislamientos, designados como P. jadiniiy P. anomala, mostraron resistencia y
capacidad de remocién de Cr(VI), en cultivos adicionados con una concentracién de 1 mM
de Cr(VI). Después de la lisis por sonicacion, los ELC obtenidos mostraron actividad
reductora de cromato en las condiciones ensayadas, al igual que otras cromato reductasas
reportadas en ELC de varias especies de bacterias, aunque sélo unas pocas de ellas han
sido purificadas y caracterizadas (Thacker y col., 2007).

pH éptimo

Para caracterizar la actividad cromato reductasa en los ELC, se ensayé la actividad en un
rango de pH de 4,0-9,0. El valor 6ptimo fue obtenido en buffer Fosfato a pH 6,0 y 7,0, para
P. jadiniiy P. anomala, respectivamente. De acuerdo a las Figuras 1, P. jadinii pierde casi un
30% de actividad cuando el pH se incrementa una unidad, a diferencia de lo observado para
P. anomala (Figura 2), donde se observa una caida del 20% tanto a pH 6 y 8. Estos valores
concuerdan con lo reportado para bacterias, donde se observé una marcada caida de la
actividad a pH alcalino y un maximo de actividad en un rango de pH entre 5-9 (Bae y col.,
2005; Elangovan y col., 2006).
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Figura 1: Efecto del pH y la especie de buffer usado sobre la actividad reductora de
cromato en ELC de P. jadinii.
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Figura 2: Efecto del pH y especie de buffer usado sobre la actividad reductora de cromato
en ELC de P. anomala.

Temperatura éptima

Cuando se incub6 a temperaturas entre 10 y 60C, se observo que para P. jadinii, la
temperatura dptima seria maxima a valores cercanos a 50C en buffer Fosfato pH 6
mientras que para P. anomala la éptima fue cercana a los 30T en el mismo buffer a pH 7,
observando un descenso mas marcado por fuera del éptimo para P. anomala que para P.
jadinii (Figura 3). A partir de estos resultados, se realizo un andlisis mas exhaustivo
empleando un gradiente de temperatura entre 40 y 60°C para P. jadinii y entre 20 y 40°C
para P. anomala. Asi se alcanzaron actividades maximas a 55 para P. jadiniiy a 35C
para P.anomala. (Figuras 4y 5).

Efecto de iones



Se conoce que los metales afectan la actividad de las enzimas. En el caso de la cromato
reductasa, el inhibidor mas comun reportado es el Hg?* y el Cu?* como activador (Camargo y
col., 2003; Elagovan y col., 2006; Sarangi y col., 2008). Resultados similares se obtuvieron
en ensayos con ELC de las levaduras seleccionadas.
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Figura 3: Efecto de la temperatura de incubacién sobre la actividad cromato reductasa en ELC de P. jadiniiy P.
anomala en buffer Fosfato pH 6 y pH 7, respectivamente.
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Figura 4: Efecto de la temperatura de incubacion sobre la actividad reductora de cromato en ELC de P. jadinii en
buffer fosfato pH 6.

La actividad cromato reductora de P. anomala mostr6 aumentos moderados respecto al
control frente a Cu?*, Ca*, Fe*, Na* y Mg?* con actividades porcentuales relativas respecto
al control de 118, 112, 109, 108 y 108%, respectivamente. Se observé inhibicién por el
agregado de Hg?* y Mn?* en un 69% en ambos casos, y por Zn** en un 86%, en relacién al
control sin iones. En de P. jadinii, Mn**, Mg?®* y Fe*" incrementaron la actividad reductora de



cromato en un 227, 137, 128%, respectivamente; mientras que Hg?*, Zn?** y Na* inhibieron la
actividad en distintas proporciones (69-90%) (Figura 6). Park y col. (2000), sugieren la
presencia de un grupo tiol en la catélisis debido a la inhibicién reportada por mercurio,

mientras que la funcién del i6bn cobre en la activacion todavia no ha sido esclarecida.
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Figura 5: Efecto de la temperatura de incubacion sobre la actividad reductora de cromato en ELC de P. anomala
en buffer Fosfato pH 7.
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Figura 6: Efecto de iones metalicos sobre la actividad cromato reductasa a pH y temperatura 6ptimos para cada
ELC.

Efecto especie dadora de electrones

La reduccion de Cr(VI) requiere usualmente la presencia de una fuente de electrones, tales
como NADH y NADPH (Puzon y col.,, 2002). La actividad especifica del tipo cromato
reductasa en los ELC obtenidos fue favorecida por la adicién de NADH a la mezcla de
reaccion. También se observé actividad cuando se us6 NADPH, pero menor a la obtenida
con NADH, presentando una caida del 65% para P. jadinii y del 54% para P. anomala, con
respecto a los valores alcanzados con NADH (Figura 7). Reportes previos en enzimas de



origen bacteriano mostraron resultados similares cuando se estudio la dependencia de las
especies dadoras de electrones (Camargo y col., 2003; Bae y col., 2005; Desai y col., 2008).
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Figura 7: Actividad cromato reductora en ausencia y presencia de NADH y NADPH

CONCLUSIONES

Este trabajo describe la caracterizacién de la actividad reductora de cromato en extractos
libres de células de las levaduras P. jadinii y P. anomala. Ambas actividades precisan de
NADH o NADPH como dadores de electrones, siendo mayores en presencia de NADH. El
ELC de P. jadinii posee su maxima actividad en buffer Fosfato pH 6, a una temperatura de
incubacién de 55°C y en presencia del ion Mn®". Para P. anomala, el maximo de actividad se
observd a pH 7 del mismo buffer, a 35°C y en presencia de Cu?:. Futuros estudios
enfocados en la purificacién de enzimas presentes en ELC de las levaduras seleccionadas
permitiran ampliar el conocimiento de los mecanismos de reduccion de Cr(VI), para

proponer una aplicacion biotecnoldgica en el tratamiento de efluentes.
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