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GLOSARIO

Apoplasto: En las plantas es el espacio en el que circula el agua y los solutos,

constituido por las paredes celulares y los espacios entre las células.
Bioacumulacion: Mecanismo celular que involucra un sistema de transporte
de membrana que internaliza al metal pesado presente en el entorno celular

con gasto de energia.

Biosorbente: microorganismo utilizado para retener determinado metal en'su

superfice

Biosorcion: fendmeno que se caracteriza por la retencion de un determinado

metal por un microorganismo mediante una interaccion fisicoquimica del metal .

con ligandos pertenecientes a la superficie celular. Esta interaccién se produce
con grupos funcionales expuestos hacia el exterior celular pertenecientes a
partes de moléculas componentes de las paredes celulares, como por ejemplo

carbdxilo, amino, hidroxilo, fosfato vy sulfhidrilo.

Cometabolismo: Se da en casos de sustratos complejos donde los
microorganismos consumen un compuesto y producen enzimas para
transformar otro compuesto, sobre el que no pueden crecer, en uno asimilable

por su metabolismo.




Compartamentalizacion: guardar determinada sustancia o compuesto en

diversos organelos celulares.

Fitoextraccion: capacidad de las plantas para extraer metales pesados del

suelo.

Fitorremediacion: recuperacion de un area natural por medio del uso de

plantas.

Hiperacumulador: Organismo capaz de almacenar grandes cantidades de

metales pesados.

Mesofitico: Plantas y comunidades vegetales que viven en condiciones

ambientales intermedias entre el medio seco y el medio acuatico.

Micorrizas arbusculares: asociaciones ecoldgicamente mutualistas entre

hongos del Phyllum Glomeromycota y la inmensa mayoria de las plantas.

Rizésfera: zona de interaccién Unica y dindmica entre raices de plantas y

microorganismos del suelo.

Sorcion: Retencién de una sustancia por otra cuando estan en contacto;

incluye las operaciones de absorcién, adsorcién, intercambio idnico.




b

Xilema: tejido vegetal lefioso de conduccién que transporia liquidos de una

parte a otra de las plantas vasculares




OBJETIVO



En virtud de que en la actualidad sélo se cuenta, para fines practicos, con
tecnologias costosas y no necesariamente sustentables para la remocion de
metales pesados en terrenos y aguas contaminadas, es fundamental conocer y
estudiar a los mecanismos de resistencia que diversos organismos presentan
frente a ecosistemas contaminados con este tipo de sustancias en funcion de
su posible aplicacion como estrategias biotecnoldgicas de biorremediacion de

dichos suelos y aguas.



JUSTIFICACION



La contaminacién ambiental con metales pesados es un problema de salud
publica a nivel mundial. Se sabe que enfermedades como el cancer son
multifactoriales y muchas veces el factor ambiental es determinante®, como en
el caso de exposiciones cronicas a altas concentraciones de determinado
metal.

La principal fuente de este tipo de contaminacién es la industria*® (de acero, de
pinturas y recubrimientos, de cuero, de concreto y textil, entre otras). Hasta
hace algunos afios, no se ejercia un adecuado control sobre los desechos ni
emanaciones de estas industrias, lo que ocasioné que durante mucho tiempo
las personas que vivian en los alrededores de dichas industrias estuvieran
expuestas a concentraciones elevadas de metales.

Uno de los ejemplos de esta situacion es el tristemente célebre caso de la
empresa “Cromatos de México”, unidad perteneciente a la empresa alemana
Bayer que opero de 1958 a 1978 y que, de acuerdo con la documentacion que
maneja el gobierno del municipio de Tultitlan, Estado de México, generaba por
dia 12 toneladas de cromato de sodio, una tonelada de cromato de potasio,
ocho toneladas de sulfato de sodio y seis toneladas de hidréxido de
aluminio.*®® La produccién se realizaba a cielo abierto, sin ningin control de las
emisiones a la atmdsfera, a las aguas residuales, ni en la disposicion final de
los residuos; estos ultimos, generalmente eran donados al municipio para
relleno y aplanado de calles, el resto del material era confinado en el predio sin
ningun tipo de control. En el 2005 la SEMARNAT dio a conocer que “Cromatos
de México” sepulté en 1983 75, 000 toneladas de cromo hexavalente en sus
instalaciones en la colonia Lecheria, municipio de Tultitthn, Estado de

México.'?® Sin embargo, desde 1999 el encapsulado registré cuarteaduras y



filtraciones de agua de lluvia. Actualmente, las instalaciones de la empresa,
enclavada en la zona industrial de Lecheria, presentan restos visibles de cromo
en muros y patios. Esta situacion provoca que con el agua de lluvia el material
se disuelva y se filtre directamente a los mantos acuiferos, con graves
consecuencias para la poblacién en esa area del Estado de México.*?®

Actualmente el reto mas importante en este caso es la limpieza de los
acuiferos, los cuales se calcula que estan contaminados a una profundidad de
200 metros en un espacio de cinco kildmetros de radio alrededor de la

planta.?®

Esta gran contingencia ambiental demandard importantes recursos econémicos
y técnicos. Obviamente, una de las acciones obligadas para resolver esta
problematica que sigue y seguird vigente por muchos afios y muchas
generaciones, es tratar el agua contaminada y devolverla a los acuiferos. Esto
representa una tarea dificil y extremadamente costosa. Por ello podrian
comenzar a utilizarse técnicas y procedimientos alternativos de remocién de
metales, como el uso de organismos que sean capaces de tolerar la exposicion
y al mismo tiempo lo remuevan del agua. Estos métodos son objeto de estudio
por diversos investigadores alrededor del mundo y a simple vista ofrecen
numerosas ventajas frente a las costosas tecnologias de remocion actualmente
utilizadas (principalmente cromatografia de intercambio i6nico) tales como: ser
amigables con el ambiente (no se produce contaminacion secundaria durante
el proceso de remocidn), son biotecnologias de bajo costo, los

microorganismos pueden ser producidos en grandes escalas y sobretodo, se
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da el aprovechamiento de las caracteristicas innatas de dichos organismos que

naturalmente se enfrentan a exposiciones a metales.

Otra de las razones por las que debe considerarse a los microorganismos
como la alternativa mas sustentable y viable a futuro para la remocién de
metales del suelo, es precisamente esta capacidad que tienen de crecer y
desarrollarse de manera natural en los suelos, lo que los sitla por delante de
cualquier otra tecnologia artificial cuando se piensa en la remocion de metales
de suelos destinados al cultivo de alimentos.

Se ha calculado que para el 2050 la poblacion mundial habra llegado a los 9
mil millones de habitantes'?’, por lo que es urgente y necesario idear una
estrategia global que garantice la seguridad de los alimentos que hoy en dia se
consumen. Junto con el crecimiento poblacional, vienen aspectos como el
incremento en el consumo y la demanda de alimentos procesados, lo que trae
consigo mayor presién sobre el sistema de suministro de alimentos.*?’

Una de las posibles alternativas que los agricultores han explorado con el fin de
evitar la carencia de alimentos, es la de comenzar a utilizar nuevos suelos con
fines agricolas,'*’ lo cual implica la necesidad absoluta de remover los metales
pesados que pudieran estar ahi contenidos. Para ello, podria sugerirse como
solucion alternativa sustentable la siembra de plantas hiperacumuladoras en
esos terrenos.

A manera de ejemplo, considérese la siguiente situacién. Godfray et al.*?’
reportan que los cultivos mas productivos, como el de cafia de azucar,
transforman la energia solar en biomasa con una eficiencia del 2% bajo

“wA

condiciones de crecimiento “Optimas”, las cuales, obviamente, no incluyen la
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presencia de metales pesados en el suelo. Dicha eficiencia podria verse
drasticamente disminuida si existieran elevadas concentraciones de uno o mas
metales en el suelo, lo cual afectaria severamente al sector agricultor y por lo
tanto a la economia, sin dejar de lado las graves consecuencias que tendria
este tipo de alimentos en el consumidor que tuviera acceso a ellos. Por estas
razones se considera que la adicion de organismos resistentes a metales y
gue sean capaces de removerlos del suelo podra ser una gran herramienta

para garantizar la seguridad de los cultivos de alimentos en un futuro cercano.
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La industrializacién ha sido un sello de progreso de la civilizacion a pesar de
gue se ha comprobado que los desechos industriales son, con frecuencia,
altamente toxicos para el medio ambiente. Efluentes industriales contaminados
con sustancias toxicas y metales pesados son descargados en rios que
posteriormente pueden ser utilizados para abastecer de agua potable a algun
poblado cercano. Las plantas de tratamiento de aguas en paises en desarrollo
no estdn lo suficientemente equipadas para remover trazas de metales
pesados, por lo que cada consumidor se encuentra expuesto a cantidades

desconocidas de contaminantes en el agua que consume.

Las principales fuentes de contaminacion por metales pesados son la industria
minera, las curtidoras de cuero y las industrias de tratamiento de superficies
(como la del acero inoxidable y las de pinturas o recubrimientos). Estas
industrias descargan gran cantidad de metales téxicos como el Cd, Cu, Ni, Cr,
Co, Zn y Pb al medio ambiente. En las Ultimas décadas se ha demostrado la
presencia de estos contaminantes en sedimentos de rios; la acumulacién de
los mismos en vegetales crecidos en suelos contaminados resulta alarmante
dado que estos metales producen efectos nocivos en la salud. Es bien sabido
gue los metales pueden ser extremadamente toxicos para los seres vivos,
particularmente los mamiferos, ya que causan dafos en el sistema nervioso,
higado, huesos y también bloquean grupos funcionales de algunas enzimas
vitales. Diversos grupos de investigacion han estudiado la utilizacion de
microorganismos con el proposito de biorremediar los sitios contaminados con
metales. Es de notable interés la capacidad que poseen algunas bacterias,

algas, plantas y hongos de lidiar con el metal mediante diversos mecanismos
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gue les permiten sobrevivir a la exposicion y al mismo tiempo les dan la
capacidad de remover el contaminante del medio. Dichos mecanismos podrian
utilizarse a futuro como alternativas a las costosas tecnologias actuales de

remocion de metales.
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La toxicidad de los metales pesados

Z Ni** y Co*" son

Los metales pesados como el Cu?, zn*, Mn*, Fe
micronutrientes esenciales para el metabolismo celular, pero cuando su
concentracion sobrepasa la ideal, éstos o cantidades traza de los no esenciales
como Cd**, Hg**, Ag* y Pb?' resultan extremadamente téxicos. Por esta razén
el problema de contaminacion ambiental con metales pesados se ha convertido
en un serio problema de salud publica a nivel mundial. La actividad industrial y
el desecho inapropiado de residuos son las principales causas del incremento
en estos contaminantes. Se ha estimado que la contaminacién mundial anual
por metales excede la suma de la contaminacion por desechos radioactivos y
orgénicos.’® Hoy en dia es posible detectar niveles altamente téxicos de
metales en los alrededores de los efluentes industriales, asi como en los
diversos tipos de suelo. La mineria también genera todo tipo de desechos con
metales pesados contaminando asi las areas proximas y los sistemas de
aguas. A pesar de que la industria es la principal contaminante del ambiente
con metales, no debe perderse de vista que la actividad personal y del hogar
son también responsables en cierta medida. La contaminacion por actividades
del hogar se origina gracias al uso de productos de lavanderia, como
detergentes y blanqueadores. El elemento mas abundante (metaloide) que se
encuentra en estos productos es el arsénico, seguido del zinc y cromo. El
mercurio es el menos abundante pero también se encuentra presente siempre

(tablal). El fumar también representa otra fuente de contaminacion con

metales. Cada cigarrillo tiene 1-2 ug Cd, 1.4ug Cr, 2-6ug Niy 21-84ug Pb, de

17



los cuales el 0.3-10% es liberado en el humo y es posteriormente inhalado.

Cuando se fuma un cigarrillo, se incorpora en el organismo hasta 0.2ug de Cd,

0.14pg de Cr, 0.6pg de Niy 5ug de Pb.*’

Tabla 1. Contenido de metales pesados en productos de lavanderia caseros

18[a]

Producto Consumo | As Zn Cr Cu Ag Ni Cd Pb Hg
(Kg/afo/ (total) (total)
per
capita)
Detergen- 14.2 7.8 5.2 <1 0.7 <0.5 |05 0.4 0.2 0.025
tes
Blanquea- | 5.1 10 3.9 <1 0.25 | <05 | <05 |<045 |<0.2 |<0.025
dores
Suavizan- | 2.2 0.01 0.5 <1 <0.2 | <05 |<05 |<0.2 <0.2 | <0.025
tes

a Datos recopilados en el area de la bahia en San Francisco, California. Se muestran los
valores promedio de cada metal en mg metal/ Kg producto o ppm. Se han incluido detergentes
liquidos y en polvo utilizados para ropa y para platos. Los blanqueadores también son liquidos
y solidos. En general los productos de lavado en polvo poseen una mayor cantidad de metales

gue los productos liquidos.
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En México, la NOM-127 SSA 1-1994 establece las concentraciones maximas de

metales permisibles en el agua potable:

Tabla 2. Concentraciones maximas permisibles de metales en el agua de
México

Metal Limite permisible (mg/L o ppm)
Zinc 5.0
Cobre 2.0
Aluminio 0.2
Cromo Total 0.05
Arseénico 0.05
Plomo 0.025
Cadmio 0.005
Mercurio 0.001

Para la mayoria de los organismos vivos, la exposicidn a altas concentraciones
de metales como Cd**, Hg?*, Cr(VI), Ni** y Pb?* resulta extremadamente téxica.
Algunos metales, en particular el Cr(V1), Ni?*, Pb®*, Co?*, Cd** y As(lll) son
potencialmente cancerigenos y resultan ser muy dafiinos para humanos y otros
mamiferos pero no lo son para bacterias, debido a que los organismos
procariontes han desarrollado mecanismos muy eficientes de resistencia a
metales.

La toxicidad de los metales a nivel molecular y celular se debe principalmente a
su interaccién con los grupos tioles y carboxilatos de las proteinas®® y también
a su capacidad de generar radicales libres?. La genotoxicidad de los metales

estd asociada a la induccién de dafo oxidativo al DNA. El orden de toxicidad
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de los metales mas comunes en algas, levaduras, plantas y animales es
Hg**>Cu?*>Cd**>Ag*>Pb?">Zn?*", donde la posicién del Cu** y el Cd** depende
principalmente del organismo. A pesar de esto, en sistemas terrestres y de
aguas contaminadas existe el desarrollo de gran variedad de plantas, hongos y
protistas, lo cual nos indica que estos organismos poseen la capacidad de lidiar

con los efectos tdxicos producidos por la mezcla de metales.’

Mecanismos involucrados en el dafio oxidativo producido por

metales.

Se sabe que los metales de transicion actian como catalizadores en algunas
reacciones bioldgicas oxidativas, por lo que la toxicidad asociada a estos
puede deberse principalmente al dafio oxidativo que causan en los tejidos.
Metales como el hierro, cobre y cromo sufren reacciones de oxido-reduccion
(redox), mientras que metales como el plomo, cadmio y mercurio, agotan a los
antioxidantes mas importantes de la célula, principalmente aquellos que
contienen grupos tioles.

Ya sea que se trate de metales que llevan a cabo reacciones redox o no,
ambos tipos incrementan la produccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) como el radical hidroxilo (HO-), el radical superoxido (O»-") y peroxido de
hidrégeno (H.0,)*®. Cuando la produccion de ROS se encuentra exacerbada y
la produccién intrinseca de antioxidantes no es suficiente, se genera una
condiciéon denominada “estrés oxidativo™®. Cuando las células se encuentran

en esta condicion presentan algunas disfunciones que se atribuyen a lesiones
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en los lipidos, proteinas y en el DNA causadas por las ROS. Parte de la

toxicidad de los metales pesados esta asociada a esta generacién de ROS®.

El proceso de captacion de metales

En general, el proceso de biosorcion de metales mediante células vivas se
lleva a cabo en dos pasos. Primero los iones metdlicos son adsorbidos en la
superficie de las células por medio de interacciones con grupos funcionales
como carboxilo, fosfato, hidroxilo, amino, sulfuro presentes en la superficie
celular. ElI primer paso, también denominado como “biosorcion pasiva” es
independiente del metabolismo y ocurre rapidamente a través de uno o la
combinacion de cualquiera de los siguientes mecanismos de quelacion de
metales: coordinacion, complejacion, intercambio i6nico y adsorcion fisica
(electrostética). La biosorcion pasiva es un equilibrio dinamico de adsorcién-
desorcion reversible. Los iones metalicos unidos a la superficie pueden ser
eluidos por otros iones, acidos o agentes quelantes.

En el segundo paso, los iones metalicos penetran la membrana celular e
ingresan a la célula, este proceso recibe también el nombre de “biosorcion

activa™

Acumulacion/precipitacion extracelular
Algunos microorganismos procariontes (bacterias, Archaeas) y eucariontes
(algas y hongos) pueden producir o excretar sustancias poliméricas

extracelulares (EPS) como polisacaridos, glicoproteina, lipopolisacaridos,
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péptidos solubles, etc. Estas sustancias poseen una cantidad sustancial de
grupos funcionales aniénicos capaces de adsorber los iones metalicos. Existen
algunos trabajos publicados de biosorcién de metales mediante EPS enfocados
principalmente en organismos bacterianos como Bacillus megaterium,
Acinetobacter sp., Pseudomonas aeruginosa y bacterias reductoras de sulfato®

entre otras, mientras que los estudios de EPS en hongos o algas son escasos.

Acumulacion/precipitacion intracelular

Cuando la concentracion extracelular de iones metalicos es mas alta que la
intracelular, los iones metalicos pueden penetrar en la célula a través de la
pared celular y membrana por medio de difusion libre. Los iones metéalicos
también pueden ingresar a la célula cuando ésta se encuentra dafiada ya sea
por causas haturales (autolisis) o algun factor externo (una fuerza mecéanica o
tratamiento con alcali). El proceso anterior es independiente del metabolismo®.
Por otra parte, el proceso de acumulacién intracelular que se persigue con
fines biorremediadores, esta relacionado con células vivas, consume energia y
es dependiente del metabolismo activo. Los iones metalicos transportados a
través de la membrana celular son transformados en otras especies 0
precipitados dentro de la célula por células metabdlicamente activas.

Después de su entrada en la célula, los iones metalicos son

compartimentalizados en diferentes organelos (mitocondria, vacuola, etc.)*
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Mecanismos de resistencia de algunos organismos a metales

pesados

Se ha observado que la tolerancia de los seres vivos a los metales pesados se
debe a diversos mecanismos; entre ellos [Fig. 1 mecanismo 1] la union del
metal a la pared celular y a la cara externa de la membrana plasmatica, con lo
cual se impide el paso de éste hacia el interior celular; [Fig. 1 mecanismo 2]
reduccion del transporte a través de la membrana celular, como en el caso de
Brassica juncea en exposiciones frente a cromo donde se ha observado que
cuando el medio es rico en sulfato, la acumulacion intracelular de cromo
disminuye y cuando se priva a la célula de sulfato, el cromo intracelular
aumenta, lo cual se atribuye a que el aniébn cromato posee similitud estructural
con el anién sulfato y por esta razon es capaz de entrar a la célula utilizando
los transportadores que existen para éste, y por lo tanto cuando se encuentran
los dos en el medio existe una competencia por la afinidad del transportador y
disminuye asi el ingreso de cromato a la célula’?, [Fig. 1 mecanismo 3]
expulsion activa, por medio de la cual sale mayor cantidad de metal que la que
entra. Cervantes et al.®* demostraron que la acumulacién de cromato por cepas
resistentes de Pseudomonas aeruginosa es cuatro veces mayor que la de
cepas sensibles, hecho que respalda la existencia de un sistema de expulsion
de cromato dado por un determinado plasmido presente en la cepa resistente.
También existen otros mecanismos como [Fig. 1 mecanismo 4] la
compartamentalizacion del metal en vacuolas y otros organelos intracelulares;

junto con la formacion de complejos con agentes quelantes como [Fig. 1
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mecanismo 5] las metalotioneinas y las fitoquelatinas (proteinas), compuestos
organicos como citrato, malato o por compuestos inorganicos como sulfuro,
fosfatos, etc!’. La exposicion del protista Euglena gracilis a cadmio induce un
incremento en la sintesis de tioles solubles como cisteina, glutation y
fitoquelatinas.***° Estos tioles poseen uno o varios residuos de cisteina que
son capaces de inactivar al metal quelandolo. [Fig. 1 mecanismo 6] La
biotransformacion se da por reduccién u oxidacion del metal o por alquilacion
del mismo; y [Fig. 1 mecanismo 7] la precipitacion y atrapamiento por secrecion
de compuestos en el medio extracelular'’.

En las bacterias los mecanismos de resistencia predominantes son aquellos
relacionados con la expulsién activa de los metales del citosol a través de
ATPasas y sistemas de eflujo de iones. Por otra parte, en algunas levaduras,
plantas superiores y algunos protistas, la resistencia esta asociada con la
acumulacion interna del i6n téxico, ya sea en vacuolas o en organelos tan
importantes como la mitocondria y el cloroplasto’’. Este Gltimo mecanismo

puede ser util a futuro en el disefio de estrategias de biorremediacion.
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Figura 1. Mecanismos celulares de proteccién contra los Metales pesados.
Tomado de Rodriguez-Zavala et al.

El esquema muestra los diferentes mecanismos utilizados por los organismos para contender
contra metales. * vacuola, ** mitocondria. Las moléculas quelantes como malato y citrato se
representan con triangulos, mientras que los monotioles o fitoquelatinas se muestran con
circulos.
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1 MeZ+
MeZ2s
Me’ Me2+

Me2+ —)

Me3+ T Me2+

Mez+

25



¢ En bacterias, las ATPasas de tipo P constituyen la defensa bésica contra

metales pesados cationicos.

Las ATPasas de tipo P constituyen una superfamilia de proteinas de transporte
qgue funcionan gracias a la hidrélisis de ATP. Sus sustratos son cationes
inorganicos como H*, Na*, K*, Mg?*, Ca*, Cu*, Ag*, Zn** y Cd*". Una ATPasa
de tipo P puede importar su sustrato desde el exterior o periplasma hacia el
citoplasma (ATPasa importadora) o bien, exportarlo del citoplasma al exterior
(ATPasa exportadora). Dentro de la homeostasis de metales pesados, las
ATPasas de tipo P son importantes por dos grandes razones: primero, porque
los sistemas importadores de macroelementos como el Mg®* podrian contribuir
en la importacion de metales pesados® y porque las ATPasas de tipo P
exportadoras pueden detoxificar metales pesados a través de mecanismos de
expulsion.

Otros sistemas exportadores de metales pesados es la familia de proteinas

CHR (cromato reductasa)®®

e Las proteinas de tipo CHR detoxifican cromato
La familia de CHR contiene proteinas que estan unidas a la membrana
citosolica por 10 dominios transmembranales y son probablemente bombas de

eflujo del anién cromato 2 dirigidas por el gradiente quimiosmético. Dado que

la exportacion del anion es en direccion del campo eléctrico de la fuerza proton
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motriz, la diferencia transmembranal en el potencial eléctrico (A¥) por si misma

es suficiente para conducir la expulsion del cromato.

La via de asimilacion de azufre como precursora de

compuestos antioxidantes

Uno de los mecanismos de proteccion contra la toxicidad de metales que mejor
se ha descrito para algunas levaduras, algas, protistas fotosintéticos y plantas
es el de quelacion intracelular ya sea por glutation (GSH) o fitoquelatinas
(PCs). Estos péptidos son capaces de unirse a gran variedad de metales en el
citosol y dependiendo del organismo, estos complejos formados por metal-PC o
metal-(GSH), pueden ser transportados activamente hacia el interior de la
vacuola.?

El GSH se encuentra presente en todos los organismos y participa en multiples
procesos metabdlicos, por ejemplo, en la regulacién intracelular del estado
redox, inactivacion de ROS, transporte de aminoacidos GSH-conjugados y
almacenamiento de azufre y cisteina proveyendo asi hasta el 90% del azufre
no protéico a la célula.?® La sintesis de GSH, comenzando desde sulfato
inorganico, requiere de la via de asimilacion de azufre (SAP) y la via de
biosintesis de cisteina. La regulacion genética y bioquimica de estas vias es
compleja y se ve afectada por diversas condiciones de estrés como exposicion

a metales pesados, estrés oxidativo y deficiencias en azufre o nitrégeno.
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La captacién de sulfato

El sulfato proveniente del medio es co-transportado hacia el interior de las
células junto con 3H" mediante un proceso dependiente de energia y que es
catalizado por permeasas de membrana especificas [Fig 2. reaccion 1]. Se han
descrito en diversos organismos, transportadores de sulfato de alta (HAST) y
baja afinidad (LAST). En plantas, una vez que ha sido tomado por las raices, el
sulfato es distribuido en los diferentes 6rganos y para poder ser asimilado tiene
gue ser reducido mediante un proceso que se lleva a cabo en los cloroplastos.
En Arabidopsis sp. los HASTs estan principalmente involucrados en el
transporte del sulfato del medio a las raices, mientras que los LASTs (los
cuales se expresan en raices y hojas) son los responsables de la distribucion
del sulfato del apoplasto a los diferentes tejidos dentro de la célula®. La
expresion de los genes que codifican los transportadores de sulfato en plantas
estd regulada por la disponibilidad de sulfato en el medio externo, por los
requerimientos intracelulares y el GSH.?°

En el alga verde Chlamydomonas reinhardti se han identificado dos
transportadores de sulfato; uno que se expresa en células que crecen en un
medio deficiente de azufre y otro que lo hace en células que crecen en medio
con azufre. Después de realizar los analisis cinéticos se encontré que LAST es
el que se encuentra presente en células crecidas con medio completo, mientras

que HAST se induce cuando la célula es privada de azufre.?®
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La activacion del sulfato (ATP sulfurilasa)

El segundo paso en la via es catalizado por la enzima ATP sulfurilasa (ATPS)
[Fig. 2 reaccién 2]. Esta enzima activa al SO, por medio de una reaccion
dependiente de ATP que conlleva a la formacion de APS y pirofosfato (PPi).
Esta reaccion no esté favorecida termodindmicamente, por lo que se le puede

considerar como paso limitante de la via.

Reduccion de sulfato a sulfito (APSK, PAPSR, APSR, SiR)

Para completar la incorporacion de azufre en las biomoléculas,
especificamente en los aminoacidos, el sulfato de APS es transformado en
sulfito y éste a su vez en sulfuro. Este proceso puede ocurrir a través de dos
diferentes vias dependiendo del organismo. Una de estas vias involucra la
fosforilacion de APS por una APS cinasa (APSK) [Fig. 2 reaccion 3] y el uso de
ATP para dar origen a PAPS y ADP. En la siguiente reaccion la PAPS
reductasa (PAPSR) reacciona primero con la tiorredoxina reducida y
posteriormente con PAPS para producir SOs? libre [Fig. 2 reaccion 4]. La otra
via involucra la reduccion directa de APS por la APS reductasa, la cual usa

GSH como donador de electrones para asi producir SO;* %’

[Fig. 2 reaccion 5].
En algas y algunas bacterias, el SOs* es sintetizado mediante APSK, mientras
gue en plantas, algas verdes y bacterias fototropicas el sulfato es transformado
a sulfito por APSR.

Una vez que el sulfato ha sido reducido a sulfito, el siguiente paso es idéntico

en bacterias, hongos y plantas. El sulfito es reducido a sulfuro a expensas de la
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oxidacion de tres moléculas de NADPH por accion de la enzima sulfito
reductasa (SiR) [Fig. 2 reaccion 6], la cual cataliza dicha reduccién usando los

electrones donados por la ferredoxina.

Biosintesis de Cisteina (SAT, HAT, OAS/OAH TL, B-CTS y y-CTL)

Dependiendo del organismo del que se trate, existen dos diferentes formas de

incorporar el sulfuro a un esqueleto de carbono para producir cisteina:
1. El sulfuro es condensado con O-acetilserina (OAS) por la OAS tiol liasa
(OAS TL) para formar asf la cisteina directamente?® [Fig. 2 reacci6n 10].

En esta ruta la OAS es sintetizada por la serina acetil transferasa (SAT).

2. La OAS tiol liasa también cataliza la condensacion de sulfuro con O-
acetilhomoserina (OAH) para formar homocisteina (hCys) [Fig 2.
reaccion 7]. La OAH es sintetizada por la homoserina O-acetiltransferasa
(HAT). Posteriormente, la hCys es transformada en cisteina mediante
trans-sulfuracion [Fig. 2 reaccién 8][Fig. 2 reaccion 9]. En otras palabras,
la hCys se asocia con serina para formar cistationina (CT) por accion de
la cistationina B-sintasa (B-CTS). La CT es disociada en cisteina (Cys),

a-cetobutirato y amonio por la accion de la cistationina y-liasa (y-CTL)

La via de SAT es utilizada por bacterias entéricas y por plantas. Los

hongos utilizan diferentes rutas biosintéticas de cisteina dependiendo de

la especie. S. cerevisiae utiliza la via de CT*, mientras que S. pombe
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carece de enzimas para la transulfuracion pero posee las de la via de

SAT.?P
Figura 2. Via de asimilacion de azufre (SAP) tomado de Mendoza-Coézatl

et al.*’
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Representacion de la via de asimilacion de azufre (SAP) y biosintesis de cisteina. Las
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Biosintesis de Glutation (y-ECS, GS)

La biosintesis de GSH es similar en plantas, levaduras y protistas. El glutation
es un tripéptido constituido por (y-GluCys)Gly que se sintetiza intracelularmente
y es exportado al exterior de la célula donde ejerce su funcién antioxidante.

La sintesis del glutation se lleva a cabo a partir de cisteina y ocurre mediante
dos reacciones consecutivas dependientes de ATP. En el primer paso, la y-
glutamilcisteina (y-EC) es formada a partir de L-glutamato y L-cisteina por
medio de la y-glutamilcisteina sintetasa (y-ECS). El segundo paso es catalizado
por la glutation sintetasa (GS), la cual adhiere glicina al carbono terminal de la

vy-EC formando asi el glutatién (GSH)*!

La L-y-glutamilcisteina sintetasa es inhibida por glutation y es el paso limitante
en la sintesis de éste. El glutatiébn funciona como antioxidante al interactuar
directamente con radicales libres, también es el sustrato de las glutatién
peroxidasas y las glutation transhidrogenasas.

Una gran cantidad de reacciones que ocurren dentro de la célula dependen del
glutation. Estas reacciones incluyen aquellas que dan origen a los
desoxirribonucleétidos y ascorbato, asi como aquellas reacciones que implican

la conversion de disulfuros a sus correspondientes tioles.
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Biosintesis de fitoquelatinas

Las fitoquelatinas (PCs) son péptidos cuya formula general es
(y-Glu-Cys),.11-Gly y son sintetizados a partir de moléculas de GSH por la
fitoquelatina sintasa (PCS). Se ha identificado PCS en algunas levaduras®,
plantas superiores®, algas®* y protistas.** Los metales pesados como el Zn*",
Hg®", Cd**, A", Fe*, Cu*' y Pb% son activadores de la enzima, siendo el Cd**
su méas potente activador.®® Los genes que codifican para la PCS han sido
clonados a partir de S.pombe, A. thaliana, Triticum aestivum, Brassica juncea,
Thlaspi caerulescens e inclusive del nematodo Caenorhabditis elegans, entre
otros.*

Las fitoquelatinas tienden a coordinarse con metales pesados; estan
implicadas en la homeostasis y respuesta celular a intoxicacion con éstos. Su
funcion es andloga a la de las metalotioneinas en los animales y algunos
hongos.

Al tener varias cisteinas en su estructura, las PCs poseen grupos tioles
disponibles para quelar ROS y metales pesados que son responsables del

estrés oxidativo y dafios a la célula.
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Regulacion de la SAP y sintesis de Cys y GSH

Regulacion metabdlica

No se ha realizado un analisis de control sistemético sobre la SAP y las rutas
biosintéticas de Cys, GSH y PCS todavia. Sin embargo, se han sugerido las
siguientes observaciones acerca de los posibles mecanismos responsables del
control.

En S. cerevisiae, el transporte de sulfato es inhibido por el sulfato interno y por
metabolitos derivados de la reduccién del mismo, como APS y cisteina®’. La
OAS incrementa la actividad de todas las enzimas de la via de asimilacion de
azufre, mientras que la cisteina disminuye algunas de ellas. La acetil serina
transferasa (SAT) esta fuertemente inhibida por la cisteina. Por consiguiente, si
los niveles de cisteina disminuyen, se activa la SAT, incrementando consigo los
niveles de OAS y activando asi la asimilacion de sulfato. Cuando se
restablecen los niveles de cisteina, las enzimas de la SAP y la acetil serina
transferasa se inhiben de nuevo.*®

Para la sintesis de GSH, se ha establecido que la inhibicibn por
retroalimentacion de la y-ECS por glutation es el principal mecanismo de
regulacion. EI GSH debe de ser consumido y no so6lo oxidado para poder
revertir la inhibicion de la y-ECS y de esta manera activar la via. La PCS y las
Glutation S-transferasas catalizan reacciones que consumen GSH y como
consecuencia, su activacion es capaz de revertir la inhibicion de la y-ECS por

GSH promoviendo el flujo de la via. Por esta razén, deben considerarse las
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enzimas consumidoras de GSH cuando se esté analizando la sintesis del

mismo.

Mecanismos de resistencia a Cd** mediados por GSHy PC

Levaduras y plantas

El mecanismo mas importante para la resistencia a Cd** en levaduras como S.
cerevisiae, S. pombe, Candida glabrata y en plantas, es la
compartamentalizacién en la vacuola.®*® El cadmio puede ser transportado
hacia el interior de la vacuola en forma de i6n libre o asociado a compuestos
tiolados (GSH o PCs).”> En S. pombe, C. glabrata, algunas algas y plantas, los
complejos PC-Cd, el Cd®" libre y el sulfuro forman complejos de alto peso
molecular (HMWC) en el interior de la vacuola, que es el almacén mas estable

para el cadmio en el interior de la célula.**

Algas verdes unicelulares y Euglena gracilis

Euglena gracilis es un protista fotosintético con alta tolerancia al Cd** y gran
capacidad de acumulacion del mismo. Debido a que este organismo no posee
vacuola, las células que han sido expuestas a concentraciones de Cd**
almacenan alrededor del 60% del metal en el cloroplasto®’. Diversos reportes
indican que la SAP, incluidos el GSH y la sintesis de fitoquelatinas, estan
directamente relacionados con el mecanismo de resistencia que este protista

posee frente al Cd** **. Cuando células de E. gracilis se exponen a CdCl,, sus
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niveles intracelulares de cisteina, GSH y PCs se incrementan alrededor de 12
veces mas que las células que no han sido expuestas. Se ha observado que
estas diferencias metabdlicas ocurren en el citosol y sobretodo en el
cloroplasto.*?

Las fitoguelatinas han sido descritas en diversos grupos de algas, incluyendo
clorofitas, xantofitas, diatomeas, feofitas y rodofitas,>* pero no hay informacién
detallada acerca de la funcion que estos péptidos desempefian o si estan
involucrados en el transporte de cadmio hacia el interior de organelos
celulares.

El incremento en la sintesis de fitoquelatinas est4 asociado con una mayor
resistencia al estrés oxidativo. En el alga verde Dunaliella tertiolecta, el
incremento en las PCs inducido por el Zn* resulta en una mayor resistencia a
ROS producidas por H,O, y Paraquat.”® Dicha proteccién es el resultado de
una reaccion mas fuerte entre el H,O, y la PC3 que aquella con GSH o
ascorbato.

Chlorella vulgaris y algunas plantas acumulan prolina cuando han sido
expuestas a metales, ya que este aminoacido es capaz de reaccionar de
manera directa con los radicales libres disminuyendo asi el dafio por estrés

oxidativo.**

Incremento en la sintesis de glutation y fitoquelatinas

Cuando se piensa en organismos destinados con fines de biorremediacion o en

aquellos que sean capaces de incrementar el contenido de metales esenciales
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en los cultivos agricolas, se busca que tengan si no todas, algunas de las

siguientes caracteristicas:

=

Rapidez para la captacion del metal

2. Un mecanismo eficiente para la inactivacion o secuestro del metal

3. Almacenamiento adecuado del metal

4. Gran produccion de biomasa

5. En el caso de las plantas, un adecuado sistema de transporte del metal

de las raices a los tallos.

La clonacion de los genes involucrados en la via de asimilacion de azufre, la
sintesis de GSH-PCs y el transporte intracelular de los complejos metalicos, ha
contribuido a que diversos grupos de trabajo mejoren la capacidad de las
células para resistirracumular cantidades de metales mediante la
sobreexpresion de algunas de las enzimas involucradas en dichos procesos.

A pesar de que muchos grupos han obtenido resultados prometedores en
cuanto al incremento de la biosintesis de GSH y resistencia a metales®, otros
no han tenido éxito. Ello probablemente se deba a que muchos de estos
experimentos de sobreexpresion se basan en el incremento de una sola
enzima, la supuesta “enzima limitante” sin considerar factores como la
disponibilidad del sustrato, la posible inhibicibn por producto de la enzima
sobreexpresada, o la acumulacién de intermediarios téxicos para la célula.*®
Es evidente que la sobreexpresion simultanea de varias enzimas es
técnicamente muy dificil, por lo que un adecuado analisis de control de la

sintesis de Cys, GSH y PCs en condiciones de estrés y normales puede guiar
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en la identificacion de un conjunto de enzimas que necesitarian ser moduladas
para lograr el incremento de los flujos o la propia concentracion de

metabolitos®’.
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APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DE LOS

MICROORGANISMOS COMO BIORREMEDIADORES
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Utilizacion de bacterias provenientes de suelos serpentinos

para la biorremediacion de metales pesados.

Los suelos serpentinos o ultraméficos se producen por el desgaste de rocas
igneas ultramaficas que se caracterizan por tener altos niveles de Ni, Cr y Co,
asi como bajos niveles de calcio y magnesio. Existen plantas endémicas de
estos suelos que son capaces de acumular concentraciones muy elevadas de
Ni, Zn y Co, las cuales son conocidas como “hiperacumuladores”, ejemplos de
ellas son Thlaspi caerulescens y Alyssum murale'’. Cuando estas plantas
alcanzan la madurez, se cosecha la biomasa enriquecida con metales y una
fraccibon de la contaminacion en el suelo habra sido removida.
Desafortunadamente todos los hiperacumuladores hasta ahora identificados
son pequefos y de crecimiento lento. Mas aun, la alta concentracién que
pueden alcanzar los metales resulta ser toxica para la mayoria de las plantas,
limitando asi su crecimiento y dafiando su metabolismo. Estas caracteristicas
tienen un efecto negativo en el potencial de fitoextraccion de metales de las
plantas y restringen por tanto el uso de esta tecnologia. Cabe mencionar que
existen interacciones entre los metales, microorganismos de la rizésfera y las
plantas que son de interés debido al potencial biotecnoldgico que poseen estos
microorganismos de remover el metal directamente de suelos contaminados o
la posibilidad de que exista una transferencia de lo acumulado hacia las plantas
superiores. La rizosfera provee un microambiente dinAmico y complejo donde
los microorganismos, en conjunto con las raices, forman comunidades Unicas
gue poseen un potencial importante para la detoxificacion de materiales

nocivos. Las bacterias de la rizoésfera juegan un papel importante en el
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crecimiento de las plantas en los suelos serpentinos por medio de mecanismos
como fijacion del nitrégeno atmosférico, solubilizacion de fosfatos o produccién
de reguladores del crecimiento (hormonas), participan en la solubilizacién de
minerales que contienen metales pesados haciéndolos mas asimilables.
También poseen mecanismos de tolerancia frente a exposiciones a metales
pesados tales como exclusibn activa, biosorcion, precipitacion o
bioacumulacion en espacios extra e intracelulares. Estos procesos pueden
influenciar la solubilidad y la biodisponibilidad del metal en la planta,
modificando asf los efectos t6xicos de éste. Zaidi et al. (2006)®° y Jiang et al.
(2008)®2 reportaron haber obtenido concentraciones mas altas de metales
pesados en plantas gracias a la inoculacion previa con bacterias provenientes
de la rizésfera. La inoculacion de plantas con aislados serpentinos puede
contribuir reduciendo los efectos fitotoxicos del metal ya que los
microorganismos comparten la cantidad de metal con las plantas gracias a su
habilidad de biosorcion y bioacumulacion. Las bacterias poseen superficies que
interactuan fuertemente con iones metalicos en solucion, pueden adsorber una
mayor cantidad de metales pesados que cualquiera de los componentes
inorganicos del suelo como montmorillonita, caolinita o vermiculita, ya que la
célula (de aproximadamente 1.0-1.5 um®) posee una relacién area/volumen
muy grande, lo que le permite una gran capacidad de adsorcion e
inmovilizacion de los iones toxicos. Ademas es capaz de acumular una mayor
cantidad de metal gracias a procesos que pueden o no ser dependientes del
metabolismo, tanto pasivo como activo.?

Los microorganismos que son aislados de ambientes naturales que se

encuentran contaminados con metales pesados exhiben tolerancia a multiples
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contaminantes puesto que se han adaptado a éstos. La seleccion apropiada de
aislados resistentes a metales que provengan de suelos contaminados puede
llegar a utilizarse como una estrategia de biorremediacion. Actualmente, las
areas serpentinas son consideradas como un interesante modelo para la
evolucion de los microorganismos resistentes a metales y que son promotores
del crecimiento de plantas. Este modelo resulta totalmente diferente de aquél
que se ha evaluado para suelos artificialmente contaminados.?

Por lo tanto, el aislamiento de bacterias benéficas y adaptadas al estrés figura
como una potencial herramienta biotecnoldgica para posteriormente inocular
plantas y asi poder restaurar exitosamente ecosistemas contaminados con

metales pesados.

Caracterizacion de las bacterias de suelos serpentinos

La contaminacidén por metales pesados no solo afecta aspectos relativos a las
plantas, también provoca cambios en el tamafio, composicion y actividad de la
comunidad microbiana’. El estrés abidtico causado por los metales afecta el
crecimiento, morfologia y metabolismo de los microorganismos que habitan el
suelo.

La diversidad microbiana en los suelos serpentinos depende de caracteristicas
como temperatura, humedad, cantidad total de metales y la disponibilidad del
carbono orgénico.

La flora bacteriana asociada a las plantas hiperacumuladoras tales como

Sebertia acuminata, Thlaspi goesingense, A. bertolonii y A. murale ha sido
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8,9,10,11

aislada y caracterizada de diferentes suelos serpentinos y se presentan

en la siguiente tabla:
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Tabla 3. Plantas hiperacumuladoras y sus bacterias asociadas en suelos

serpentinos®*

Lugar de
aislamiento |Origen Método |Organismo/cepa Referencia
Islas
Andaman, Dilucion y|Bacillus sp. y Pseudomonas|Pal et al.
India Sedimento placa sp. (2004)
Rizosfera de
Rinorea
bengalensis y
Dichapetalum
gelonioides Pal,
Chidyatapu, |ssp. Dilucion y|Pseudomonas sp., Bacillus|Wauters vy
India andamanicum | placa sp. y Cupriavidus sp. Paul (2007)
Rajkumar vy
Braganca, Dilucion y|Bacillus sp. y Pseudomonas | Freitas
Portugal Sedimento placa sp. (2008a)
Acidovorax avenae,
Arthrobacter
ramosus, Pseudomonas
riboflavina,
Rhizobium etli, R. galegae, R.
gallicum,
R. mongolense,
Sphingomonas
asaccharolytica,
S. macrogoltabidus, S.
alaskensis, Variovorax Abou-
paradoxus, Bacillus flexus, B. | Shanab
niacini, et al.
Mesorhizobium loti, (2003a);
M. oxydans, Nocardioides Abou-
simplex, Paenibacillus Shanab,
Sedimento y amylolyticus, Paenibacillus van Berkum,
Cave Rizésfera de lautus, Sinorhizobium y
Junction, Alyssum Dilucion y | fredii y Stenotrophomonas Angle
Oregon murale placa minatitlanensis (2007)
Rizosfera de
Toscana, Alyssum Dilucion y|Pseudomonas sp. y Mengoni et
Italia bertolonii placa Streptomyces sp. al. (2001)
Rizosfera 'y
tejidos de | Técnicas |Acidobacterium,
tallo de |de cultivo | Betaproteobacteria,
Redlschlag, |Thlaspi indepen- | Verrucomicrobia, Idris et al.
Austria goesingense |diente Alphaproteobacteria (2004)
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El uso de algas pararemover los iones de metales pesados de

aguas residuales.

Las algas poseen muchas caracteristicas que las hacen posibles candidatas en
el terreno de la biorremediacion de suelos y aguas contaminadas. A pesar de
esto, se han hecho pocos esfuerzos para utilizar su biomasa con el fin de
remover iones metalicos de soluciones acuosas.” Se conocen miles de
especies de algas y soélo algunas han sido investigadas por su capacidad de
sorcion de metales y su potencial uso en el tratamiento de aguas residuales.
Los experimentos de biosorcion de metales se han realizado con algas verdes
de agua dulce como Chlorella spp., Cladophora spp., Scenedesmus spp. y
Chlamydomonas reinhardtii entre otras; algas cafés como Sargassum natans,
Fucus vesiculosus, Ascophyllum nodosum, Laminaria japonica, etc., y en algas
verde azules como Microcystis aeruginosa y Oscillatoria spp.**

La capacidad de sorcidon de las algas a determinado metal varia ampliamente
de especie a especie e incluso entre cepas de una misma especie, aunque esto
puede ser causa de condiciones experimentales variables en diferentes
estudios.”® Chojnacka et al.** han sugerido que cuando las células crecen bajo
diferentes condiciones, se presentaran variaciones en la composicion de sus
paredes celulares y por lo tanto exhibirdn diferentes caracteristicas de
biosorcion.

Algunas algas muestran gran afinidad por un ion metalico en particular,
mientras que otras no muestran dicha especificidad y son capaces de unir

diversos iones metalicos. En general, los iones metalicos mas electronegativos
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y con el menor radio i6nico son los que biosorben preferencialmente las
algas.”®

Las algas cafés como Ascophyllum spp. y Sargassum spp., pueden biosorber
una mayor cantidad de determinado metal que otras algas gracias a su alto
contenido de alginato (polisacarido), el cual es capaz de quelar una mayor
cantidad de metales libres.

Lee et al.®

evaluaron la capacidad de adsorcion de Cr(VI) de 48 especies de
algas rojas, cafés y verdes marinas y hallaron que existe una extraordinaria
selectividad de biosorcion de Cr(VI) en el alga Pachymeniopsis sp. (rodofita).

También se encontro que esta alga es pobre al biosorber otros iones metalicos

del agua.

La capacidad de remocion de metales que poseen las algas es comparable y

muchas veces mayor que la de otros sorbentes inorganicos como se muestra

en la siguiente tabla:
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Tabla 4. Avances recientes en la eficiencia de remocion de metales pesados

por algas y otros materiales. Modificado de Mehta et al.*®

Concentracion % de eficiencia
Sorbente del inicial del metal|de remocion del
metal Metal |(mg/L) metal
Ascophyllum
nodosum Cd 500 98
Chlorella vulgaris Cu 10 72
Chlorella vulgaris | Cd 500 84
Chlorella vulgaris Ni 2.5 69
Fucus vesiculosus |Cd 500 98
Pachymeniopsis sp. | Cr 200 57
Sargassum sp. Zn 98 99
Scenedesmus
abundans Cu 10 99
Tetraselmis suecica | Cd 45 60
Alginato Ni 10 20
Alginato Cu 10 40
Quitina Cd 500 31
Pulpa seca de
manzana Cd 500 62
Polvo seco de
madera Cd 500 37
Aspergillus terreus | Cd 10 70
Cladosporium
cladosporiodes Cd 10 63
Saccharomyces
cerevisiae Cd 500 36

La eficiencia de remocion de metales de las resinas e intercambiadores ionicos
mas comunmente usados es muy baja: de 10 mg/L de la concentracion del
metal en solucién.” Sin embargo, las algas son capaces de remover casi en su
totalidad los iones metalicos de soluciones que tienen baja concentracion de
los mismos.

Axtell, Sternberg y Claussen®’ reportaron haber obtenido la remocién del 97%

de Pb de una solucion que inicialmente tenia 39.4 mg/L del metal, mediante el
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uso de la macroalga Macrospora sp. Muchas veces se da el caso de que las
algas superan a otros biosorbentes en su capacidad de remover metales de
soluciones acuosas. Esta caracteristica nos permite pensar que la biomasa de
las algas podria ser utilizada en forma de “biotrampa” para la remocion de
metales provenientes de efluentes industriales.

Existe un producto comercial, “AlgaSORB®”, que esté constituido por la pared
celular de algas encapsulada en un gel y tiene alta afinidad por Hg, Pb, Cd, Cr,
Cu, Ni, Zn, Ag, Au, etc.®® Uno de los principales atributos de AlgaSORB® es
que la presencia de altas concentraciones de iones comunes (Ca**, Na*, CI,
0%) no interfiere con la sorcién de los iones metélicos a diferencia de las
resinas sintéticas, las cuales son ineficientes en la remocion de metales cuando
las aguas residuales tienen una alta concentracion de sélidos totales disueltos

(TDS).%®

La capacidad de biosorcién de metales de las algas puede ser alterada por
diversos factores como la concentracion de metal, biomasa celular, pH,
temperatura, la competencia de iones en el medio y la etapa metabdlica en la

que se encuentren.*

1. La concentracion inicial del metal:
La biosorcion y remocion del metal dependen de la concentracién inicial
de los metales en solucion. La biosorcién generalmente aumenta
cuando existe un incremento en la concentracion del metal en solucion y
posteriormente se satura cuando se sobrepasa determinada

concentracion.®®
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pH:

Muchos estudios han demostrado que la biosorcion de metales se
encuentra en funcién del pH de la solucion. Diversos grupos de trabajo
reportan que la biosorcion parece aumentar cuando aumenta el pH de la
solucion.®®

Zhou et al.*®®

reportaron que el pH 6ptimo para la biosorcién de Cu y Cd
por Laminaria japonica se encuentra en el intervalo de 4-5. Por otro lado,
diversos estudios muestran que puede existir una sorcion selectiva de
determinados metales gracias a que tienen intervalos de pH éptimo de
sorcién que resultan ser muy amplios. Ozer et al.'® demostraron que la
biosorcion 6ptima de Pb y Cr(VI) por Cladophora crispata, ocurre a pH
de 5y 1, respectivamente. La diferencia en los valores de pH 6ptimos
para la remocion de estos metales se encuentra en funcion de la
naturaleza de la interaccidon quimica que sostienen con la célula. A pH
de 5, las proteinas membranales de las células tienen una carga neta
negativa en su superficie que favorece la unién de Pb(ll) a sus
ligandos.*® Cuando el pH se encuentra por debajo del punto isoeléctrico
de las proteinas de superficie, las células tienen una carga neta positiva
que inhibe la unién de los iones de Pb(ll) que estan positivamente
cargados. Ocurre lo contrario en el caso del Cr(VI), el cual es aniénico
por naturaleza y no va a unirse cuando el pH es alto, ya que de esta
manera la superficie de las algas poseen carga neta negativa y existe
repulsion. ElI Cr(VI) y otros aniones tienden a unirse a la superficie

celular a pHs bajos cuando la superficie de la célula se encuentra
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positivamente cargada.®® En general, los pHs &cidos de 3-5 son los més

favorables para la biosorcién de los iones metéalicos.”®

Concentracion de biomasa

La cantidad de metal que puede ser recuperada de una solucién es
afectada por la concentracién de biomasa. Roy et al.!®* demostraron que
un incremento en la biomasa de células disecadas y pulverizadas de
Chlorella sp. disminuia la cantidad de Cd unida por unidad de masa
celular. También reportaron una disminucién del 91% de unién a Cd
cuando se incremento 12 veces la concentracion de la biomasa de C.
minutissima.

Mehta et al.®® probaron el efecto de la concentracién de biomasa en la
biosorcion de Cu y Ni (a diferentes concentraciones) por C. vulgaris. Sus
resultados muestran que la biosorcion (metal biosorbido por unidad de
biomasa) de Cu y Ni result6 maxima a la concentracion mas baja de
biomasa probada. Existen algunas posibles explicaciones a esta
relacion entre el aumento en la concentracion de biomasa y biosorcion
del metal como disponibilidad limitada del i6n metalico, un aumento en
las interacciones electrostaticas e interferencia en los sitios de unién.%?

ltoh et al.l®®

sugirieron que las interacciones electrostaticas entre
células podrian jugar un papel primordial en la biosorcién de metales, ya
gue una mayor cantidad de iones metalicos puede ser adsorbida cuando
la distancia entre células se torna mayor.

Mientras que un aumento en la concentracion de biomasa tiene un

efecto negativo sobre la capacidad de biosorcion (cantidad de metal
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4.

biosorbido por unidad de biomasa), la cantidad total de metal removido
(% de la concentracion inicial) por un biosorbente es mayor a mayores

concentraciones de biomasa.*®

Temperatura
Se han obtenido resultados contrastantes en cuanto al efecto de la

temperatura sobre la biosorcién de metales. Aksu et al.'**

registraron
haber obtenido aumento en la biosorcién de Ni** por el alga verde
Chlorella vulgaris cuando se aumentd la temperatura de 15° C (48.1
mg/g) a 45° C (60.2 mg/g). El aumento en la biosorcion de metales
debido a un incremento en la temperatura parece indicar que este
proceso es endotérmico en las algas.®® Contrario a esto, muchos
estudios indican que el proceso es exotérmico. Tal es el caso de la
biosorcion de Cd** por Sargassum sp., la cual disminuyé al aumentar la
temperatura ambiente.**®

El incremento en la biosorcion de los iones metélicos con el aumento de
la temperatura ha sido adjudicado a la ruptura de enlaces que promueve

la existencia de un mayor numero de sitios activos capaces de unirse al

metal.*®

La presencia de aniones y cationes en el medio

La presencia de otros cationes, incluidos otros iones metalicos, también
afecta significativamente la biosorcién de metales por las algas.*®

La reduccion de la captacion de metales pesados cuando se tiene la

presencia de metales ligeros (Na, Li, Mg, Be) se atribuye principalmente

51



a la competencia que existe por los sitios celulares de unién, por
precipitacion o formacién de complejos con carbonatos, bicarbonatos o

hidroxidos de calcio.*®®

La naturaleza de las impurezas difiere
dependiendo del tipo de efluente a ser tratado. Las altas
concentraciones de sales como NaCl en solucién también disminuyen la
velocidad de biosorcién de las algas.’® Corder y Reeves'®’ demostraron
gue el Na disminuye la acumulacién de Ni, Co y Cs en algunas algas y
cianobacterias. Yun et al.'°® reportaron la supresién de biosorcién de
Cr(Vl) y Va por la presencia de Na y Cl en el medio. Las altas
concentraciones de cationes monovalentes como Na* y K* incrementan
la fuerza idnica del agua residual. Dicho incremento es muchas veces el
responsable de la disminuciéon de la capacidad de biosorcién de metal
de la biomasa.'® El efecto inhibitorio del Na es més pronunciado cuando

se encuentra frente a metales cuya union no es tan fuerte como es el

caso del Zn o el Ni.®®

Otros factores
La cantidad de nutrientes, velocidad de crecimiento e iluminacién son
otros factores que influyen de manera importante en la biosorcion de

[ 110

metales pesados por las algas vivas. Hall et a reportaron haber

obtenido una mayor acumulacién de Cu en Chlorella sp. cuando el PO,*
del medio era limitado. El crecimiento de las algas aumenta cuando se

aumenta la intensidad de la luz. La biosorcién de metales también es

modificada por la fase de crecimiento en la que se encuentre el cultivo.*®
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Mehta et al.*® observaron que la adsorcién de Ni en la superficie de C.
vulgaris era mayor en los cultivos que se encontraban en la fase
estacionaria que en aquellos cultivos que se encontraban en fase
exponencial. Una explicacion posible a este fendbmeno es que existe una
mejor exposicidén de los sitios de unidén al metal o la creacion de sitios

adicionales en la superficie celular durante esta fase.”®

Cuando se busca biorremediar aguas contaminadas utilizando algas pero
aprovechando otras de sus caracteristicas y no sélo la absorcién y/o adsorcién
(biosorcion) se busca que el metal sea acumulado en el interior de la célula.
Euglena gracilis es un modelo celular adecuado para el estudio de los
mecanismos de resistencia y acumulacibn de metales pesados en algas
verdes. Este microorganismo pertenece al plancton de agua dulce y puede ser
cultivado en el laboratorio bajo condiciones estrictamente controladas.'’ Este
protista unicelular flagelado y de vida libre posee la versatilidad genética y
metabodlica para crecer en medios con altas concentraciones de metales
pesados, en particular de Cd?*, Hg®*, Zn**, Pb* y Cr® " hajo diferentes
regimenes de ciclos de luz/oscuridad y en rangos de pH de 3-7.%

En condiciones heterotréficas, Euglena sp. es capaz de utilizar diversas fuentes
de carbono como glucosa, lactato, acetato, glutamato, malato y etanol.*? Estas
caracteristicas hacen que Euglena sp. sea un excelente modelo para estudiar
los cambios en los mecanismos de resistencia a metales pesados como el Cd?**
bajo condiciones fototréficas y heterotréficas. Una de las principales
consecuencias de esta diversidad metabdlica es que cuando se crece a las

células en condiciones fototréficas, el Cd** es acumulado principalmente en el
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cloroplasto (> 60%), mientras que en células crecidas en la oscuridad se
encuentra principalmente en la mitocondria (60-80%).*

Durante los procesos de purificaciéon de agua es comun observar el crecimiento
espontaneo de especies de Euglena. En sondeos de cuerpos de agua que
reciben efluentes acidos provenientes de las minas, se han identificado de 24 a
76 especies diferentes de algas verdes y protistas; siendo Euglena mutabilis la
especie mas abundante y mayormente distribuida.’'* En otros sondeos se ha
identificado que la Unica especie fotosintética detectada es E. gracilis. La
especie Euglena mutabilis es habitante natural de efluentes &cidos mineros que
poseen un pH de 2.5-4.5, dicha caracteristica es invaluable si se busca
utilizarla con fines de biorremediacion, ya que muchos de los efluentes
contaminados son acidicos.™*®

Existen estudios que reportan altas concentraciones de Hg?* acumulado en el
alga verde Chlorella sp. *® La acumulacién de mercurio en las células es
posible gracias a que las bicapas lipidicas que conforman las membranas

celulares son altamente permeables al HgCl,*".

Los efectos téxicos que el
mercurio tiene sobre Euglena sp. y otras microalgas son principalmente el
aumento de la permeabilidad de la membrana plasmatica, inhibicién de la
fotosintesis, estimulacion de la respiracion y pérdida del flagelo.**®

Rodriguez-Zavala et al.*’

reportan que la cantidad total de mercurio atrapada
intracelularmente en E. gracilis después de incubaciones de 12-24 h (59-65
nmol) disminuye al noveno dia de cultivo (35 nmol), mientras que la densidad
celular incrementa alrededor de 13 veces. Esta observacion sugiere que el

Hg?* internalizado permanece fuertemente unido pero se diluye por efectos de

division celular y no ocurre acumulacién posterior después de las 12 h de
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incubacion. Por lo tanto, la resistencia de E. gracilis al mercurio parece estar
asociada a una disminucién en la acumulacion de este ion.

Ya se ha mencionado previamente que la acumulacion de metales pesados en
algunos organismos induce la sintesis de fitoquelatinas (PCs). El Hg®" es un
inductor pobre de la sintesis de las mismas, por lo que en este caso no
ayudarian a la célula a aminorar los efectos producidos por la exposicion al
metal. En cambio, parece posible que la unién del Hg®* a la pared celular y al
GSH sean mecanismos protectores alternativos.*’

En bacterias, la resistencia a Hg?* se encuentra asociada a la reduccion

enzimatica del mismo a mercurio volatil (Hg®)**°

, operacion que se lleva a cabo
en minutos; mientras que la formacion de mercurio volatil en algas requiere de
varios dias.**®

Si se expone a E. gracilis fototrofica a Cd?* se induce un incremento en los
niveles celulares de tioles solubles en &cidos, tales como Cys, GSH y PCs."’
En Euglena sp. se ha observado un incremento significativo de Cys y GSH
después de 3 dias de exposicién a Cd?*, siendo 12 veces mayor que en células
que no han sido expuestas.’?® El incremento en la concentracién de Cys junto
con el incremento en la expresion de las enzimas de la SAP (via de asimilacién
de azufre): ATP sulfurilasa y adenililsulfato reductasa, también ha sido
observado tras la exposicién de Brassica juncea’?! a Cd?*. Esto indica que el
flujo de la via es estimulado por la presencia de Cd** %’

La resistencia a Cd®** en plantas superiores y algas se ha relacionado con la
induccion de la sintesis de PCs, las cuales se unen al metal en el citosol y lo

transportan a la vacuola.’®* La compartamentalizacién de metales pesados

también ha sido descrita en algas verdes. Scenedesmus sp. acumula
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preferencialmente al cobre en el nicleo y la vacuola.*?® Porphyra sp. y Fucus
sp. acumulan Cd?* en el niicleo; mientras que Chlamydomonas sp. lo hace en
el cloroplasto.***

En resumen, las PCs son almacenadas en las vacuolas de plantas y en los
cloroplastos de algas después de una exposicion a Cd** '**. Se ha reportado
gue las PCs también son almacenadas en las mitocondrias en el caso de E.
gracilis heterotréfica’®. No se sabe aln si este mecanismo alternativo de
almacenamiento es exclusivo de células no vacuolares o si las PCs pueden
estar presentes también en la mitocondria y cloroplastos de algas y plantas.*’
La compartamentalizacién de Cd?* en las vacuolas y otros organelos ha sido

propuesta como un mecanismo de proteccion contra los efectos dafiinos de los

metales.’
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El potencial de las especies de Penicillium en el campo de la

biorremediacion.

El hombre ha utilizado a los hongos con diversos fines durante miles de afios.
Es bien sabido que éstos son capaces de degradar o causar deterioro a gran
variedad de materiales y compuestos, procesos conocidos como
micodegradacion (como la degradacion de polietileno) y micodeterioracion,
respectivamente.’®

Los hongos han desarrollado propiedades potenciales de biorremediacion
Unicas que son resultado de su adaptacion al ambiente.

Los hongos del género Penicillium poseen potencial de biorremediacion para
metales pesados y otros xenobidticos por lo que existen muchas razones por
las cuales se debe considerar a estos organismos como candidatos a futuro
para la biorremediacién de suelos contaminados.’® Las diversas especies de
este género pueden colonizar diversos tipos de ambientes. Son comunes en el
suelo, alimentos, bebidas y en el mismo aire.”

Los hongos son de crecimiento lento y por lo general requieren de sustratos
para llevar a cabo cometabolismo.’® Por estas razones puede sugerirse que en
general, los hongos son menos eficientes que las bacterias en la degradacion
de xenobidticos. Por otro lado, los hongos son mas versatiles en cuanto a la
variedad de sustratos que pueden utilizar, ademas de que la morfologia y sus
caracteristicas de crecimiento son responsables de su rapida colonizacién.®

La capacidad que posee la mayoria de los hongos para producir enzimas

extracelulares que permiten la asimilacion de carbohidratos complejos sin
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hidrélisis previa hace posible la degradacion de una gran variedad de
contaminantes.’”® También tienen la ventaja de ser facilmente cultivables en
fermentadores, por lo que resultan completamente adecuados si se piensa en
producciones a gran escala. Otra ventaja es que su estructura filamentosa
permite la facil separacién de la biomasa flngica por medio de filtracién.”® En
comparacion con las levaduras, los hongos filamentosos son menos sensibles
a variaciones en nutrientes, aireacion, pH, temperatura, etc. Ademas de que
diversas cepas de Penicillium han demostrado ser capaces de sobrevivir en
ambientes salinos, lo cual representa una ventaja sobre otros microorganismos
en el campo de la biorremediacion.”®

El proceso de biosorcién y bioacumulacion de metales por hongos no es un
descubrimiento nuevo. Se sabe que estos organismos son capaces de
detoxificar metales por medio de mecanismos como intercambio idnico,
formaciobn de complejos, adsorcién, cristalizacion, biotransformacion,
precipitacién intra y extracelular y transporte activo.?® En otras palabras, la

acumulacion de metales por hongos puede dividirse en tres categorias:

a) Biosorcion de los iones metélicos en la superficie del hongo
b) Acumulacion intracelular de los iones metalicos

c) Biotransformacion.

La biosorcién se ha definido como la capacidad que ciertas biomoléculas
(polimeros o biomasa) tienen de unirse a determinados iones o moléculas de
soluciones acuosas.®® La biosorcion puede utilizar biomasa viva o muerta. En

el caso del uso de biomasa muerta, la biomasa fungica no requiere de la
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actividad metabdlica necesaria para la acumulacion intracelular, lo que implica
gue este proceso no depende del crecimiento, energia ni necesidades de
transporte. El problema de la toxicidad de los metales no afecta a este tipo de
biomasa, lo cual representa una ventaja enorme de este tipo de biosorcién.’
En el caso del uso de biomasa viva, se requiere de transporte activo con el fin
de lograr la bioacumulacién del metal y la biosorcion se basa principalmente en
la afinidad entre el biosorbente y el metal.?! La sorcién y acumulacién del metal
depende de diversos factores como el pH, temperatura, materia organica y la
presencia de otros iones en solucién, los cuales podrian encontrarse en
constante competencia.®?

Cuando los hongos se encuentran bajo estrés desarrollan mecanismos que les
permiten tolerar las condiciones adversas. Logran la adaptacion mediante
alteraciones temporales en sus patrones de crecimiento o mediante
modificaciones en sus caracteristicas fisioldgicas; todo esto dependiendo de la
toxicidad del metal, lo cual se ve influenciado a su vez por la concentracion y
la sal en la que se encuentre éste.?*

Recientemente se aislaron cuatro cepas halotolerantes de Penicillium sp. de
manglares y salinas, las cuales mostraron resistencia a Pb(ll) a
concentraciones de 7.5 mM, sin disminuciébn en el crecimiento hasta
concentraciones de 5 mM y minimos cambios en los patrones de crecimiento y
morfologia comparados con aquellos producidos por el Cu(ll) y el Cd(11).2* Tres
de las cepas mostraron resistencia a concentraciones de al menos 2 mM de
Cu(ll). Las respuestas frente al estrés por cadmio fueron diferentes
dependiendo de la cepa y sal evaluada. Los cultivos crecidos en presencia de

metales mostraron marcadas variaciones en la apariencia de la colonia,
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morfologia, esporulacion y produccion de pigmento comparados con los
controles; dichos cambios fueron mas pronunciados conforme se aumentaba la
concentracion del metal.®*

Las paredes celulares de los hongos pueden actuar como intercambiadores
cationicos gracias a la carga negativa que se origina por la presencia de
diferentes grupos funcionales como carboxilo, fosfato, amino o sulfhidrilo en los
diferentes componentes de la pared (hemicelulosas, pectina, lignina, etc.).®
Las paredes celulares de los hongos son ricas en polisacaridos y glicoproteinas
como glucanos, quitina y mananos (figura 3). Estos polimeros proveen
abundantes fuentes de ligandos para metales pesados.’® Las paredes celulares
de los hongos presentan una arquitectura multilaminada donde hasta el 90%
de la masa seca consiste en polisacaridos.®® En general, la pared celular

fungica puede ser considerada como un sistema de dos fases constituido por

un esqueleto de quitina embebido en una matriz amorfa de polisacéridos.®°
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Figura 3. Representacion esquematica de las capas celulares externas de los

hongos. Modificado de Leit ao et al.”
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Se ha reportado que el micelio de Penicillium digitatum es capaz de acumular
uranio a partir de soluciones acuosas de cloruro de uranilo. La quitina, la
celulosa y sus derivados provenientes de la pared celular interfieren en el
proceso de captacion de iones metalicos. Dichos polimeros son activos en la
P4 87

remocion del U(VI).

El hongo Penicillium janthinellum F-13 puede tolerar la toxicidad del aluminio,
pero el secuestro interno o externo parece no estar involucrado en su

tolerancia a las altas concentraciones de éste.?® En Penicillium simplicissimum
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se ha observado que la adsorcién de Zn(ll) estad asociada con la produccion de
acido citrico.®

Recientemente Fan T. et al.%®

reportaron el potencial de Penicillium
simplicissimum para remover Cd(ll), Zn(ll) y Pb(ll) de soluciones acuosas. Se
observd que el pH inicial influyd significativamente en la captacion de estos
metales y también que las capacidades de sorcion de los iones metalicos
aumentan cuando aumenta la temperatura. Cuando se tienen mezclas
metalicas binarias o ternarias disminuye la capacidad de biosorcion de la
biomasa para cada metal.®

La captaciéon y union selectiva a Ni(ll), Zn(ll), Cd(Il) y Pb(ll) por el micelio de P.
digitatum ha demostrado ser altamente sensible al pH e inhibida a pHs
menores a 3, mientras que la captacién de Cu(ll) es virtualmente insensible a
modificaciones en el pH.” El efecto en la captacién del metal por micelios
matados con calor (la masa micelial fue precalentada a 100° C durante 5
minutos) fue comparable o superior a las preparaciones viables, exceptuando
al Pb(I)*°. Otros activadores incluyen &lcalis y pretratamiento con DMSO
(dimetilsulféxido).

La inmovilizacion de Penicillium italicum en la resina Sephabeads SP 70 ha
demostrado ser un método de biosorcion util para la determinacion de Cd(ll),
Co(ll), Cu(ll), Fe(ll), Pb(ll), Mn(l1) y Ni(11).** Esta matriz puede ser reutilizada
por lo menos 100 veces sin perder sus propiedades de adsorcién. Se describid
qgue el proceso de biosorcion fue rapido, sencillo, seguro y barato para la
preconcentracién y separacion de metales traza en soluciones acuosas.” La

tabla 5 muestra ejemplos del nivel de reduccién en la concentracion de metales

pesados que se puede alcanzar mediante procesos de biosorcion.
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La capacidad de Penicillium purpurogenum de unir grandes cantidades de
Cr(VI) fue reportada por Say et al. 2 La capacidad de adsorcion de Cr(VI)
aumenta conforme aumenta el tiempo durante las primeras cuatro horas y
posteriormente permanece constante. La adsorcion de Cr(VI) depende del pH 'y
la capacidad mejora cuando aumenta el pH. La biomasa fangica puede ser
reutilizada seis veces con una disminucion de sus propiedades de biosorcion

que resulta ser practicamente despreciable.?
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Tabla 5. Capacidades de adsorcion de metales pesados por diversas especies

de Penicillium. Modificado de Leit ao et al.”

La tabla muestra diferentes especies de Penicillium y la capacidad que tiene
cada una de remover determinado metal del suelo. N/A : no determinado

Capacidad de

adsorcion Concentracion Biomasa
Biosorbente lon (mg/g) pH (mg/L) (g/L)
P. simplicissimum Cd(n 52.5 5 200 1
P. chrysogenum Cddn 215 6 N/A 7.7
P. digitatum Zn(ll) 9.7 5.5 25 7
P. simplicissimum Zn(l) 65.6 5 250 1
P. simplicissimum Pb(l1) 76.9 5 250 1
P. cyclopium Cu(ll) |50 4.5 150 1
P. purpurogenum Cr(vVl) |36.5 6 20 750
P. chrysogenum u(vI) 70 4,5 N/A N/A
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La fitorremediacion de arsénico

La bioacumulaciéon de arsénico involucra principalmente la biosorcion de éste
por la biomasa microbiana y sus productos secundarios (como algunos
compuestos poliméricos secretados) y la captacion por microorganismos
mediante procesos metabdlicamente activos o pasivos. La captacion de As(V)
por organismos vivos ocurre gracias al transportador de fosfatos, lo cual se
debe a que el AsO,* acta como analogo del fosfato (PO,*) en la via
glucolitica; mientras que el As(lll) en agua predomina como la especie As(OH);
y este compuesto se comporta como equivalente inorganico del glicerol no
ionizado y puede ser transportado a través de las membranas celulares por
medio de las gliceroporinas.®® Los microorganismos (bacterias, hongos y
algas) y las plantas son capaces de acumular altas concentraciones de
arsénico aun cuando los sustratos contengan una baja concentracion,® prueba
de ello es que especies marinas como Polychaeta (anélidos) y bacterias del
tipo Marinomonas communis son capaces de acumular casi en su totalidad la
cantidad de arsénico a la que son expuestas en el medio.”! La acumulacion de
arsénico en plantas es un mecanismo de remocion de éste del suelo y aguas
poco profundas.®® El primer hiperacumulador de arsénico reportado en la
literatura es el helecho Pteris vittata encontrado en Florida el cual es capaz de
bioacumular cantidades de arsénico de hasta 15, 861 ppm,>?; este helecho es
hasta ahora el organismo mas eficiente que se conoce en la extraccion del
metaloide del suelo, por lo cual posee grandes atributos que pueden

aprovecharse en la biorremediacion de suelos contaminados con arsénico.

65



Figura 4. Helecho hallado en terrenos baldios contaminados con arsenato de

cobre cromado (CCA) en Florida central:>?

2
1>

Ma. Lena et a estudiaron la acumulaciéon de arsénico en 14 especies de
plantas encontradas en un terreno baldio contaminado con el pesticida CCA
(arsenato de cobre cromado) en Florida Central y encontraron que solamente el
helecho fue capaz de acumular grandes cantidades de arsénico (de 3,280-
4,980 ppm). Adicionalmente se hicieron experimentos donde tomaron muestras
tanto de la planta como del suelo provenientes del sitio contaminado (18.8-
1,603 ppm) y se compararon con un suelo control no contaminado (0.47-7.56
ppm) donde encontraron que el helecho extrajo el arsénico del suelo hacia las
hojas. Las plantas que habian crecido en el suelo contaminado contenian
1,442-7,526 ppm de arsénico, mientras que aquellas crecidas en el suelo
control contenfan apenas de 11.8-64 ppm.>? Estos valores reportados son
mucho mas altos que los tipicos de plantas que crecen en suelos normales, los

cuales contienen menos de 3.6 ppm de arsénico.*?>*
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Ademas de ser capaz de tolerar suelos que contienen hasta 1,500 ppm de
arsénico, el helecho puede acumular en sus hojas grandes cantidades de éste

en periodos muy cortos de tiempo.>?

Tabla 6. Concentraciones de arsénico en el helecho Pteris vittata®

Tratamiento Arsénico en el suelo | Arsénico Arsénico
(Ppm) en la | en la
planta planta
(ppm) (ppm)

2 semanas | 6 semanas

Control 6 755 438
Suelo contaminado con | 400 3,525 6,805
As*

Bajo nivel As** 50 5,131 3,215
Medio nivel As** 500 7,849 21,290
Alto nivel As** 1,500 15,861 22,630

Helechos (no disponibles comercialmente) recolectados de diversos lugares no
contaminados los cuales fueron crecidos durante 6 semanas en recipientes de
2.5 litros con 1.5 kg de suelo (una planta por recipiente con cuatro réplicas).

*El suelo contaminado con arsénico proviene del sitio donde se descubri6 el
helecho hiperacumulador.

**Suelo artificialmente contaminado con tres niveles de arsenato de potasio
soluble en agua.

La concentracion de arsénico en hojas del helecho crecido en suelo
contaminado artificialmente con 1,500 ppm se incrementé de 29.4 a 15, 861
ppm en dos semanas. En el mismo periodo, los helechos que crecieron con tan

s6lo 6 ppm de arsénico, acumularon 755 ppm en sus hojas, lo que representa

un incremento de 126 veces.*?
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Transcurridas 20 semanas se traté a la planta usando una soluciéon 1:1 de
metanol:agua con el fin de estudiar al arsénico mediante HPLC acoplada a
espectrometria de masas. Se encontr0 que casi todo el arsénico estaba
presente como formas inorganicas relativamente toxicas y con pocas especies
organicas. La concentracion de As(lll) fue mayor en las hojas (47-80%) que en
las raices (8.3%), lo cual nos indica que el As(V) fue convertido a As(lll)
durante la translocacion de las raices a las hojas.*?

Ademas de remover arsénico de suelos con diferentes concentraciones (tabla
3), el helecho también es capaz de remover diferentes especies de arsénico y

acumular hasta el 93% en las hojas.*?

Figura 5. Concentraciones de arsénico en el helecho Pteris vittata después de
18 semanas de crecimiento en suelo previamente adicionado con 50 ppm de
las respectivas especies. Se observa que el metaloide es acumulado
preferentemente en las hojas. Tomado de Ma L. et al.
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El helecho Pteris vittata es mesofitico y ampliamente cultivado en diversas
areas con clima calido. Es una planta verséatil y robusta que prefiere ambientes
soleados (inusual en un helecho) y alcalinos (donde el arsénico se encuentra
mas disponible). Posee una biomasa considerable, es de crecimiento rapido,
de facil propagacion y tiene la capacidad de vivir durante varios afios.>*

Estas caracteristicas, aunadas a la de hiperacumulaciébn hacen que Pteris
vittata posea un potencial biorremediador invaluable de suelos contaminados

con arsénico.

Captacion, transporte y detoxificacion de arsénico en Pteris vittata

El arsenato [As(V)] y arsenito [As(lIl)] son las formas m&s comunes de arsénico
en el ambiente. Estas formas son interconvertibles entre si dependiendo del
estado redox del medio, siendo el arsenato la forma predominante del arsénico
en los suelos aerébicos.>

Los mecanismos de transporte del arsenato y arsenito son diferentes. El
arsenato ingresa a la célula por medio de transportadores de fosfatos gracias a

la similitud estructural entre el arsénico y el fosfato®®>°

y una vez dentro es
reducido a arsenito por la accién de una arsenato reductasa®’; mientras que el
arsenito ingresa mediante gliceroporinas y finalmente es compartimentalizado
en la vacuola.®® Las células de las raices llevan a cabo el primer paso en la

captacion y se ha comprobado que la especie que directamente toman del

medio es el As(V), el cual constituye del 60-70% del arsénico total en las
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raices®®%°

mientras que el As(lll) es la especie predominante en el follaje donde
ocupa del 70-90% del arsénico total en plantas.
Existe controversia acerca de la ubicacion exacta donde se lleva a cabo la

IGO

conversion de arsenato a arsenito. Kertulis et al” reportaron que la reduccion

ocurre principalmente en las hojas de P. vittata. Sin embargo, existe evidencia

que contrarresta dicha hipétesis, como la encontrada por Duan et al.®*

qguienes
sugieren que la reduccién ocurre primordialmente en las raices del helecho, ya
que solo ahi se ha detectado actividad de la arsenato reductasa dependiente
de glutation. Existen otros estudios realizados en las raices de la planta donde
se afadi6 BSO ( L-butionina sulfoximina) con el fin de inhibir la sintesis de
glutation y se observé que también se inhibia la actividad de la arsenato
reductasa.®

Actualmente no se tienen claros los mecanismos de transporte de larga
distancia del arsenito, pero existen tres posibilidades las cuales explicarian la
translocacion efectiva de las raices hacia las hojas. La primera se refiere a la
carga efectiva del arsenito al xilema (este paso resulta ser clave para la
fitorremediacion de arsénico por P. vittata), el segundo factor que pudiera estar
afectando la translocacion es el hecho de que el As(lll) casi no forma complejos

con compuestos tiolados,®

los cuales representan un papel vital en la
supervivencia de plantas no acumuladoras y, por ultimo, la falta de
mecanismos efectivos de expulsion de arsenito de las células hacia el

ambiente.®®

Hasta ahora no se han logrado dilucidar los mecanismos por los cuales el

arsenito es secuestrado a la vacuola de las células que constituyen las hojas
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asi como tampoco el mecanismo mediante el cual las células de P. vittata
detoxifican el arsénico.®® Lo que se sabe gracias a trabajos previos es que la
detoxificacion metabdlica por medio de metilacion y biotransformacion de
arsénico en compuestos organo-arsénicos, no constituyen mecanismos
importantes de proteccién contra la toxicidad del metaloide.®** Como ya se
menciond anteriormente, la sintesis de compuestos tiolados tampoco juega un
papel relevante en la detoxificacion de As ni en la tolerancia que P. vittata
muestra frente a éste.®

Se requieren diversos estudios y nuevos enfoques a futuro que permitan
conocer y entender los mecanismos de detoxificacion y secuestro vacuolar que
le permiten al helecho afrontar e hiperacumular arsénico con el fin de mejorar la
fitorremediacion de nuestro ambiente. Una de las propuestas que se estan
desarrollando por diversos grupos de investigacion es la de incrementar la

capacidad antioxidante de la planta.

Incremento de la capacidad antioxidante de la planta.

Cao et al. %

reportaron que los antioxidantes enzimaticos asi como los no
enzimaticos son importantes en la detoxificacion e hiperacumulacion de
arsénico en P. vittata.®® Los antioxidantes enziméticos son los mas importantes
cuando las plantas son expuestas a bajas concentraciones de As, mientras que
los no enziméticos resultan ser criticos cuando existen exposiciones a altas
concentraciones. Srivastava et al.®® demostraron que la actividad de las

enzimas antioxidantes en P. vittata tratada con arsénico se encuentra

relacionada con la hiperacumulacion de éste y significa que la planta presenta

71



signos de toxicidad. El selenio (Se) aminora el estrés oxidativo e incrementa la
acumulacion de As en Pteris vittata debido a que actia como antioxidante y
activa mecanismos de proteccion de la planta (induce un mecanismo que
protege a la maquinaria fotosintética de dafios alterando sutilmente la
susceptibilidad de las membranas celulares).®® En general, la accién
antioxidante del Se esta asociada con el aumento de la actividad de la glutation
peroxidasa (GSH-Px)®’. La superéxido dismutasa (SOD) juega un papel
importante en la acumulacion y detoxificacion de As en plantas acumuladoras
(P. vittata y P. multifida) y no acumuladoras (P. ensiformis y P. semipinnata).
Por esta razon, las modificaciones genéticas o de otro tipo que alteren el
estado redox de las plantas podrian considerarse como opciones que permitan

el incremento de la acumulacion de As.

El uso de la simbiosis planta-microorganismo como ayuda para remover

As del suelo

Existe mucha informacion acerca del papel que los microorganismos
rizosféricos tienen en la degradacion de contaminantes organicos y biocontrol
de patdgenos acarreados por el suelo.®®*’ Recientemente se encontré que la
simbiosis P.vittata-microorganismo que se lleva a cabo naturalmente en la
rizésfera de la planta, puede incrementar significativamente la eficiencia de la
fitorremediacion de As.”"

Cuando las raices de Pteris vittata fueron inoculadas con Glomus mosseae y

Gigaspora margarita (hongos formadores de micorrizas arbusculares [AM]), la

biomasa y capacidad de la planta de remover As fueron significativamente
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mayores que en helechos que no habian sido inoculados previamente.”""

Estudios posteriores demostraron que los efectos de diversos hongos sobre el
crecimiento plantar y la distribucion de As en los helechos es diferente.” Por lo
tanto, una alternativa de biorremediacion de los ambientes contaminados
podria ser la adecuada combinacion de P. vittata-hongo AM. Actualmente las
especies de hongos mas comunmente identificados en la rizosfera de Pteris
vittata son Glomus microaggregatum, Glomus mosseae, Glomus brohultii y

Glomus geosporum.”
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La presencia de metales pesados en el ambiente suele ejercer un efecto
inhibitorio sobre los microorganismos, pero por otro lado, posibilita la seleccion
de variantes resistentes al efecto toxico del ion y esto nos permite considerar a
dichos microorganismos y sus mecanismos de resistencia como posibles
alternativas a las tecnologias de remocion de metales.

A continuacién se desarrollard un breve analisis acerca de los microorganismos
anteriormente presentados y se evaluard las ventajas y desventajas que
presentan unos frente a otros como posibles biorremediadores de ecosistemas

contaminados con metales pesados.

Bacterias

En las bacterias, los mecanismos predominantes de resistencia a metales
pesados son aquellos relacionados con la expulsion activa de los metales del
citosol a través de ATPasas Yy sistemas de eflujo de iones. Metales como el
Cr(VI) son expulsados de las células mediante sistemas de expulsion de los
iones los cuales se encuentran codificados en plasmidos.?

Por lo general, los determinantes genéticos que confieren resistencia a los
iones inorganicos se localizan en plasmidos y no en el cromosoma de las
bacterias. Estos plasmidos son elementos genéticos extracromosémicos que
se han encontrado en especies bacterianas; estas moléculas de DNA
constituyen un complemento del patrimonio genético que poseen las bacterias
en su cromosoma. Las funciones codificadas por los plasmidos son

dispensables, pero por lo comun representan propiedades ventajosas para la
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sobrevivencia de bacterias en situaciones de emergencia y por ello se
consideran elementos importantes en la evolucién de las células bacterianas.
La desventaja de este mecanismo es que sOlo le confiere resistencia a los
metales a las bacterias, pero no puede considerarse como un prospecto para
biorremediacion ya que soélo le proporciona resistencia a la célula y regresa el
metal toxico al medio.

Otro de los mecanismos empleados por las bacterias para resistir la exposicion
a iones metdlicos y que si puede considerarse como un posible
biorremediador, es el uso de sus propias enzimas codificadas por DNA
cromosomal, como es el caso de las reductasas. Estas enzimas son capaces
de reducir metales como el Cr(VI) convirtiéndolo en una forma menos téxica
para las células en general.™

Algunas bacterias (Pseudomonas aeruginosa) también producen sustancias
poliméricas extracelulares (polisacéaridos, glicoproteinas, etc.) que adsorben
metales a su superficie y los remueven de esta manera de aguas
contaminadas.® Este mecanismo también se considera como posible
biorremediador.

El caso de las bacterias que viven en la rizosfera de las plantas es un
importantisimo ejemplo del potencial que poseen estos microorganismos para
eliminar contaminantes del suelo, ya que ademas de utilizar sus propios
mecanismos de resistencia (exclusién activa, biosorcién, bioacumulacién en
espacios extra e intracelulares) para poder sobrevivir al estrés, permite que las
plantas sean capaces de acumular mayores cantidades de metales gracias al
mecanismo de transferencia previamente mencionado, lo que trae consigo la

disminucién de efectos fitotoxicos.®
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Ademés de todas estas caracteristicas, no debemos olvidar que las bacterias
son microorganismos que se duplican en tiempos usualmente muy breves, no
requieren de grandes cantidades ni de sustratos complejos, son de facil manejo
y pueden utilizarse vivas y/o muertas con el fin de remover iones metalicos del
medio ambiente, lo que las convierte en excelentes candidatos para

biorremediar ambientes contaminados.

Algas

A diferencia de las plantas y los hongos, las algas son microorganismos que
requieren de nutrimentos simples y pueden ser facilmente cultivables bajo
estrictas condiciones de laboratorio.'” Son organismos de crecimiento rapido y
se ha demostrado que algunas especies de algas verdes son capaces de
acumular concentraciones elevadas de diversos metales. Todas estas
caracteristicas las hacen ser uno de los mejores candidatos para la
biorremediacion de ambientes contaminados, superando asi a muchas de las

desventajas de plantas y hongos.

Las algas son organismos de remocion de metales muy importantes, ya que al
vivir en el agua son capaces de tomar el metal directamente de ella y removerlo
de esta manera.!” Esta caracteristica las hace ser de los organismos mas
importantes en el terreno de la biorremediacién, ya que uno de los principales

objetivos de esta naciente tecnologia es remover los contaminantes del agua
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con el objeto de que no lleguen a ser consumidos por ningun ser vivo (ademas
del organismo biorremediador). Muchas algas verdes (Euglena sp.) también
cuentan con los mecanismos de inactivacion (formacion de complejos con
compuestos tiolados) y compartamentalizacion; de los cuales ya se explico su
relevancia biolégica al describir que de esta manera se neutraliza la toxicidad
del metal y se permite el desarrollo y reproducciéon del organismo.

Otra ventaja importantisima de las algas verdes del género Euglena es que son
capaces de desarrollarse en aguas residuales con pHs acidos (2.5-4.5),'" 3
hecho que préacticamente las hace el Unico organismo posible capaz de
biorremediar las aguas residuales producidas por la industria minera y

curtidoras de cuero; que son las principales generadoras de efluentes acidos

contaminados con metales.

A diferencia de lo que ocurre en los hongos, la capacidad de biosorcion de
metales de las algas puede ser alterada por diversos factores como la

concentracion de metal, biomasa celular, pH, temperatura, etc.

Todos los organismos presentados poseen diversas ventajas y desventajas a
la hora de ser considerados como posibles herramientas en el terreno de la
biorremediacion. La adecuada seleccion de éstos depende de las
caracteristicas del sitio contaminado que se desee recuperar, asi como de las

caracteristicas inherentes de resistencia y tolerancia que cada uno posee.
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Hongos

Los hongos son comunes en el suelo, alimentos, bebidas y en el mismo aire.
Estas caracteristicas los hacen excelentes candidatos para fines de
biorremediacion pues indican que son facilmente adaptables a diversos tipos
de ambientes, ademas de que resultan ser menos sensibles que otros

organismos a condiciones ambientales adversas.’®

Los hongos son de crecimiento lento y requieren de diversos sustratos para su
desarrollo éptimo. Por estas razones puede concluirse que en general, los

hongos son menos eficientes que las bacterias en la remocién de metales.

Una de las ventajas que poseen los hongos frente a otros organismos es que
resultan ser mas versatiles en cuanto a la variedad de sustratos que pueden
utilizar, ademas de que la morfologia y sus caracteristicas de crecimiento son
responsables de su rapida colonizacion. Otra ventaja importante que presentan
los hongos frente a organismos como las bacterias y plantas es que su
estructura filamentosa permite la facil separacion de la biomasa fungica por

medio de filtracion.”®

En cuanto a condiciones de adaptacion, algunos hongos del género Penicillium
han demostrado ser capaces de sobrevivir en ambientes salinos’®, lo cual
representa una ventaja sobre otros microorganismos en el campo de la

biorremediacion.
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Plantas

Se han utilizado plantas para remover metales pesados de los suelos. Cuando
estas plantas alcanzan la madurez, se cosecha la biomasa enriquecida con
metales y una fraccién de la contaminacion en el suelo habra sido removida.
Este es uno de los aspectos favorables del uso de plantas frente a otros
organismos biorremediadores, ya que existen especies de plantas que pueden

localizar al metal en las hojas facilitando asi su cosecha y remocion.

Los principales mecanismos por los que las plantas logran resistir exposiciones
a metales son la disminucién del transporte y la acumulacion interna del i6n
toxico en vacuolas.!’ La compartamentalizacién del metal es considerada como
uno de los principales mecanismos con posibles aplicaciones
biorremediadoras, ya que retira al idon del suelo y permite que la planta siga
llevando a cabo sus funciones. No se sabe aun si el metal es inactivado con
compuestos tiolados antes de ingresar a la vacuola o si esto ocurre una vez
que ha entrado'’; aunque podria ocurrir cualquiera de las dos opciones segin
varios investigadores. Este mecanismo de resistencia y remocion del metal es
uno de los mas importantes debido a que ademas de ser retirado del suelo, el
metal es inactivado primero por medio de la formacion de complejos con
grupos tioles, lo que asegura que su toxicidad ha sido neutralizada.

Las plantas hiperacumuladoras tienen la capacidad de acumular
concentraciones extremadamente altas de metales pesados, pero logran esto a
costa de crecer mas lento que las plantas normales que no se encuentran

expuestas a ellos, lo que trae consigo la produccion de menor cantidad de
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biomasa.>? Este es un aspecto negativo del uso de estos organismos con fines
de biorremediacién ya que una de las caracteristicas necesarias para dicho fin
es que se obtenga la mayor cantidad de biomasa posible para retirar una

mayor concentracion de metales del ambiente.

Hasta la fecha la mayoria de las especies hiperacumuladoras de metales esta
restringida a unas cuantas zonas geogréaficas. Por ejemplo, plantas
hiperacumuladoras de Ni se encuentran en Nueva Caledonia, Filipinas, plantas
acumuladoras de Ni y Zn se encuentran en Asia; y aquellas acumuladoras de
Co y Cr estan en Africa Central. Estos hechos dificultan mucho el uso de las
plantas como alternativas a los métodos tradicionales de remocién de
contaminantes ya que no sera posible o al menos facil su desarrollo 6ptimo en
diversas regiones que no son las nativas. Estas caracteristicas restringen por

tanto el uso de esta tecnologia.
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CONCLUSIONES
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La biorremediacion es una tecnologia que esta creciendo rapidamente.
Consiste en el uso de organismos Vvivos 0 muertos que son capaces de
remover compuestos toxicos (incluyendo los metales pesados) de
lugares contaminados y tiene diversas ventajas sobre los métodos

tradicionales.

Actualmente, los metales pesados son removidos de los cuerpos de

agua por medio de cromatografia de intercambio iénico, el cual es un
método caro e ineficiente para remover concentraciones micromolares
de metales. Como consecuencia de esto, es necesario desarrollar
nuevas alternativas para el tratamiento de ecosistemas contaminados

con metales pesados.

El uso de las distintas capacidades naturales de adaptacion de los
microorganismos que viven en ambientes contaminados y que remueven
el metal del suelo o lo biotransforman en una forma menos téxica es una

posible estrategia de eliminacion de téxicos de los ecosistemas.

Es necesario que se sigan llevando a cabo estudios en este campo con
el fin de que dia con dia se vuelva mas tangible el uso de las
capacidades innatas de resistencia de los organismos como posible
ayuda en la busqueda de la eliminacion de contaminantes que resultan
extremadamente nocivos para los seres vivos; en especial el hombre. Si

bien se trata de una propuesta interesante y sustentable, no deja de ser

83



una tecnologia naciente que requiere de perfeccionamiento y diversas

condiciones para su aplicacion.

Lo que no debe perderse de vista es que el principal objetivo de utilizar a
la biorremediacion frente a tecnologias artificiales es aprovechar las ya
existentes capacidades de un organismo para lidiar con el contaminante,
sin la necesidad de grandes inversiones en el disefio ni materiales de
alto costo, que a su vez traen consigo “contaminacion secundaria” en los
procesos de elaboracion, de equipos o dispositivos creados por el

hombre para realizar tal fin.

Otro de los aspectos ideales que la biorremediacion posee es que
posibilita recuperar el area contaminada en el mismo sitio donde se
encuentra, lo que permite que su aplicacion sea practicamente en
cualquier ecosistema contaminado y minimiza costos al no haber
necesidad de transporte ni almacenamiento antes del tratamiento como,

por ejemplo, en el caso de las aguas contaminadas .

La biorremediacion debe considerarse como una alternativa de remocién
de metales viable y costeable, particularmente para paises en vias de

desarrollo.

Una vez comprendidos los mecanismos de resistencia de los

organismos Y la forma como contribuyen a que un organismo remueva el

metal del ecosistema contaminado, podemos concluir que la eleccion del

84



més adecuado depende de caracteristicas como: su habitat (si vive en el
agua o en el suelo), la capacidad de hiperacumular el metal y la eficiente
produccion de biomasa que asegure la constante remocion de trazas de

metales.
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