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Resumen.

La busqueda de nuevos métodos de sintesis de quantum dots que permitan generar
nanoparticulas con nuevas o mejores propiedades o métodos de sintesis mas eficientes a
los utilizados actualmente, representa un desafio en materia de investigacion. En los
ultimos anos, la sintesis de este tipo de nanoparticulas a través del uso de microorganismos
ha tomado gran fuerza, lo que se debe principalmente a su alta escalabilidad, a sus bajos
costos de producciéon y a la obtencién de nanoparticulas con novedosas propiedades. Uno
de los modelos mas estudiados, es la sintesis de quantum dots de CdS utilizando Escherichia
coli. No obstante, poco se sabe respecto a los procesos metabdlicos implicados en la
generacién de estos nanocristales. Uno de los aspectos claves en estudio, es el rol del
metabolismo del azufre en la generacién de compuestos sulfurados como componentes de
las nanoparticulas, siendo la cisteina y el NazS las fuentes de S mas estudiadas. Basados en
esto, el uso de fuentes de azufre alternativas abre la puerta a procesos metabdlicos
distintos, lo que supone la generacién de compuestos sulfurados diferentes o una
generacién mas eficiente de los mismos compuestos generados a partir de cisteina o NazS
durante la sintesis de quantum dots. Finalmente, en los ultimos afos, se ha relacionado el
uso de taurina, una fuente no convencional de S, con la respuesta al estrés por cadmio en
cultivos de E. coli (Helbig y cols. 2008).

En este contexto, la presente Tesis se centro en el estudio del papel del metabolismo de la
taurina en la tolerancia de E. coli a Cd?* y en la biosintesis de nanoparticulas fluorescentes
de CdS. Para ello, se evalué la capacidad de E. coli de sintetizar quantum dots al ser
expuesta a una sal de cadmio y utilizando taurina como unica fuente de S. Bajo estas
condiciones, se analizé la respuesta de la bacteria ante el metal mediante curvas de
crecimiento y distribucion de flujos metabdlicos. Se identificé la generaciéon de compuestos
sulfurados (Hz2S y distintos COSVs) y finalmente se purific6 y caracterizé las nanoparticulas.
Los resultados permitieron concluir que E. coli es capaz de sintetizar nanoparticulas
fluorescentes, las que en tamafio y caracteristicas espectroscépicas se relacionan con
quantum dots de CdS. La sintesis aparentemente, al utilizar taurina, no depende de H2S,
otorgandole un rol no descrito en literatura a los COSVs, especificamente al MeSH, durante

la sintesis de quantum dots de CdS y en la respuesta de E. coli a cadmio.



Abstract.

The search for novel or more efficientes methods for quantum dots synthesis allowing the
generation of nanoparticles with new or better properties, represent a great challange in
nanotechnology research. In the last years, the synthesis of quantum dots by
microorganisms has generated big expectations, mainly due of the high scalability, low
production costs and the generation of nanoparticles with novel properties.

The biosynthesis of CdS quantum dots using Escherichia coli is one of the most studied
models. Nevertheless, little is known about the metabolic process implicated in
nanocrystals generation. A relevant aspect which is currently under study, is the role of S
metabolism in the generation of sulfured compounds as key components of nanoparticles
structure, being cysteine and NazS the most studied S sources. Based on this, the use of
non-conventional S sources leads to unknown metabolic processes, which implicates the
generation of different sulfured compounds or more efficient process for the generation of
the same quantum dots production using cysteine or NazS. Helbig et al. 2008 related a non-
conventional S source such as taurine with the response of E. coli to cadmium stress.

In this context, the present thesis focuses on the role of taurine metabolism in the tolerance
of E. coli to Cd?* and the role of taurine metabolism in the biosynthesis of fluorescent CdS
nanoparticles. In order to achive this, the synthesis of quantum dots by E. coli cultures
exposed to a cadmium salt and using taurine as the main sulfur source was evaluated.
Under the same conditions, the bacterial reponse to the metal measured through growth
curves and metabolic flux distributions was analyzed. Finally, the identification of sulfur
compounds (H2S and different COSVs) and the purification with the respective
characterization of produced nanoparticles was carried out. The results obtained allow to
conclude that E. coli is able to synthesize fluorescent nanoparticles, related in size and
spectroscopic characteristic to CdS quantum dots. Apparently, the synthesis using taurine,
does not depends on H2S generation by a non-described role of COSVs, specifically MeSH, in

the synthesis of CdS quantum dots and also in the E. coli response to cadmium.



Introduccion.

La nanotecnologia es un area de las ciencias que estudia los fenémenos fisicos,
quimicos y bioldgicos asociados con la escala nanométrica, una billonésima de metro (10-°
m = 1 nm) [1]. A esta escala, la materia adquiere una serie de propiedades de valioso
interés para el desarrollo de nuevo conocimiento cientifico, asi como para la industria
tecnoldgica. La generacién de nanoparticulas (NPs), entre ellas los Quantum Dots (QDs), es
una de las aplicaciones mas recientes. En los ultimos afios, se han desarrollado diferentes
métodos de sintesis de NPs mediante procesos quimicos, biomiméticos y en algunos casos,
utilizando organismos vivos. Cada uno de estos métodos permite un control diferente de
las propiedades Opticas, quimicas y biolégicas de las particulas [2,3]. Especificamente, la
biosintesis resalta como una opcién eco-amigable, de bajo costo de produccién y alta
biocompatibilidad, por lo que el uso de microorganismos y el entendimiento de los
mecanismos celulares asociados al control del proceso de biosintesis de QDs han cobrado

importancia en los ultimos afos [3,4].
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Figura 1. Escala de comparacion de tamaios. Las NPs se ubican entre los 1 y los 100 nm,
independiente de su naturaleza organica como micelas, liposomas, dendrimeros y polimeros o
sean estas de naturaleza inorganica como nano-capsulas de oro o quantum dots. Imagen
modificada de wichlab.com/research, Dr. Peter R. Wich, 2014.



Nanoparticulas.

Se denomina nanoparticula a cualquier estructura material que posea al menos una
dimension en la escala nanométrica [1,2]. En general, el tamafio de una NP se encuentra en
el rango de 1 a 100 nm, por lo que a nivel dimensional hablamos de estructuras miles de
veces mas pequeilas que una célula, comparables con proteinas, el ADN o un virus (Figura
1) [1,5]. Producto de su reducido tamafio, las NPs presentan propiedades fisicas Unicas de
valioso interés [1]. El cadmio sulfuro (CdS) por ejemplo, cambia su primera energia de
transicion desde 2,5 eV en su estado sélido como cristal a 4,5 eV como NP [2]. Esto es tipico
de NPs de naturaleza metdlica como el CdS, pudiendo presentar cambios en otras
propiedades fisicas y quimicas (caracteristicas Opticas, magnéticas o cataliticas, entre

otras).

Las propiedades de una NP metdlica pueden ser modificadas dependiendo de su
estructura y composicion. Si la NP estd compuesta por dos metales, pueden subdividirse en
tres tipos de estructuras generales: (i) aleaciones, con repeticiones de los metales a lo largo
del cristal en forma azarosa, (ii) nucleo-cobertura, donde el metal del centro difiere del
metal alojado en la periferia o (iii) hemisferios-gemelos, donde dos hemisferios metalicos
distintos se encuentran unidos [1]. No obstante, nuevos antecedentes han demostrado la
formacion de estructuras mas complejas donde la NP presenta fendmenos de
recubrimiento o “capping” por moléculas de naturaleza organica, cambiando su solubilidad

y/o toxicidad (Figura 2) [1,6].



Aleacion Nucleo-cobertura Hemisferios-gemelos Cluster bi-metalico con “Manto”

Figura 2. Imagen representativa de estructuras de NPs metalicas. a, NPs de estructura de tipo aleacion,
donde ambos metales se distribuyen en una red cristalina en forma azarosa. b, estructura de tipo nicleo y
cobertura, un metal se dispone en el centro del arreglo cristalino mientras el segundo lo recubre. c,
estructura tipo hemisferios gemelos, existe una disposicién simétrica respecto a los hemisferios en la NP
conformados solo por cada uno de los metales. d, cluster bi-metalico con manto, cualquiera de las tres
estructuras antes mencionadas (a, b ,¢) constituyen un cluster bi-metalico el que puede ser recubierto por un
agente de “capping” de naturaleza organica formando una superficie o0 manto sobre la NP, lo que permite
modificar sus propiedades fisicas, entre ellas solubilidad, fluorescencia, toxicidad, entre otros. Este tipo de
estructura es tipica para NPs semiconductoras fluorescentes o QDs. Imagen modificada de Horikoshi y
Serpone (2013) y de Mello Donega y cols. (2011).

Quantum Dots.

Un QDs es una NP, un nanocristal semiconductor fluorescente entre 2 a 20 nm [2,7].
Los QDs pueden cosechar fotones en un amplio rango de longitudes de onda (1) y emitir
fluorescencia a A especificas. A medida que el tamafio de la NP aumenta se produce un
corrimiento en la A de emision hacia el rojo, lo que implica que QDs de menor tamafio
emiten luz verde y los de mayor tamafo luz roja [6,7].

En un material semiconductor se encuentra una serie de niveles energéticos
totalmente ocupados por electrones en estados de minima energia, lo que se denomina
banda de valencia. Estos electrones al ser excitados saltan a un nivel energético mayor,
dejando un hueco en la banda de valencia y pasando a formar parte de una serie de niveles
energéticos desocupados o banda de conduccion. Este estado es altamente inestable por lo
que el nivel energético del electron decae, liberando energia hasta alcanzar el hueco
desocupado en la capa de valencia. Ahora bien, cuando existe un confinamiento de estos

materiales a la escala nanométrica, la distancia entre la banda de valencia y la banda de



conduccion es minima, producto de la limitacién espacial de los electrones, lo que favorece
el decaimiento energético haciendo mas eficiente el proceso y permitiendo sintonizar, de
acuerdo a la distancia entre ambas bandas, el color o A de emisién de la energia disipada
[1,6]. Como se observa en la Figura 3, a medida que un QD va creciendo en tamaiio, la
distancia entre sus bandas de conduccién y de valencia disminuye y al excitar dicha NP
mayor es la A de emisién durante el decaimiento energético, lo que explica el cambio en el
color de emision de la NP [6].

Al igual que en otras NPs, la estructura y composiciéon de un QD es fundamental para
entender sus propiedades. En la literatura se describen distintos tipos de arreglos, pero
generalmente se reconocen dos partes: el nucleo y el manto (Figura 2). El nucleo puede
estar constituido por dos metales o metaloides cominmente pertenecientes a los grupos
[II-V y II-VI A, que constituyen el “cluster” bi-metalico. Entre los elementos mas comunes
que componen el nucleo se encuentran CdS, PbS, CdSe, CdTe, InP y AsGa, entre otros [2,7].

Por otro lado, el manto esta constituido por agentes estabilizantes que recubren el nucleo,
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Figura 3. Efecto del confinamiento cuantico sobre un material semiconductor. Un electron de la banda
de valencia (BV) salta desde su estado de minima energia hasta un estado energético inestable en la banda
de conduccion (BC) producto de una estimulacion externa. Como el estado energético es inestable retorna
hasta su estado basal liberando la energia sobrante, que en el caso de los QDs es disipada en forma de
emision de fluorescencia. Entre mas pequefio el QD, mayor es la brecha energética (Eg) entre la BV y la
BC, por lo que mayor sera la energia a disipar y menor la longitud de onda asociada, obteniéndose colores
cercanos al azul. Si el QD crece, Eg disminuye asi como la energia liberada, aumentando la longitud de
onda de emision y obteniendo colores hacia el rojo. Imagen modificada de de Mello Donega y cols. (2011).



muchas veces funcionando como centros de nucleacién para la formacién de la NP [6,7]. La
superficie de las NPs resulta de sumo interés, pues su composicién puede alterar su
fluorescencia y solubilidad, lo que es un parametro a considerar en los diferentes tipos de
sintesis de NPs y su eventual aplicaciéon en biotecnologia. Entre los agentes de “capping”
mas utilizados destacan el glutation (GSH), cisteina y el 6xido de tri-octil fosfina (TOPO), los

cuales cuentan con un grupo funcional que puede unirse fuertemente al nicleo metalico

12,7].

Tecnologia basada en quantum dots.

Los QDs presentan una serie de aplicaciones, ya sea por su capacidad como
semiconductor en dispositivos opto-electrdnicos, como fluoréforos en diversas técnicas de
imagenologia o como sensores/sonda de cuantificacion para diferentes analitos [8-11].
Como semiconductor destaca su uso en la sensibilizacion de foto-electrodos de celdas
solares [8]. En los ultimos afios, se han publicado una serie de articulos cientificos
demostrando la alta eficiencia energética lograda al utilizar QDs para sensibilizar paneles
solares [8]. Basicamente, los QDs son depositados sobre un material semiconductor y dada
la alta eficiencia para cosechar fotones en un amplio rango de longitudes de ondas en el
espectro de radiacion UV, son excelentes para captar la energia proveniente de la luz del sol
[7,8]. Entre los distintos tipos de QDs utilizados para esta funcion destacan los de CdS [8].

Por otra parte, al ser un material fluorescente se han desarrollado distintas
investigaciones asociadas a biologia como herramientas de imagenologia de fluorescencia.
En este sentido, los QDs exhiben distintas ventajas por sobre fluoréforos organicos: i) su
tamafio variable permite abarcar un amplio rango de emisién de fluorescencia, por lo que
se puede analizar varios parametros en una misma muestra a la vez y ii) presentan una
mejor foto-estabilidad, lo que permite el andlisis repetido de muestras sin un efecto de
foto-degradacion [9,12]. Estas caracteristicas hacen de los QDs una herramienta poderosa
para ser usada en marcas fluorescentes, resaltando el uso de QDs de CdS en transmisién de

energia de resonancia Foster (FRET) o “tracking” molecular. Se ha visto que imagenes de



FRET en células vivas son mas rapidas, brillantes y permiten una mejor cuantificacion de la
molécula marcada [12,13].

Finalmente, el uso de QDs como sondas de cuantificacion esta basado en el
fendmeno de apagamiento de su fluorescencia, lo que permite generar distintos sistemas
de cuantificacion [10,14]. Entre los ejemplos mas recientes, nuestro grupo de investigacion
desarrollé un protocolo de cuantificacién de Cu?+* en distintas matrices (desde agua de mar
a medio de cultivo para bacterias), alcanzando a detectar concentraciones nM del metal. De
similar manera se han desarrollado sistemas indirectos de cuantificacién de glucosa,
antibiéticos, hormonas, etc [14]. De este modo, los QDs y en particular, QDs de CdS
constituyen una de las NPs con mas aplicaciones descritas a la fecha, por lo que el estudio
de los distintos mecanismos de sintesis se ha vuelto de vital interés para los cientificos y la

industria.

Sintesis de quantum dots.

A la fecha se han publicado diferentes tipos de sintesis de QDs, los que se pueden
agrupar en dos principios. En el primero, denominado “Top-down”, en que el material es
sometido a una fuerza y fragmentado hasta una escala nanométrica [1]. El segundo se
conoce como “Bottom-up” y consiste en la generacion de NPs a partir de atomos en estados
gaseosos, liquidos o solidos, los que son sometidos a procesos de modificaciones quimicas o
fisicas. Entre las mas estudiadas, se encuentra la sintesis quimica de fase liquida, cuyo
protocolo basico desarrollado por Murray y cols. (1993), utiliza compuestos organo-
metdalicos como precursores y el uso de agentes estabilizantes como el TOPO [15]. El
problema de este método es que requiere de altas temperaturas (350 2C) y el uso de
alquilos metdlicos altamente toxicos lo que deriva en la generacién de QDs con una baja
bio-compatibilidad [16]. Defus y cols. (2003) estudiaron la citotoxicidad asociada a QDs de
CdSe sintetizados mediante este tipo de metodologias en lineas celulares de hepatocitos y
determinaron que existia un grado de toxicidad relevante que dependia de la cobertura de
la NP [16]. Con el propdsito de disminuir estos inconvenientes, durante los ultimos afios se

ha propuesto el desarrollo de protocolos de sintesis biomiméticas. En términos simples,



estos métodos buscan emular condiciones fisioldgicas de sintesis utilizando moléculas que
desempefien un rol conocido dentro de organismos vivos como por ejemplo agentes
antioxidantes (GSH, cisteina u otros tioles), intentando asi subsanar el efecto nocivo de la
naturaleza metalica de estas NPs. Pérez-Donoso y cols. (2012), desarrollaron un método
basado en GSH (abundante tiol intracelular) como agente capaz de reducir el Te** a Te?, a
pH cercano al fisioldgico, lo que permitié formar QDs de CdTe recubiertos con GSH. De esta
manera se logré eliminar el uso de reductores fuertes como el NaBH4 disminuir
considerablemente la temperatura de sintesis (90 2C), mantener un alto rendimiento de
produccién y una alta biocompatibilidad [17,18].

En los ultimos afios, este tipo de protocolos (biomiméticos) han abierto la puerta a
metodologias basadas en el uso de microorganismos como fabricas de QDs. Dadas las
condiciones fisiologicas de sintesis conseguidas in vitro, la posibilidad de llevar acabo la
sintesis de QDs al interior de una célula se ha vuelto una realidad. Como ventajas de este
tipo de sintesis resaltan su facil escalabilidad, la disminucién en los costos de produccion, la
simplicidad de la técnica y la posibilidad de generar NPs con mayor grado de bio-
compatibilidad [3,4], por lo que sus proyecciones a nivel industrial resultan sumamente
interesantes.

Entre los modelos de biosintesis estudiados a la fecha, la mayoria de los articulos se
refieren al uso de bacterias como fabricas de QDs de CdS. Escherichia coli, Klebsiella
pneumonia, Rhodopseudomonas palustris etc. son algunos de los modelos mas estudiados
[19-22]. En la mayoria de los casos, el cultivo es expuesto a una sal de CdClz en presencia de
una fuente de azufre como cisteina o NazS; no obstante, los modelos presentan diferencias
en el mecanismo y lugar de sintesis. Mia y cols. (2010) propusieron un modelo de sintesis
intracelular de CdS en E. coli, donde la fuente de S2 para la NP era administrada
directamente en forma de NazS [19]. Por otro lado, en R palustris Bai y cols. (2008)
sugirieron una sintesis extracelular de QDs de CdS, donde la fuente de S-2 dependia de la
generacién de HzS a partir de la actividad enzimatica cisteina desulfhidrasa [22]. Por lo que
un punto interesante a considerar a la hora de escoger un modelo de estudio para sintesis
de QDs de CdS en bacterias, es el grado de injerencia sobre los procesos que estan
ocurriendo al interior de la célula y que podrian estar regulando las propiedades de las NP

(tamafio, estructura, composicién, fluorescencia, etc). En éste sentido, E. coli presenta una



serie de ventajas pues es uno de los microorganismo genéticamente mas estudiados, lo que
permitiria entender y manipular los procesos moleculares y metabdlicos que estén
ocurriendo durante la biosintesis.

Sweeney y cols. (2004) demostraron la sintesis de cristales de CdS de estructura
definida tipo “wurdzite”, utilizando un cultivo de E. coli en distintas fases de crecimiento.
Las células fueron colectadas y expuestas al metal en presencia de NazS como fuente de S-2.
Interesantemente, luego de 2 h de incubacién con el metal se logré generar NPs con alto
grado de monodispersién y de un tamafio promedio de 4 nm [23]. Los autores discuten el
amplio grado de control sobre el proceso, en particular la relaciéon de la eficiencia de
sintesis y la fase de crecimiento del cultivo, encontrando en fases de crecimiento
estacionaria un aumento en la sintesis de QDs. Este comportamiento lo asocian a la
acumulaciéon de tioles u otras moléculas que pudiesen ser utilizadas como agentes de
“capping” y que potencialmente pudiesen manipularse en virtud de regular el tipo de QD
que se desee producir. Mi y col. (2010) adoptaron un protocolo similar, basado en CdClz y
NazS, pero en este caso sobre-expresando un péptido de bajo peso molecular, denominado
CDS 7 (N-GDVHHHGRHGAEHADI-C), el que habia sido comunicado por su alto grado de
afinidad a CdS [19]. Este péptido poseia la capacidad de estabilizar sistemas cristalinos
durante la sintesis quimica de QDs, por lo que representaba un candidato ideal para el
control del proceso de nucleacién. Interesantemente, se obtuvieron cristales fluorescentes
de tamafio cercano a 6 nm, de estructura cubica, con un recubrimiento organico
correspondiente al péptido sobre-expresado. Ademas, se determiné la importancia de la
fase de crecimiento en el rendimiento de la reaccion, siendo la fase estacionaria la idénea
para el proceso de formacion de las NPs [19]. Esto resulta controversial pues si se desea
entender los mecanismos celulares como regulacién de vias metabolicas asociados a la
sintesis de QDs lo 6ptimo es estudiarlo durante la fase de crecimiento exponencial, por lo
que nuevos modelos de sintesis que permitan el crecimiento del cultivo en paralelo con la

sintesis de QDs seran sumamente valiosos.

En el caso de la sintesis de QDs de CdS, existen distintas maneras de abordar el
problema. En primer lugar ya que la mayoria de los modelos en E. coli plantean un

mecanismo de sintesis intracelular, la capacidad de la célula de incorporar el metal juega



un papel fundamental. Muchos de los procesos metabodlicos implicados en la tolerancia que
poseen las bacterias estan relacionados con bombas de flujo, regulando asi la entrada y
salida del metal, lo que supondria un nivel de control sobre la cantidad de cadmio
disponible para llevar a cabo la sintesis de NPs. Nuestro grupo ha estudiado el rol de
distintos transportadores de cadmio durante el proceso de biosintesis de QDs de CdS en
E. coli, encontrando una relacién entre el contenido celular del metal y el color de la NP
generada [24]. Otro factor interesante asociado a la tolerancia a metales son las defensas
antioxidantes que poseen las bacterias. Por ejemplo, E. coli posee una serie de moléculas
antioxidantes que regulan el potencial redox al interior de la célula, siendo la principal
molécula el GSH. El GSH ha sido ampliamente descrito como agente reductor y estabilizante
en la sintesis de QDs, por lo que en el 2012, nuestro grupo logré sobre-expresar los genes
de biosintesis de GSH en E. coli y favorecer la sintesis de QDs recubiertos con GSH [25].
Finalmente, uno de los factores mas importantes pero poco estudiados en la sintesis
de QDs de CdS, es la importancia del metabolismo del azufre en la disponibilidad de S-2 para
la formacion de la NP. Como se mencioné anteriormente en E. coli se ha demostrado el uso
de NazS con este proposito, pero las bacterias por si solas generan S2en una serie de
procesos enzimaticos de reduccién del azufre [19, 26]. Asi, segin la fuente de azufre
utilizada variaria la generacion de especies de azufre reducidas (S-2), las que por su alta
afinidad podrian interactuar con el metal y pasar a formar parte de la NP. De esta manera,
el estudio del metabolismo del azufre en la sintesis de QDs de CdS resulta de suma
importancia para entender que intermediario de azufre reducido puede generar la bacteria

durante la biosintesis y cuales de estos desempefiarian un rol preponderante.

Rutas de asimilacion del azufre.

E. coli puede utilizar una serie de moléculas como fuentes de azufre. La mayoria de ellas
derivan en la generacion de Hz2S como fuente de S-2, el que es incorporado posteriormente
como biomasa durante la formacidon de aminoacidos [26]. Este proceso es llevado acabo a
través de la reduccién enzimatica de atomos de azufre desde fuentes oxidadas como sulfato

(S04), sulfito (SO3) y tiosulfato (S203), entre otras. No obstante, también es factible generar
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H2S desde moléculas ya reducidas como cisteina [27,28]. Generalmente, este tipo de
metabolismo ha sido asociado a la falta de fuentes de carbono o a procesos de reciclaje
interno que han desarrollado las bacterias para aprovechar al maximo los nutrientes
disponibles, por lo que la producciéon de H2S es un evento colateral. Una de las vias
canonicas de generacidn de HzS en E. coli es la reduccién del sulfato (SO42) (Figura 4). En
primera instancia, el SO42 entra a la célula a traves de un transportador tipo ABC (“ATP-
binding cassete”), por lo que por cada molécula de sulfato que ingresa a la célula una
molécula de ATP debe ser hidrolizada en ADP y fosfato inorganico (Pi) [26]. Una vez
adentro, el sulfato es sustrato de la enzima ATP sulfurilasa la que genera el intermediario
adenosina fosfosulfato o APS. La generacién de APS implica la hidrélisis de otra molécula
de ATP y la consecuente generacidn de pirofosfato el que es reciclado posteriormente como
Pi [26]. El APS recién formado es fosforilado a partir de otra molécula de ATP, para generar
3'- fosfoadenosina-5'-fosfosulfato o PAPS a través de la enzima APS-kinasa [26]. A
continuacidn, la enzima PAPS reductasa genera sulfito y 3’-fosfoadenosina-5’-fosfato (PAP)
a partir de PAPS [26,29]. Finalmente, PAP es reciclado como AMP en la sintesis de ATP o
ADP, mientras que el sulfito generado a partir de este mecanismo es transformado a HzS en
presencia de NADPH por la enzima sulfito reductasa [26,30].

Por otra parte, la cisteina también es utilizada como fuente de H:S. Para ello, la
bacteria elimina el azufre del esqueleto carbonado, el que es incorporado como piruvato al
ciclo de Krebs [27,28]. Awano y cols. (2003 y 2005) demostraron en E. coli la actividad L-
cisteina desulfhidrasa de diferentes enzimas, todas capaces de generar piruvato, NH3 y H2S
como productos de reaccién [27,28]. Asi, en determinadas circunstancias E. coli posee mas
de una ruta para la generacion de H2S que podria estar implicada en la sintesis de QDs de

CdS.
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Figura 4. Ruta de asimilacién del sulfato en Escherichia coli. Secuencia de reacciones enzimaticas
de reduccion del sulfato, desde S+ hasta S2. PPi, pirofosfato, APS, adenosina fosfo sulfato, PAPS, 3'-
fosfoadenosina-5’-fosfosulfato, PAP, 3'-fosfoadenosina-5'-fosfato. El sulfuro generado es incorporado al
proceso de biosintesis de cisteina, donde finalmente pasara a formar parte de proteinas o tioles de bajo
peso molecular. Imagen modificada de Sekowska y cols. (2000).

Si bien el HzS es la fuente de S-2 mas estudiada a la fecha en E. coli, se ha demostrado
la generacién de otras formas reducidas del azufre que pudiesen desempefiar un rol
interesante en la sintesis de NPs de CdS. Dichos compuestos se denominan compuestos
organo-sulfurados volatiles o COSV y entre ellos se encuentran el metano-tiol o MeSH, el di-
metil sulfuro o DMS y el di-metil di-sulfuro o DMDS (Figura 5) [31]. Essa y cols. (2006),
publicaron la precipitacion de CdS por medio de la liberacion de gases sulfurados de un
cultivo de K. pneumoniae [32]. En dicho trabajo se analiz6 mediante cromatografia de gases
(GC) acoplada a espectrometria de masa (MS) el cabeza espacio o “headspace” de los

cultivos, encontrando DMDS como el potencial agente de precipitacion sulfurado.
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Basicamente, los gases que emanaban del cultivo eran bombeados a una solucién de
cadmio la que luego de 2 h de tratamiento presentd un precipitado amarillo caracteristico
de CdS “bulk”. Dicho precipitado fue analizado mediante dispersion de energia de rayos X
(EDX), lo que permitié6 determinar la presencia de Cd, S y una cubierta de carbono,
demostrando que el metal podria interactuar con el “headspace” bacteriano y formar
macro-cristales de CdS a partir de DMDS [32]. A la fecha, nuestro grupo de investigacién en
colaboracion con el Profesor Thomas. G. Chasteen, del Departamento de Quimica de la Sam
Houston State University ha estudiado la generacion de distintos COSV en cultivos de E. coli

utilizando Luria-Bertani (LB) como medio de cultivo [33].

H—S—H H—8§—CH, H,C—S—CH, H;C-5—8—CH;

H2S MeSH DMS DMDS

Figura 5. Estructuras quimicas de HzS y COSV. De izquierda a derecha, sulfuro de hidrégeno, HzS,
metanotiol, MeSH, di-metil sulfuro, DMS y di-metil di-sulfuro, DMDS.

Tanto la generacion de Hz2S como la de COSV resultan sumamente interesantes para
el control del proceso de biosintesis de QD, por lo que un punto a considerar es qué ocurre
con el metabolismo del azufre en condiciones de estrés por cadmio durante la biosintesis
de NPs. A la fecha, el cadmio no posee funcion biolégica conocida, por esto es un elemento
de gran preocupacién pues es un contaminante medioambiental de alta génotoxicidad,
cuya presencia en el ambiente estd asociada a procesos industriales, entre ellos la
explotacion minera [34]. Helbig y cols. (2008) analizaron la expresion diferencial de genes
en cultivos de E. coli expuestos a cadmio a través de estudios de transcriptomica global y
qRT-PCR. Interesantemente, encontraron un aumento en la expresién de las vias del
metabolismo del azufre, principalmente en la ruta del uso de taurina como fuente de éste,
lo que no habia sido comunicado a la fecha [35].

La taurina es un derivado del aminoacido cisteina, el cual carece del grupo tiol (-SH)

y su grupo carboxilo terminal es reemplazado por un grupo sulfénico (SOs3-), por lo que es
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conciderado un alcano sulfonato (Figura 6). La taurina se encuentra en forma ubicua en el
ambiente pues su sintesis esta asociada a organismos pluricelulares como mamiferos, algas
y crustaceos, los que pueden liberarla al medio externo [36]. Ademas, la taurina es utilizada
como osmolito por diferentes bacterias frente a estrés osmético, presentando mecanismos
de transporte especificos para su incorporacion al interior de la célula [36, 37]. Se han
propuesto diferentes modelos para la asimilacién de taurina en bacterias. En particular,
E. coli puede utilizar taurina como fuente de azufre en condiciones de ausencia de otras
fuentes como cisteina o sulfato, ingresando mediante el transportador TauABC, que
requiere ATP para su funcionamiento [36,38]. Este transportador estd compuesto por 3
proteinas donde TauA corresponde a una proteina de unién a la membrana interna, TauB
corresponde a una ATPasa, y TauC a una permeasa [38]. Ademas, existen otras formas en
que la taurina entra a E. coli, como los transportadores ProU y ProP del sistema de
transporte del aminoacido prolina, los que en condiciones de alta osmolaridad permiten
incorporar taurina [37]. Una vez en el citoplasma, la taurina es sustrato para la enzima
Taurina di-oxigenasa (TauD), la que consume equimolarmente taurina, Oz y o-
cetoglutarato, generando un amino acetaldehido, sulfito, succinato y CO2 como productos
de la reaccién (Figura 7) [36, 39]. Finalmente, el sulfito generado es transformado a HzS e
incorporado a la ruta de sintesis de aminoacidos. Interesantemente, en cultivos de E. coli en
presencia de taurina como fuente de azufre no se ha logrado pesquisar la generacion de
H2S [40]. Sin bien existen pocos estudios al respecto, es posible pensar que los niveles
generados son muy pequeiios o que el H2S es consumido rapidamente. Por lo que se puede
suponer que durante el proceso de biosintesis de QDs de CdS otras especies de azufre

reducido, como los COSV, podrian estar participando del proceso.
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Figura 6. Estructura quimica de la taurina. En la estructura se visualiza la falta del grupo carboxilo

terminal por la sustitucion de un grupo sulfonico o SOs, el que puede ser utilizado por E. coli durante
la asimilacion de azufre desde taurina.

A la fecha no se ha estudiado la generaciéon de COSV a partir de taurina como fuente de
azufre en E. coli, por tanto se desconocen las especies que se pudiesen estar generando y de
existir dicho tipo de metabolismo se desconoce el efecto que el cadmio tendria sobre estas
y otras rutas metabolicas.

Una manera de poder estudiar efectos sobre el metabolismo bacteriano producto de
la exposicion a cadmio, es el analisis de distribucion de flujos metabdlicos. Dicho metodo,
corresponde a un estudio in silico capaz de modelar la velocidad de las reacciones que
ocurren al interior de una célula [41]. En el caso de E. coli, se utiliza un modelo de la red
metabolica de la cepa E. coli MG1655, el que es representado matematicamente mediante
una matriz estequiométrica [41]. Para hacer mas preciso los analisis de modelacién, se
utilizan parametros experimentales, como la tasa de crecimiento, el consumo de glucosa y
la generacion de acetato. En este caso, el modelo debiese representar
estequiometricamente como el cadmio interactiia o reacciona con compuestos de las
distintas vias metabdlicas y por lo tanto seria necesario estimar o predecir una velocidad
de incorporacién del metal para asi acotar la simulaciones [41]. Este tipo de estudios
modelan el aumento o descenso de flujos metabolicos de interés, como por ejemplo,
metabolismos asociados al consumo de fuentes de azufre y respuestas generales a nivel de
metabolismo central en E. coli, pudiendo entender el efecto sobre el metabolismo del azufre

en condiciones de sintesis de QDs de CdS.

Finalmente, el aumento en la expresion del operén tauABCD inducido por cadmio en
cultivos de E. coli implica una respuesta especifica al estrés producido por el metal.

Posiblemente el uso de taurina como fuente de azufre durante el estrés por cadmio resulta
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mas eficiente frente a otras rutas tradicionales. Esto resulta interesante pues cuando Helbig
y cols. (2008) realizaron estudios de la expresion del operdn tauABCD inducido por cadmio
utilizando cepas que no producen GSH, sus resultados mostraron un aumento de 10 veces
en la expresion de los genes relacionados con taurina respecto a la via de asimilacién del
sulfato. Esto sugeriria la preferencia de E. coli por taurina como fuente de azufre frente a un

alto grado de estrés producido por el metal.

Esta respuesta especifica podria verse reflejada en una mejor capacidad del cultivo
de lidiar con el metal y posiblemente en la mejora de parametros de sintesis de QDs de CdS,
producto de un aumento en la generacion de Hz2S o COSV implicados en el proceso. De este
modo, el estudio de taurina como fuente de azufre durante el estrés producido por cadmio
en la sintesis de QDs de CdS en cultivos de E. coli permitiria entender los mecanismos de
tolerancia a iones de metales pesados asociados a fuentes de azufre especificos, asi como la
importancia del metabolismo del azufre en la sintesis de NPs sulfuradas, lo que ha la fecha

no ha sido considerado.

o.-cetoglutarato  Succinato + CO,

0,
. . SO.” . -0
+H3N/\\‘/303 HSN/\\/ 3 HSN/\\/
TauABC TauD ;

Taurina HSOs | anpH

NADP

Sulfito
reductasa

H2S

Figura 7. Ruta de asimilacion de taurina en E coli. El transporte de taurina a traves de Tau ABC, requiere
del gasto de una molécula de ATP; una vez a dentro de la célula, el azufre presente en la molécula es
escindido del esqueleto carbonatado en forma de sulfito (HSQOj37), el que posteriormente sera transformado a
H2S por la sulfito reductasa. Imagen modificada de Cook y cols. (20086).
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Hipotesis

El uso de taurina como fuente de azufre durante el estrés por cadmio favorece la sintesis de

“quantum dots” de CdS en cultivos de Escherichia coli.

Objetivo General

Estudiar el metabolismo de taurina como fuente de azufre durante el estrés por cadmio en

la sintesis de quantum dots de CdS en cultivos de Escherichia coli.
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Objetivos Especificos

1.- Evaluar la biosintesis de “quantum dots” de CdS durante el crecimiento exponencial de

cultivos de E. coli en medio minimo.

2.- Determinar el efecto del cadmio en el metabolismo central de E. coli usando taurina

como Unica fuente de azufre.

2.1.- Evaluar el efecto de taurina como fuente de azufre sobre la tolerancia de E. coli a

cadmio.

2.2.- Determinar cambios en los flujos metabdlicos de E. coli mediados por cadmio usando

taurina como fuente de azufre.

3.- Evaluar la biosintesis de “quantum dots” de CdS en cultivos de E. coli utilizando taurina

como fuente de azufre.

3.1.- Evaluar el efecto de taurina como fuente de azufre en la biosintesis de “quantum dots”

de CdS en cultivos de E. coli.

3.2.- Evaluar el rol del H2S y COSV en la biosintesis de “quantum dots” de CdS en cultivos de

E. coli utilizando taurina como fuente de azufre.

4.- Purificar y caracterizar “quantum dots” de CdS sintetizados en cultivos de E. coli usando

taurina como fuente de azufre.



Materiales y Métodos.

Materiales.

Reactivos

Tabla 1. Reactivos.

Nombre

Proveedor

NazHPO4 (Anhidro)
KH2PO4

NH4CI

NacCl

FeCl2

D-Glucosa
MgSO4*7H20
CaCl2*2H:0

Tiamina hidroclorada
Taurina

CdCl;

KCI

KOH

HCI

Extracto de Levadura
Triptona

H2SO4

Etanol

ISN

Merck S.A. Chile
Merck S.A. Chile
Quimex

Merck S.A. Chile
ISN

Merck S.A. Chile
Merck S.A. Chile
Calbiochem
Merck S.A. Chile
Sigma-Aldrich Chile
Merck S.A. Chile
Calbiochem
Merck S.A. Chile
DIFCO

DIFCO

Winkler

Merck S.A. Chile
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L-cisteina Sigma-Aldrich Chile
L-metionina Calbiochem

Acetato de Plomo Calbiochem

DMS Sigma-Aldrich Chile
DMDS Sigma-Aldrich Chile
Tris-HCI Calbiochem

NaOH Winkler

SDS J.T. Baker

Agarosa (de bajo punto de fusién) Calbiochem

Aceite de inmersion Leika

Moviol Leika

Se utilizé agua miliQ con una resistencia entre 17,8 y 18,2 Ohm.

Cepas bacterianas.

Durante el desarrollo del presente trabajo se utilizaron dos cepas de E. coli silvestre.
La primera y con la que se desarrollé la mayoria de las metodologias fue E. coli BW25113,
mientras que para los experimentos de analisis de tendencias de flujos metabdlicos se
utilizé E. coli MG1655 para replicar el modelo de Palsson, con el cual se realizé el modelo
bioinformatico del metabolismo de E. coli [41]. Ambas cepas derivan de E. coli K-12 y
presentan diferencias minimas, correspondientes a la ausencia del operon araBAD para el
catabolismo de arabinosa en el caso de E. coli BW25113, lo que no guarda relacién con la

respuesta a cadmio o con el uso de taurina como fuente de azufre. [42].
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Métodos.

Métodos de Microbiologia.

Cultivos bacterianos.

Inéculos de E. coli BW25113 o MG1655 en medio Luria-Bertani (LB) fueron
utilizados para llevar a cabo cultivos en medio minimo. El medio LB fue preparado
utilizando 5 g de extracto de levadura, 10 g de triptona y 10 g de NaCl para un volumen
final de 1 L [43]. Los indculos fueron crecidos hasta alcanzar saturacién y luego fueron
utilizados. Para evitar la transferencia de nutrientes en concentraciones traza desde el
medio LB al medio minimo, los indculos fueron tratados como se describe a continuacion.
Para la determinacidon de parametros fisiologicos utilizados en el analisis de tendencia de
flujos metabodlicos por Markov Chain Monte Carlo (MCMC) durante la biosintesis de
quantum dots de CdS (Obj. 2.2), el in6culo fue centrifugado y suspendido en 1 mL del medio
de cultivo, alcanzando un densidad dptica 600 (DOecoo) inicial entre 0,1 y 0,2. Para todo el
resto de los experimentos, una vez que el inoculo alcanzé saturacién fue diluido 1:1000 en

el volumen final del cultivo.

Los medios minimos M9 y M63 fueron utilizados para evaluar el rol de taurina y
sulfato como unicas fuentes de azufre. El medio M9 fue preparado segun lo descrito en
literatura [44]. Para 1L de medio M9 se utiliza6 100 mL de sales M9 10X autoclavadas (60 g
de Na2HPO4 anhidro, 30 g de KH2POs4, 5 g de NaCl, 10 g de NH4Cl en un 1L de agua nanopura
pH 7,2), 894 mL de H20 nanopura estéril, 4 mL de MgS0O4+* 7H20 o taurina 0,25 M, 0,1 mL
de CaClz* 2H20 1 M, 10 mL de glucosa 20 % y 3 mL de tiamina hidroclorada 0,1 M. Tanto el
MgS04 * 7H20, el CaClz * 2H20, la glucosa a demas de la tiamina hidroclorada fueron
previamente esterilizados mediante filtros de 0,2 um bajo campanas de flujo laminar. Para
el medio M63 se utilizé una variacion descrita por Van der Ploeg y cols. (1996) libre de
fuentes de azufre traza [38]. Para 1 L de medio M63 se utiliz6 100 mL de sales M63 10X
autoclavadas (87,1 g de KH2PO4+y 17,6 g de NH4Cl en 1L de agua nanopura, pH 7,2), 881 mL
de H20 nanopura estéril, 1 mL de MgCl2* 6H20 1 M, 3 mL de tiamina hidroclorada 0,1M, 10
mL glucosa 20 %, 4 mL de MgSO4* 7H20 o taurina 0,25 M y 1 mL de FeClz* 4H20 1,8 mM.
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Al igual que en el medio M9, los suplementos fueron esterilizados bajo campana de flujo

laminar a través de un filtro de 0,2 pm.

Para los experimentos de viabilidad celular, se realizé el recuento de Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) utilizando el protocolo que se detalla mas abajo. El medio
LB fue preparado como se describi6 previamente y bacto-agar fue adicionado a una

concentracion final de 2 %.

Todos los cultivos de E. coli desarrollados en este trabajo fueron incubados a 37 2Cy
200 rpm en un Shaker Zhcheng Zhwi-10b o en una incubadora a igual temperatura, segin

correspondiese.

Curvas de crecimiento.

Para evaluar el crecimiento bacteriano en el tiempo se sigui6 la DOesoo de los cultivos
en un espectrofotometro Optizen-3020 UV. Alicuotas de cultivos fueron tomadas en
condiciones de esterilidad para evitar eventos de contaminacion. La determinacion de la
DOsoo fue realizada directamente para los cultivos de E. coli BW25113. No obstante,
durante la determinaciéon de parametros fisiolégicos para el andlisis de tendencia de los
flujos metaboblicos por MCMC en cultivos de E. coli MG1655 (Obj. 2.2), la lectura de la DOsoo
se llevo a cabo diluyendo la alicuota hasta valores menores a 0,5, rango en que se mantiene
la linealidad entre la cantidad de biomasa y la densidad Optica y las unidades de
absorbancia [45]. De esta manera, el calculo de la tasa de crecimiento fue realizado
correctamente durante la fase de crecimiento exponencial, corrigiendo la saturacion de la
sefial a DOsoo mayores e incorporando los valores en los analisis in silico realizados

posteriormente.
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Recuento de Unidades Formadoras de Colonia (UFC).

Para evaluar el efecto de taurina sobre la toxicidad asociada a cadmio, se realizd el
conteo de UFCs de cultivos de E. coli BW25113 expuestos al metal. E. coli fue crecida en
M63 hasta fase exponencial de crecimiento (DOsoo 0,4-0,5) usando taurina o sulfato como
fuentes de azufre. A continuacion se adicion6 el metal hasta una concentraciéon de 5 o 10
pug/mL de Cd?* y se tomo alicuotas del cultivo en el tiempo para el recuento de colonias.
Para esto, las alicuotas fueron centrifugadas a 5000 rcf por 10 min en una centrifuga
HETTICH Mikro 200R; el sedimento del cultivo fue suspendido en buffer PBS 1X estéril
(para 1 L de buffer 8 g de NaCl, 0,2 g de KCl, 1,44 g de Na2HPO4 y 0,24 g de KH2PO4 fueron
disueltos en agua nanopura, pH 7,4) y se realiz6 diluciones seriadas de las alicuotas desde
109 a 108 en el mismo buffer. Finalmente 5 puL de cada dilucién fueron dispuestos como
gotas en placas de LB agar, se esperdé hasta que las gotas secaran y las placas se incubaron a

37 2C durante toda la noche. Finalmente se cont6 el numero UFCs por gota..

Determinacion de Concentracion Minima Inhibitoria (CIM).

Un preinéculo de E. coli BW25113 incubado a 37 2Cy 200 rpm en medio M63 (con 1
mM de MgS0O4+* 7H20) fue crecido hasta saturacion y luego utilizado para los ensayos de
CIM. La DOesoo del indculo fue determinada y se calcul6 el volumen necesario para que en
200 pL de cultivo final la DOsoo inicial del cultivo fuese entre 0,03 a 0,05. En paralelo, en
una placa de 96 pocillos, se agreg6 286 pL de medio de cultivo los que fueron
suplementados con 16 pL de Cd?* 10 mg/mL (previamente filtrado, 0,22 pum) alcanzando
una concentracion final de 160 pg/mL del ion. A partir de esta solucidn inicial se realizaron
diluciones seriadas en los pocillos contiguos hasta alcanzar una concentracion de 5 pg/mL
de Cd?* en volumenes de 200 puL del medio de cultivo. A continuacién en dos pocillos se
agregd medio de cultivo sin metal y se inoculé uno de ellos como control positivo del
crecimiento mientras que el otro fue utilizado como un control negativo [46].

Finalmente, las placas fueron puestas a incubar a 37 2C con agitacion constante

(200 rpm) durante la noche. Para el analisis de los resultados se realizd lecturas de la
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DOsoo de cada pocillo utilizando el control negativo (medio de cultivo sin inocular) como
blanco, donde toda lectura con una diferencia < al 5% con el blanco fue considerado como
inhibicion del crecimiento y se utiliz6 como valor de CIM. Los experimentos fueron
realizados en triplicado y para el medio M63 utilizando MgS0O4* 7H20 o taurina 1 mM
como fuente de azufre. El rango de concentraciones de cadmio utilizadas para el ensayo
fueron obtenidas desde el CIM de CdClz de E. coli en M9 con sulfato como fuente azufre

(60-80 pg/mL).

Métodos de biosintesis de Quantum Dots.

Biosintesis con adicion del metal desde el inicio.

Para llevar a cabo el analisis por MCMC de los flujos metabdlicos (Obj. 2.2) en
condiciones de biosintesis de QDs de CdS, se incorpord el metal al cultivo desde el
momento en que el inéculo es agregado al medio, obteniendo una sola tasa de crecimiento
por cultivo. El medio minimo M9 preparado con MgS04* 7H20 como Unica fuente de azufre
a una concentracion 1 mM, fue inoculado con E. coli MG1655 segun lo descrito
previamente. El crecimiento del cultivo fue monitoreado mediante el cambio de la DOsoo en
el tiempo hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento. Alicuotas del cultivo fueron
tomadas en el tiempo bajo condiciones de esterilidad y posteriormente fueron analizadas
para observar la aparicidn de fluorescencia como indicador de la formacion de QDs, segun

lo descrito por Monras y cols (2012) [25].
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Biosintesis con adicién del metal en fase exponencial.

Para relacionar la respuesta del cultivo durante la sintesis de QDs de CdS, la adicion
del metal fue realizada durante la fase exponencial de crecimiento. Cultivos de E. coli
BW25113 fueron crecidos en M9 o M63 utilizando taurina o sulfato como fuente de azufre.
El crecimiento del cultivo fue monitoreado mediante DOsoo y una vez que alcanzo la fase
exponencial (DOesoo 0,4 - 0,5), el metal fue adicionado a una concentracion final de 5, 10 o
180 pg/mL segln correspondiese. Finalmente, alicuotas del cultivo fueron tomadas en el
tiempo y analizadas para observar la aparicién de la fluorescencia como indicador de la

formacién de QDs [24,25]

“Screening” de biosintesis de Quantum Dots.

Los QDs de CdS son altamente fluorescentes al ser irradiados con luz UV con A entre
350 y 400 nm, mientras que la mayoria de las macromoléculas organicas no emitieron
fluorescencia al ser excitadas a dichas A, por lo que es factible apreciar la formacién de
estas NPs en cultivos bacterianos a través de la aparicion de fluorescencia. Dicho fendmeno
ya fue descrito por Monras y cols (2012) y recientemente por Gallardo y cols (2014). Por lo
que basados en dichos protocolos, alicuotas de los cultivos en condiciones de biosintesis
fueron centrifugadas a 10.000 rfc durante 1 min en una centrifuga HETTICH Mikro 200R, el
sobrenadante fue descartado y el pellet del cultivo suspendido en 1 mL de H20 destilada en
tubos Eppendorf no fluorescentes [25,47]. De esta manera se logré limpiar los restos auto-
fluorescentes del cultivo que pudiesen interferir con el ensayo, asi como iones de cadmio
solubles que permitieran continuar con la reaccién de sintesis. Finalmente, una vez lavado
el precipitado del cultivo, las alicuotas se volvieron a centrifugar y fueron irradiadas a 365
nm (Transiluminador Maestrogen UV). El registro grafico de la fluorescencia fue llevado

acabo utilizando una camara Nikon Coolpix L820 en funciéon macro, F1/55 e ISO 200.

Posteriormente las muestras fueron almacenadas a -20 2C para impedir que otros

metabolitos producidos dentro de la célula continuaran el proceso de sintesis, lo que
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permitié almacenar muestras durante semanas para los procesos de purificaciéon de las

NPs.

Métodos de deteccion y cuantificacion.

Deteccion de H:2S.

Cultivos de E. coli BW25113 en medio M63 fueron crecidos en presencia de cisteina,
metionina, MgS04* 7H20 o taurina a concentraciones finales de 1 mM como unica fuente de
azufre. La cisteina fue utilizada como control positivo de generacién de HzS, mientras que la
metionina como control negativo [48]. El sulfato por otra parte, fue utilizado como control
para una fuente de azufre tradicional. Sobre cada uno de los cultivos se colocd una tapa con
un papel embebido en acetato de plomo. El H2S reacciona especificamente con el plomo
para formar PbS el que posee un color negro, por lo que la generacién de HzS fue seguida
mediante la aparicién de este precipitado. El uso de acetato de plomo permite detectar
niveles traza de H2S (hasta ppb) generados a partir de cultivos de microorganismos [48-
50]. Basicamente, un papel filtro de color blanco fue humedecido totalmente por una
solucion de acetato de plomo saturada (5 %) y secado en estufa a 50 - 60 °C. A
continuacion, la tira del papel fue dispuesta en la tapa del cultivo, el que se sell6 para
asegurar la interaccion de los gases del cultivo con el papel. El papel fue colocado en la
parte superior del cultivo . Ademas, se realizaron controles sin inocular para la posible
generacion de HzS en forma espontanea desde los medios de cultivo. Una vez que el cultivo
alcanzo la fase estacionaria de crecimiento el papel fue retirado y la formacion de PbS fue

registrada mediante una camara Nikon Coolpix L820 en funcién macro, F1/45 e ISO 200.
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Deteccién y cuantificacion de COSV.

Para llevar acabo estos experimentos se utilizaron tubos sellados por tapas con una
cubierta de silica perforable (septum), donde se llevaron a cabo los cultivos bacterianos.
Esto permitié almacenar los gases emanados desde los cultivos y evitar su oxidacion. El
“headspace” fue colectado mediante micro-extraccion de fase soélida por jeringa.
Basicamente, se utiliza una jeringa que cuenta con una fibra cubierta por una fase solida
que permite adsorber los compuestos presentes en el “headspace”. En este caso se utiliz6
una fibra SPME SUPELCO de 75 um de carboxeno y poli di-metil siloxano para la retencién
de compuestos gaseosos y de bajo peso molecular. La cantidad de compuestos extraidos
por la fibra se encuentra en directa relacién a su concentraciéon en la muestra, por lo que
para asegurar un equilibrio entre la concentracién de los gases generados y la presencia de
éstos en la fibra, esta se expuso al headspace de los cultivos durante 20 min, tiempo
descrito para alcanzar el equilibrio [33]. Finalmente, la muestra se inyect6 a un
cromatégrafo de gases (GC) Hewlett Packard 5890 II acoplado a un detector de sulfuro por
quimio-luminiscencia (SCD) Sievers Instruments (Boulder, Colorado, USA), a través de una
columna capilar de 30 m x 0.32 mm (DB-5, 0.25 pm). La temperatura del inyector del GC
(275 2C) permite la desercion de los compuestos desde la fibra y mediante un programa de
temperatura estos fueron separados segin su punto de ebullicién. Para asegurar una
correcta separacién de los picos en el cromatograma, se utiliz6 un programa de
temperatura de 20 2C/min hasta alcanzar un temperatura entre 20 a 50 2C mayor al
ultimo punto de ebullicidbn que se deseaba detectar (en este caso di-metil tri-sulfuro
~ 170 2C). Una vez separados los analitos entran al SCD y la sefal generada depende de la
cantidad del compuesto inicialmente presente en la fibra, lo que permite calcular la
concentracion de los compuestos presentes en el headspace mediante curvas de
calibracidon utilizando estandares comerciales. En este trabajo se identifico y cuantificé los
niveles de DMS, que presenté un tiempo de retencién o Rt de 4,5 min [51]. A demas se
identific6 DMDS (Rt: 8,7 min) y MeSH (Rt: 2,5 min). Lamentablemente, para este ultimo no
se disponia de un estdndar comercial por lo que su cuantificacién no fue llevada a cabo

[51].
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La curva de calibracidon para la cuantificacion de DMS se llevé a cabo inyectando
muestras de un estandar de DMS desde 0, 24, 64, 84 y 100 ng y registrando la intensidad
de los picos cromatograficos. Las inyecciones fueron realizadas siguiendo el programa de
temperatura descrito anteriormente, pero utilizando jeringas de inyeccion de fase liquida

segun lo descrito por Swearingen y cols. (2004) [51].

La preparaciéon de las muestras de los cabeza espacio o “headspace” bacterianos
para el anadlisis por GC-SCD se realiz6 como se describe a continuacién. Cultivos de E. coli
BW25113 en medio M63 utilizando taurina o sulfato como tnica fuentes de azufre fueron
incubados a 37 °C y 200 rpm hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento. Para
monitorear la DOeoo del cultivo se utilizé un espectrofotometro Spectronic 20D+, el que
permitia determinar la DOsoo a través del tubo de cultivo sin exponer el headspace al aire.
Una vez alcanzada la fase estacionaria el septum del cultivo fue perforado para el proceso

de extracciéon descrito anteriormente.

En primera instancia se utiliz6 cultivos de E. coli en presencia de 0.25,0.5,1, 2y 4
mM de la fuente de S (taurina o sulfato), para asi determinar el maximo nivel de produccién
de COSV y replicar dicha concentraciéon para los ensayos de generacion de COSV en
presencia de cadmio. A continuacion cultivos de E. coli BW25113 en medio M63 utilizando
taurina o sulfato como unica fuentes de azufre a una concentracion de 1 mM fueron
incubados segun lo descrito anteriormente hasta alcanzar la fase exponencial de
crecimiento (DOeoo 0,4 - 0,5) donde el metal fue adicionado a una concentracion final de 10,
15, 30 o0 60 pg/mL de Cd?*; los cultivos fueron vueltos a sellar y el headspace fue analizado

luego de 16 h de incubacién con el metal.

Finalmente, cultivos de E. coli fueron crecidos en LB en presencia de 2,5, 5, 10, 20 o
60 pg/mL de Cd?*. El metal fue adicionado durante la fase exponencial de crecimiento
(DOs00 0,4 - 0,5), los tubos fueron vueltos a sellar y el headspace fue analizado luego de 16 h
de incubacién con el metal. De esta manera se logr6 estudiar la generaciéon de COSV en
presencia de un medio rico, en el que se encuentran diversas fuentes de azufre para la

bacteria.
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Deteccidn y cuantificacion de glucosa y acetato.

Para determinar el consumo de glucosa y generacion de acetato durante el proceso
de biosintesis de QDs de CdS, primero fue necesario establecer condiciones fisiolégicas que
permitieran evaluar la generacion de NPs y al mismo tiempo la tasa de crecimiento. Para
ello, biosintesis de QDs de CdS en cultivos de E. coli MG1655 en medio M9 adicionando el
metal desde el inicio del cultivo fueron llevados a cabo segun lo descrito anteriormente.
Para la determinacién de la tasa de crecimiento, el cultivo fue monitoreado por su DOeoo.
Los cultivos utilizaron MgS04* 7H20 como unica fuente de azufre a una concentracion final
1 mM y fueron tratados con 10, 20, 40 o 80 pg/mL de Cd?*. El crecimiento de los cultivos
fue seguido hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento.

Finalmente, se eligi6 una concentracién de 80 pg/mL de Cd2?* para realizar los
ensayos de consumo de glucosa y generaciéon de acetato en condiciones de biosintesis de
QDs de CdS. Para esto, se utiliz6é un bio-reactor con capacidad de 2 L, en el que se llevé a
cabo cultivos de E. coli MG1655 en 1,5 L de medio M9 utilizando sulfato como fuente de
azufre (1 mM) y glucosa como fuente de carbono a una concentracién de 0,2%. La
preparacion del cultivo fue realizada como se describié previamente, agregando el metal
junto con el indculo. El crecimiento del cultivo y la tasa de crecimiento fueron evaluados a
través de la DOsoo del cultivo. Para ello, una bomba peristaltica fue conectada al reactor con
el propésito obtener muestras representativas para la determinacion de la DOsoo. El reactor
fue depositado en un bafio termo-regulado a 37 ¢C y la temperatura monitoreada durante
todo el experimento. Un rotor de agitacion se conectd6 a la hélice del dispositivo
permitiendo una agitacion constante de 680 rpm. Ademads, para asegurar una maxima
oxigenacion se conectd una bomba de aire AA-320 al reactor. Para mantener la esterilidad
del aire purgado al interior del reactor se ocuparon filtros de 0,2 pm entre el paso del aire
desde la bomba al cultivo. Para monitorear el nivel de oxigenacion, se midio la saturacion
de oxigeno del cultivo mediante un oximetro HANNA, HI 8410. Finalmente, muestras del
cultivo tomadas cada 1 h fueron filtradas (0,2 pum) para eliminar las células y analizadas
mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC Waters 1525, binary pump)
acoplada a detectores de indice de refracciéon (IR) Waters 2414 Refractive index detector y

de absorbancia UV210 Waters 2487 dual A absorbance, con una columna de intercambio
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ionico Aminex HPX 87H, de 300 x 7,8 mm, utilizando un volumen de inyeccién de muestra

de 20 pL y una fase movil de H2SO4 5 mM.

Para la identificacion de glucosa y acetato, se utiliz6 estandares comerciales de
azucares y acidos organicos (acetato, citrato, formato, glucosa, malato y oxalato) disueltos
en M9 sin glucosa. La glucosa present6 un tiempo de retencion (Rt) de 27,3 min para su
sefal en el detector IR y el acetato un Rt de 45,1 min para su sefal en el detector UV210. Se
evitdé el solapamiento de las sefales presentes en el medio M9 con la de los analitos
utilizando un flujo capilar de 0,2 mL/min a una temperatura de 30 2C tanto en los
detectores como en la columna. Finalmente, para la cuantificaciéon de glucosa y acetato en
el medio extracelular se realizaron curvas de calibraciéon en medio M9 sin glucosa o acetato
registrando el area integrada bajo la curva (uV*seg) de los picos cromatograficos para la
concentraciones de 0, 2.78, 5.55, 8.33, 11,10 y 13.88 mM de glucosa y de 0, 6.1, 12.2, 18.3,

24.4,y 30.5 mM de acetato, utilizando el mismo programa de corrida.

A partir de los valores determinados experimentalmente, se grafic6 los mmoles de
glucosa o acetato determinados por HPLC en funcién de la biomasa para el mismo tiempo
de medicion. Para poder obtener la biomasa del cultivo en el tiempo se ocup6 un factor de
conversion de biomasa de 0,44 gDW/L*DOcoo (determinado experimentalmente) para
transformar la DOeoo en unidades de gDW/L. Del grafico generado, se realizé una regresion
lineal para el intervalo de la fase de crecimiento exponencial del cultivo de la cual se
determindé la tasa o velocidad de consumo de glucosa (Tglu) y la tasa o velocidad de
generacion de acetato (Tac) como el producto entre el valor de la pendiente y la tasa de
crecimiento obtenida del cultivo [52]. Finalmente se determiné parametros fisiologicos de
rendimiento para biomasa (Ybiomasa) y acetato (Yacetato), que fueron utilizados para comparar
las condiciones experimentales del cultivo control y el cultivo tratado con 80 pg/mL de
Cd?*. Ambos rendimientos fueron calculados como las unidades de biomasa generada por
mmol de glucosa consumido y como los de mmol de acetato generados por mmol de

glucosa consumido a partir del inverso de la pendiente de los respectivos graficos [52].
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Métodos de andlisis de tendencias de cambios de flujos metabdlicos con “Markov Chain Monte
Carlo” (MCMC).

En el presente trabajo, se utilizo el modelo de la red metabdlica de E. coli MG1655.
Se utiliz6 la velocidad de consumo de glucosa, la velocidad de generacién de acetato y la
tasa de generacion de biomasa como parametros experimentales para ser incorporados
durante la modelacion [41]. Para evitar el sesgo al seleccionar un valor 6ptimo durante la
modelacion, se realizé6 un andlisis de tendencias de cambios de flujos metabdlicos por
MCMC [53]. Como resultado se obtuvo una serie de distribuciones de flujos por cada
reaccion metabolica, pudiendo establecer la frecuencia con la que se repite un determinado
flujo metabdlico para las distintas condiciones experimentales, lo que se represent6
mediante un histograma para cada reaccion metabdlica de interés. De esta manera se
utiliz6 el MCMC como una herramienta de modelacién, para determinar el efecto del
cadmio sobre el metabolismo central de E. coli MG1655 en condiciones de biosintesis
utilizando MgS04* 7H20 como unica fuente de azufre cuando es tratada desde el ind6culo

con 80 pg/mL de Cd?*.

Métodos de modelamiento metabdlico.

Se utilizé el modelo iJ01366 como reconstruccion metabdlica de E. coli MG1655
[41, 52]. Sobre éste se incorporaron las siguientes reacciones para representar la
formacion de QDs.
(1)
CdS-QD: Cdz[c] + H2S[c] -> CdS|[c] + 2 H[c]

(2)
EX_CdS-QD(e): CdS|[c] ->
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La reaccion (1) corresponde a la sintesis de la unidad basica de QDs de CdS. El atomo
atomo de azufre proviene desde HzS, el cual puede ser formado desde sulfato, de acuerdo
con el modelo. Por su parte, en el modelo, Cd solo presenta la reaccidon de incorporacién y
no esta conectado con otras reacciones de manera que la reaccidn 1, representa la unica via
de consumo de Cd en la célula y compite por el H2S que puede ser consumido en reacciones
de biosintesis. Otra suposiciéon en nuestro modelamiento es que el QD solo esta formado
solo por la red cristalina de Cd y S que se ordena en el espacio como una NP, que carece de
coberturas y posee una proporcién 1:1 entre los atamos de Cd y S. Esto, permite la
simplificacién del sistema, dado que muchos de los parametros se desconocen para
nuestras condiciones de biointesis, y se decidieron en base a lo descrito en literatura sobre
QDs de CdS sintetizados quimicamente [19,23]. Por otra parte, la reaccién (2) representa la
la salida de unidades de nanoparticulas de la célula, para impedir en el modelo la
acumulacion de estas unidades dentro de la celula, respetando de esta manera el principio
de pseudo estado estacionario.

Los “scripts” de programacion generados para la representacion de estos modelos
fueron desarrollados de acuerdo a lo descrito por Matsuda y cols. (2015) y se encuentran
adjuntos como material suplementario del presente trabajo en el Anexo “Generacién de

modelos” [54].
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Modelamiento del consumo de Cd y sulfato en condiciones de sintesis de QDs.
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Figura 8. Phenotype phase plane para la determinacion de consumo de sulfato en condiciones de
biosintesis de QDs. a, variacion en el Ybiomasa cuando el consumo de glucosa y sulfato varian. La escala de
colores indica el aumento en el Ybiomasa para el modelo iJO1366 de E. coli MG1655 cuando el consumo de
glucosa es liberado, siendo morado un crecimiento nulo y rojo donde el rendimiento se hace maximo. Los
circulos blancos (o) marcan la tasa de consumo de sulfato en condiciones de Yhiemasa Maximo para los
valores de tasa de consumo de glucosa determinados experimentalmente. El circulo a corresponde a la
condicion sin cadmio y el circulo b a la condicion con tratamiento del metal. b, variacién en el Ybiomasa €n
funcion del consumo de cadmio y sulfato. La flecha blanca representa el comportamiento del Ybiomasa bajo un
consumo de glucosa constante, lo que equivale a un consumo de sulfato de 0,1 mmol h-* gDW-1. La escala
de colores indica el aumento en el Yoiomasa para el modelo iJO1366 de E. coli MG1655 cuando el consumo
de cadmio es liberado, siendo morado un nulo crecimiento y rojo donde el rendimiento se hace maximo.

Dado que deseamos modelar los cambios de la distribucién de flujos metabdlicos

como consecuencia de la sintesis de QDs en E. coli, se necesita especificar en que valor sera

restringida la velocidad de consumo de sulfato y de cadmio en el modelo modificado con las

reacciones (1) y (2) ala hora de hacer el muestreo del espacio de soluciones. Contamos con

los valores observados de flujo de consumo de glucosa, acetato y el rendimiento de

biomasa en presencia y ausencia de Cd.

Se simul6 el Ybiomasa ante cambios de flujos de consumo de glucosa y de sulfato, en la

condiciéon de consumo cero de cadmio (Figura 8a). El Ybiomasa obtenido a partir de la

velocidad de produccion de biomasa éptima, dividida por la velocidad de consumo de

glucosa usada para calcular el 6ptimo. Sobre este, asi llamado, plano de fase fenotipico, se
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puede preguntar por la velocidad de consumo de sulfato que se requiere para la
produccion 6ptima de biomasa cuando la velocidad de consumo de glucosa corresponde al
valor observado experimentalmente. En ese sentido, para mantener el rendimiento control,
el flujo de entrada de glucosa exigiria un consumo de sulfato cercano a 0,1 mmol h-1 gDW-1
(Figura 8a).

Por otra parte, se observé el plano de fase fenotipico para el Ybiomasa ante cambios de
flujos de consumo de cadmio y sulfato, en la condicién del consumo observado de glucosa
en presencia de cadmio (Figura 8b). En este caso el valor éptimo de produccién de biomasa
esta dividido por la velocidad de consumo de glucosa en presencia de cadmio. Sobre este
plano, podemos preguntarnos como disminuye el rendimiento al incrementarse la tasa de
consumo de cadmio, suponiendo que se mantiene la velocidad de entrada de sulfato
necesaria para el crecimiento 6ptimo en ausencia de cadmio (flecha en la Figura 8b). De

esta forma, podemos relativizar dicha disminucién respecto al rendimiento observado en la

Proporcion experimental

sin cadmio

Flujo predicho

Ybiomasa con cadmio/Y biomasa

0.00 0.05 0.10 0.15

Tasa de consumo de Cadmio
(mmol h-1 gDW-1)
Figura 9. Analisis de robustez para la prediccion del consumo de cadmio. Ybiomasa €n funcion del flujo de

incorporacion de cadmio. El valor determinado experimentalmente para la proporcion de Yhiomasa con cadmio /
Yhiomasa Sin cadmio fue interpolado, obteniendo una tasa de consumo de cadmio de 0,05108 mmol h-' gDW-1,
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condicion control sin cadmio y preguntarnos cudl es la tasa de consumo de cadmio que
disminuye el rendimiento de biomasa en la proporcién observada experimentalmente
(0,51). Interesantemente, se obtuvo una tasa de consumo de cadmio cercana a los 0,05
mmol h'l gDW-1 lo que coincide con lo descrito en literatura para una condicién de
crecimiento en presencia de una concentracion de 2.1 uM [55].

Usando estas aproximaciones hemos determinado los flujos de sulfato y cadmio que
luego fueron utilizados en el analisis de MCMC. Los scripts de programacioén generados
para estos andlisis se pueden encontrar en el Anexo “Phenotype Phase Plane I y II”

“Normalizacion de rendimiento” y “Prediccién de consumo de cadmio”.

Andlisis de flujos metabdlicos mediante muestreo por “Markov Chain Monte Carlo” (MCMC).

Para el anaisis por MCMC se utilizé el modelo de reconstruccién metabdlica ij01366
para E. coli MG1655, el software MATLAB, el Toolbox de andlisis para modelos metabdlicos
COBRA 2y el software solucionador de problemas de optimizacién GUROBI 5 [54]. Para las
simulaciones se consideraron condiciones sub6ptimas, empleando como restricciéon una
tasa de crecimiento de un valor del 90% de la tasa de crecimiento 6ptima predicha.
Ademas, se incorporaron las tasas determinadas experimentalmente (acetato y glucosa) y
las de consumo de sulfato y de cadmio predichas mediante FBA para las condiciones de
presencia y ausencia de cadmio. En este dltimo caso, se fijé el consumo de cadmio en cero.
Desde el espacio de soluciones, el que contempla todas las combinaciones de flujos posibles
que cumplen las restricciones mencionadas, se muestrearon al azar 5166 distribuciones de
flujos. Con éstas se determind el histograma de frecuencias de flujo de diferentes
reacciones de interés, para las condiciones de cultivo en ausencia o presencia de cadmio.
Los “scripts” para el analisis de flujos mediante MCMC se detallan en el Anexo I “Tendencias
de cambios de flujos con MCMC”. Ademas la lista de reacciones para las que se desarroll6 el
analisis por histogramas se encuentra detallada en el Anexo “Reacciones MCMC” del

presente trabajo.
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Métodos de purificacion de Quantum Dots.

Para la purificacién de QDs de CdS sintetizados en cultivos de E. coli se utiliz6 un
protocolo Unico descrito a continuacion [25]. 50 mL de cultivo tratado con el metal fueron
centrifugados a 10.000 rcf en una centrifuga Fascio TGL/16-M. El sobrenadante fue
descartado y el pellet suspendido en 1 mL de NaOH 1M a 90 2C durante 10 min. A
continuacidén se volvié a centrifugar y el pellet fue suspendido en 1 mL de buffer Tris-HCl
50 mM, pH 7,4 con SDS 1% hasta solubilizar todo el material. Luego se sonic6 en hielo por 2
min en rondas de maximo 30 seg a 70 mA para evitar que se calentara la muestra y
disminuir la generacién de espuma. El tubo se centrifugdé a 14.000 rfc, 4 2C (HETTICH
Mikro 200R), durante 2 min y se comprobd la presencia de fluorescencia en el
sobrenadante. Algunas veces, parte de la fluorescencia permaneci6 en el pellet por lo que
se repitid el proceso de sonicacion. En este punto los QDs liberados se pasaron por una
columna de exclusion Sephadex G75 para remover proteinas remanentes. Finalmente, las
NPs fueron concentradas mediante tubos Merck Amicon Ultra-15 para filtraciéon en
centrifuga con una membrana de NMWL de 10 kDa. De manera opcional se puede intentar
remover el SDS de la solucion diluyendo la muestra al menos 5 veces. De esta manera la
concentracion del SDS sera menor a 8,2 mM, por debajo de su concentracién micelar critica
evitando que se formen micelas, por lo que al concentrar la muestra los QDs quedaran en el
filtro y el SDS sera separado. La fraccidon de QDs purificados fue almacenada a -20 ¢C para

posteriores analisis.

Métodos de caracterizacion de Quantum Dots.

Espectros de absorbancia y fluorescencia.

Muestras de QDs de CdS purificadas desde cultivos de E. coli BW25113 (M63, taurina 1
mM) incubados con 10 pg/mL de Cd2?* durante 0, 12 y 24 h fueron suspendidas en H20
nanopura para anadlisis espectroscopicos en un lector hibrido de absorbancia y
fluorescencia BioTek Synergy H1N. Para el espectro de absorbancia se abarcé A desde 300

a 700 nm, rango en que es apreciable fendmenos de resonancia plasmdnica caracteristicos
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de NPs metalicas [2]. Por otra parte, para la identificacién de la A maximas de emision
(Aem) de la muestras se realizaron espectros de emision de fluorescencia excitando las
muestras a 360 nm [25]. Para la obtenciéon de las A maximas de excitacion (Aex) se
realizaron espectros de excitacién de fluorescencia leyendo la sefial emitida a las Aem

determinadas para cada muestra [2,25].

Microscopia confocal.

La fluorescencia de un cultivo de E. coli BW25113 tratado con 10 pg/mL de Cd?* durante
fase exponencial de crecimiento fue seguida hasta alcanzar un color verde (12 h aprox.).
So6lo entonces 5 mL del cultivo fueron centrifugados a 5.000 rfc durante 10 min en una
centrifuga HETTICH Mikro 200R para concentrar la células. El pellet bacteriano fue
suspendido en 1 mL de buffer PBS 1X, pH 7,4, alcanzando una DOesoo de 0,5 el que fue
utilizado para realizar los analisis de microcopia confocal.

Para el montaje de la muestra se utilizaron porta objetos tradicionales de vidrio. Sobre
estos se colocé una argolla de silica con un diametro aproximado de 10 mm y altura 5 mm.
Al interior de la argolla se dispuso agarosa de bajo punto de fusiéon previamente derretida.
Se esper6 a que la agarosa gelificara, siendo cuidadosos de no dejar burbujas que afectaran
el paso del laser del microscopio. Sobre el gel de agarosa se dispusieron 10 uL de la
muestra, la que se dejé secar a temperatura ambiente durante 20 min. Finalmente sobre

ésta se coloco un cubre objetos y aceite de inmersion.

Para observar las muestras se utiliz6 un microscopio confocal Leica TCS LSI MacroZoom,
utilizando un laser 405 (Lumencor) de estado sélido con un detector espectral y un filtro de
excitacion DAPI (405 nm). Se utilizé un lente objetivo de inmersion de 63X de campo lejano
con apertura numeérica 1,3, se recogié la emision de fluorescencia del espectro visible
comprendido entre 400 y 700 nm, para asegurar que la sefial obtenida correspondiera
efectivamente a la emision de QDs exitados a 405 nm y emitiendo fluorescencia en un
rango visible. Para el registro fotografico, el microscopio estaba acoplado a una cdmara EM-

CCD (Andor ixon).
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“Dispersion Dindmica de la Luz” DLS.

Para determinar el tamaino de los QDs de CdS biosintesizados, se utiliz6 una muestra
previamente purificada desde un cultivo de E. coli BW 25113 en M63, usando taurina 1 mM
como fuente de azufre. El metal fue adicionado a una concentracién de 10 pg/mL de Cd?*
durante la fase exponencial de crecimiento como se describié anteriormente. La muestra
purificada fue suspendida en 1 mL de H20 nanopura, sonicada en bafio durante 10 min y

analizada para la distribucién de tamafo en un DLS Malvern Zetasizer.
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Resultados.

Objetivo 1.- Evaluacion de la biosintesis de Quantum Dots de CdS durante el
crecimiento exponencial de E. coli en medio minimo.

La mayoria de los protocolos de biosintesis de QDs de CdS utilizando E. coli han sido
llevados a cabo mediante la detencién del cultivo en una determinada fase de crecimiento
para su posterior incubacién con el metal, nunca en condiciones de crecimiento de la
bacteria [19, 23]. Para evaluar y relacionar mecanismos celulares con el fenémeno de
biosintesis es necesario desarrollar el proceso en paralelo al crecimiento bacteriano. Por
otra parte, tampoco se han desarrollado modelos de biosintesis en medio minimo. En base
a lo anterior se decidié evaluar la biosintesis de QDs de CdS durante el crecimiento
exponencial de cultivos de E. coli en dos medios minimos. Los cultivos fueron tratados con
10 0 180 pg/mL de Cd2* segtin lo descrito por nuestro grupo para la sintesis de NPs de CdS
en medio LB, pero utilizando como unica fuente de azufre sulfato 1 mM [24]. El crecimiento
fue seguido mediante la DOsoo del cultivo y en paralelo la fluorescencia asociada a la
generacion de NPs fue monitoreada mediante el “screening” de fluorescencia de pellets
celulares acorde a lo descrito por Monras y cols. (2012) [25].

Los resultados se muestran en la Figura 10a y b. Para cultivos en M63 tratados tanto
con 10 o 180 pg/mL de Cd?+, el crecimiento se detuvo una vez que el metal fue adicionado y
no fue capaz de sobreponerse al estrés. En el caso del medio M9 E. coli si fue capaz de
tolerar la presencia del metal, tanto para el tratamiento con 10 como con 180 pug/mL de
Cd?*. Cuando E. coli en M9 fue incubada con cadmio se observo una dosis dependencia
respecto al efecto del metal sobre el crecimiento del cultivo, encontrando una variacién en
la tasa de crecimiento cuando se utiliz6 180 pg/mL. Por otra parte, en términos de la
biomasa final generada, los valores de DOsoo de los cultivos en M9 tratados con el metal
fueron muy similares respecto a la condicién control luego de 24 h de incubacién, mientras
que para los cultivos tratados con cadmio en M63, la biomasa final fue menor a los valores

observados para el cultivo control (Figura 10a y b).
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Finalmente, el seguimiento de la fluorescencia en el tiempo mostro la generacion de
NPs fluorescentes en todas las condiciones probadas (Figura 10c y 10d). Para los cultivos
de E. coli en M63 se observo fluorescencia de color cian-verde a partir de 10 h de
incubacion con 10 pg/mL y fluorescencia naranja desde las 2 a las 8 h de tratamiento con
180 pg/mL (Figura 10c). Por otro lado, en M9 se observé una fluorescencia roja de 4 a 8 h
de incubacion con 10 pg/mL de Cd?* y una transicidn de verde a rojo desde las 2 alas 10 h
cuando el cultivo fue tratado con 180 pg/mL (Figura 10d). En este ultimo caso, el color de
emision de fluorescencia de las NPs, que se relaciona con el tamafio de éstas (Monras y
cols., 2012) [25], dependeria de la concentracién inicial del metal con la que fue tratado el
cultivo, lo que concuerda con lo descrito previamente por nuestro grupo [24]. La aparicién
de esta fluorescéncia, asi como el cambio en la longitud de onda de emision al irradiar con
luz UV (Aex 360 nm) los cultivos de E. coli tratados con cadmio, es caracteristica de la
generacién de NPs fluorescentes o QDs [25]. Estos resultados muestran que E. coli puede
sintetizar QDs de cadmio durante la fase exponencial en medio minimo, lo que servira
como base para los siguientes experimentos donde se evaluara el efecto de taurina en el

proceso.
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Figura 10. Biosintesis de NPs fluorescentes durante la fase de crecimiento exponencial de
E. coli en medio minimo. a y b, curva de crecimiento de E. coli en M63 y M9 sin tratar (e) y tratada
con concentraciones de 10 (W) y 180 (A) pg/ml de Cd?*, respectivamente. El metal fue adicionado en

fase exponencial (DOsoo 0.4 - 0.5) para asegurar el crecimiento del cultivo junto al proceso de sintesis.
cy d, cinética de fluorescencia de los ensayos de biosintesis para los tratamientos con 10 y 180 pg/mL
de cadmio en M63 y M9 respectivamente. Alicuotas del cultivo fueron tomadas cada 2 h luego del
tratamiento con el metal, centrifugadas y expuestas a luz UV (A ex. 365 nm).

Objetivo 2.- Efecto de Cd*? en el metabolismo central de E. coli usando taurina
como fuente de azufre.

2.1 Efecto de taurina como fuente de azufre sobre la tolerancia de E. coli a Cd*.

Como el medio M9 no ha sido comunicado en literatura para evaluar taurina como
fuente de S, se evalud el crecimiento de E. coli en este medio y se compar6é con M63.
Ademas, de decidi6é determinar la concentracion de taurina éptima para el crecimiento en
ambos medios. Para esto se creci6 E. coli en ambos medios minimos con diferentes
concentraciones de taurina y se evalud el crecimiento luego de 20 h de incubacién (Figura

11a). Los resultados mostraron un mayor crecimiento en M63 al utilizar las mismas
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concentraciones de taurina, alcanzando un maximo en ambos medios en presencia de 1
mM de taurina. A continuacién se analizaron las curvas de crecimiento a dicha
concentracion de taurina en ambos medios para comparar las distintas fases del
crecimiento (Figura 11b). En ambos medios existen fases de crecimiento “lag” de duracion
similar. No obstante, las células en M63 presentan una fase exponencial de crecimiento mas
extensa, lo que permitird evaluar de mejor manera cambios en la tasa de crecimiento por
efecto del metal. Finalmente, la fase estacionaria se alcanz6 en forma temprana para el
medio M9 (12 h de incubacién). Por otra parte, al comparar los resultados de crecimiento
utilizando taurina como fuente de azufre en medio M63 y M9 y los obtenidos para (Figura
10a) se distinguen perfiles muy similares, lo que indicé que E. coli utiliza ambas fuentes de

S con similar eficiencia .
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Figura 11. Efecto de la taurina sobre la toxicidad del Cd2+ en cultivos de E. coli. a, DOgo final de
cultivos de E. coli en presencia de taurina 0,25, 0,5, 1 y 2 mM en medio M63 (columnas negras) o M9
(calumnas blancas) luego de 20 h de incubacién a 37 °C. b, curva de crecimiento de E. coli en M63 (e) 0 M9
(o) con taurina 1 mM. ¢, curvas de crecimiento de E. coli en M63 con 1 mM de taurina en ausencia del metal
(¢) y en presencia de 5 (o) y 10 (O) pg/mL de Cd?+. d, curvas de crecimiento de E. coli en M63 con 1 mM de
sulfato en ausencia del metal (e) y en presencia de 5 (¢) y 10 (O) pg/mL de Cd2+. e, UFC en el tiempo de
E. coli en M63 usando taurina 1mM en ausencia del metal (o) y en presencia de 5 () y 10 (O) pyg/mL de
Cd2+. f, UFC en el tiempo de E. coli en M63 usando sulfato TmM en ausencia del metal (e) y en presencia
de 5 (o) y 10 (O) pg/mL de Cd2+. Los cultivos fueron tratados durante fase exponencial (DOsqo 0,4 — 0,5) €
incubados a 200 rpm y 37 °C.

Basados en estos resultados se decidio utilizar M63 como medio de cultivo para
estudiar el efecto de taurina sobre la tolerancia de E. coli a Cd?*. A continuacién, se
determind la CIM de Cd?* para E. coli creciendo en ambas fuentes de S (taurina y sulfato).
Los resultados mostraron que E. coli presenta una CIM de 20 pg/mL independiente de la
fuente de S, por lo que se decidi6 ocupar dos concentraciones de cadmio, una lejana al CIM,
5 pg/mL y una cercana, 10 pg/mL.

Cultivos de E. coli en M63 utilizando taurina o sulfato como fuentes de S fueron
tratados con 5y 10 pg/mL Cd?* durante la fase exponencial. La Figura 11c muestra el efecto
del cadmio sobre el crecimiento de E. coli utilizando taurina como fuente de S. Si bien, al
tratar el cultivo con 5 pg/mL de Cd?* el crecimiento se ve afectado, éste llega a un nivel
similar al control con un importante efecto sobre la tasa de crecimiento. Por otra parte,
cuando el cultivo es tratado con 10 pg/mL del metal el crecimiento se detiene

abruptamente sin retornar a niveles normales (Figura 11c).
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La Figura 11d muestra el efecto del metal sobre cultivos de E. coli utilizando sulfato
como fuente de S. Interesantemente, al ser tratados con 5 pg/mL de Cd?+* éstos no retornan
a niveles de crecimiento similares al control, a pesar que contindan creciendo, lo que
constituye una diferencia respecto a la respuesta de E. coli utilizando taurina como fuente
de S. Para confirmar estos resultados, se evalu6 las UFC en el tiempo luego del tratamiento
con el metal. La Figura 11e muestra como varian las UFC de un cultivo con taurina como
fuente de S luego de ser tratado con cadmio. Se determind que con 5 pg/mL del metal el
cultivo disminuye su crecimiento sin alcanzar niveles similares al control. Al comparar
estos resultados con los de los cultivos utilizando sulfato como fuente de S (Figura 11f), se
observa que con 5 pg/mL de Cd?+ el efecto del metal resulta muy similar respecto a lo
encontrado con taurina, descartando una diferencia entre ambas fuentes. Ahora bien, de
existir diferencias en las respuestas, éstas deberan ser estudiadas mediante metodologias
mas finas, las que permitan discriminar cambios en vias metabdlicas especificas o en la
generacion de algun metabolito de interés, en particular relacionado con la sintesis de QDs

de CdS.

Modelamiento del efecto de la sintesis de QDs de CdS sobre los flujos metabdlicos
usando sulfato como fuente de azufre.

Efecto de Cd sobre los pardmetros de crecimiento de E. coli en cultivos batch.

Para simular el comportamiento de los flujos metabdlicos en las condiciones de cultivo
estudiadas, es necesario incorporar parametros fisioldgicos obtenidos de manera
experimental. Para esto, se desarrollé ensayos de biosintesis que presentaran una Unica
tasa de crecimiento por cultivo donde evaluar dichos parametros. En base a esto se
modifico el protocolo de sintesis original y se agregé el metal junto con el inéculo. Cultivos
de E. coli MG1655 fueron crecidos en matraz con agitacién vigorosa, usando medio M9 con
sulfato como fuente de S (condiciones regularmente utilizadas en estudios de flujos
metabolicos) e incubados con Cd2* 10, 20, 40 o 80 pg/mL . El crecimiento fue evaluado

mediante DOeoo y la tasa de crecimiento fue calculada en cada caso. Los resultados de la
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Figura 12a y 12b muestran un efecto de dosis dependencia entre la tasa de crecimiento y la
concentracion del metal, encontrando una disminuciéon desde 0,46 (control) a 0,41 y
0,35 h1 para los tratamientos con Cd*210 y 20 ug/mL, respectivamente. En los tratamientos
con Cd?*40 y 80 pg/mL, la tasa de crecimiento decay6é ain mas hasta 0,20 y 0,17 h-l,
respectivamente (Figura 12a y 12b). Esta disminucidn en la tasa de crecimiento respecto a
la concentracién de cadmio alcanza una fase “plateau” a altas concentraciones del metal,
sugiriendo una “saturacion” del efecto de cadmio, talvez debida a la maxima velocidad del

transportador en la membrana.
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Figura 12. Efecto del cadmio sobre la tasa de crecimiento de E. coli en condiciones de
biosintesis de QDs. a, curvas de crecimiento de E. coli MG1655 en M9 (sulfato 1 mM) incubada con 0
(@), 10 (0), 20 (O), 40 (V) y 80 (A) pg/mL de Cd2+ desde el inicio del cultivo. b, cambios en la tasa de
crecimiento (u, h') en cultivos de E. coli tratados con 0, 10, 20, 40 y 80 pg/mL de Cd?+, Los valores de
tasa de crecimiento encontrados fueron 0,46, 0,41, 0,35, 0,20 y 0,17 h'' respectivamente. Se realizd un
ajuste sigmoidal a los datos, encontrando un R2 de 0,9980. ¢, screening de biosintesis de QDs.
Fotografias de pellets bacterianos de cultivos de E. coli sin cadmio (control) y con Cd2+ 10, 20, 40 o 80
pg/mL luego de 7 h de incubacion y expuestos a luz UV (A ex. 365 nm).
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Por otra parte, el “screening” de biosintesis de QDs durante la fase exponencial de
crecimiento mostro resultados positivos sélo para los tratamientos con 20, 40 y 80 pg/mL
del metal. En la Figura 12c se observa la fluorescencia de los cultivos asociada a la
generacion de QDs luego de 7 h de incubacion. Existe una dependencia entre el color de
emision y la concentracién con la cual se traté al cultivo, donde color verde fué encontrado
para el tratamiento con 80 pg/mL y un color rojo y amarillo fue encontrado para los
cultivos tratados con Cd2* 20 y 40 ug/mL, respectivamente (Figura 12c).

Finalmente, Cultivos de E. coli MG1655 en medio M9 usando sulfato como fuente de
S fueron crecidos en un reactor segun lo descrito en Métodos. En la Figura 13a, se muestra
la concentracién de la biomasa (gDW/L) generada en el tiempo, donde se encontr6 una

disminucién en la biomasa final durante el tratamiento con 80 pg/mL de Cd2+. Se calculé las
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Figura 13. Determinacion de parametros fisiologicos para el MCMC. a, biomasa (gDW/L) generada en el
tiempo por cultivos de E. coli MG1655 en M9 (sulfato 1 mM) en reactor e incubada con 0 (e) 0 80 (O) pg/mL
de Cdz2+. El “inset”, muestra la regresion lineal para el calculo de la tasa de crecimiento durante la fase
exponencial del cultivo. Los valores encontrados fueron 0,58 y 0,42 h'' respectivamente. b, screening de
biosintesis de QDs. Las fotografias corresponden a pellets bacterianos de cultivos de E. coli sin cadmio
(control) y tratado con 80 pg/mL de Cd2+ expuestos a luz UV (A ex. 365 nm). ¢, curvas de calibracion de
estandares comerciales para determinar concentracion de glucosa (izquierda) y acetato (derecha). El R2 en
ambos casos fue de 0.99. d, graficos de consumo de glucosa (izquierda) y produccién de acetato (derecha)
en el tiempo para cultivos de E. coli incubada con 0 (e) y 80 (O) pug/mL de Cd2+. e, graficos de la
concentracion de glucosa (izquierda) y concentracion de acetato (derecha) en funcion de la biomasa
producida en cultivos de E. coliincubada con 0 (e) y 80 (O) pyg/mL de Cd2*



47

tasas de crecimiento en ambas condiciones (0 y 80 pg/mL de Cd2*) y se observé una
disminucién desde 0,58 h-1 para el control hasta 0,42 h-1 para el tratamiento con el metal, lo
que explica las diferencias en la biomasa final generada (Figura 13a). Ademas, se realizaron
ensayos de “screening” de biosintesis, donde se encontr6 generaciéon de NPs fluorescentes
de color verde a partir de las 2 h de incubacién, las que cambian de color hasta una
tonalidad anaranjada luego de 8 h (Figura 13b).

Otro parametro experimental determinado fue el consumo de glucosa y generaciéon
de acetato en el tiempo en condiciones de biosintesis. En ambos casos (0 y 80 pg/mL de
Cd?*), se observ6 una disminucién de los niveles de glucosa a medida que el cultivo crecia
(Figura 13d). Para la condicién control, la fase estacionaria de crecimiento se alcanza sin
consumir totalmente los niveles de glucosa presentes en el medio, mientras que para el
cultivo tratado con 80 pg/mL de Cd2* la glucosa fue consumida absolutamente, lo que
indica un aumento en la velocidad de consumo cuando el metal se encuentra presente en el
medio. Para el acetato, por otra parte, en ambos casos se observé un aumento de su
concentracion a medida que el cultivo crece, obteniendo niveles muy parecidos para ambas
condiciones experimentales (Figura 13d). Para confirmar el efecto sobre las velocidades,
éstas fueron calculadas a partir de los niveles de glucosa y acetato en funcién de la biomasa
generada en el intervalo de la fase de crecimiento exponencial (Figura 13e). Se obtuvo un
aumento en el consumo de glucosa de 3,5 a 4,77 mmoles de glucosa consumidos por gramo
de peso seco por hora (mmol glucosa/gDW*h) para el cultivo control y el cultivo tratado
con cadmio, respectivamente. Ahora bien, se determin6 una disminucion en el rendimiento
de biomasa por unidad de glucosa consumida (Ybiomasa) desde 0,16 a 0,09 gDW/mmol de
glucosa (Figura 13e). Esto explica por qué aun teniendo un aumento en la velocidad de
consumo de glucosa cuando E. coli es tratada con el metal, la biomasa final generada no es
igual a la del tratamiento control. Ademas, sugiere que parte de la glucosa consumida no
estd siendo destinada a la generacién de biomasa, probablemente producto de un cambio
en la distribuciéon de flujos metabodlicos. Por otra parte, el calculo de la velocidad de
generacién de acetato indicé una disminucién desde 1,42 a 0,99 mmol de acetato/gDW*h
para el cultivo control y el cultivo tratado con 80 pg/mL de Cd?*, respectivamente (Figura
13e). Por ultimo, el rendimiento de generacién de acetato por unidad de glucosa consumida

presenté variaciones, encontrando en condiciones sin tratamiento con el metal un valor de
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0,37 mmol de acetato/mmol de glucosa y en presencia de éste un valor de 0,21 mmol de
acetato/mmol de glucosa.

Finalmente, se determinaron los niveles de acidos organicos y aziucares generados
con el propésito de evaluar la actividad de otras rutas metabdlicas que dieran cuenta de
una redistribucidén de los flujos metaboélicos producto del estrés generado por el cadmio. No
se encontré oxalato, citrato, malato, succinato, formato o etanol en ninguno de los
sobrenadantes de los cultivos. Todos los resultados experimentales obtenidos sugieren una
variacion en la distribucién de los flujos metabdlicos de E. coli en condiciones de estrés
producido por cadmio durante la sintesis de QDs, por lo que los consumos de glucosa y
producciéon de acetato fueron utilizados como parametros experimentales para la

estimacion de los flujos metabélicos mas probables, mediante MCMC.

Cambios en la magnitud de los flujos metabdlicos por efecto de la sintesis de CdS QDs.

Dado que el modelo de reconstruccion metabdlica iJ01366 contempla mas de 2000
reacciones que participan del metabolismo de E. coli, el analisis de tendencias de flujos por
MCMC se enfoco principalmente en la respuesta de las vias centrales, glicdlisis, via de las
pentosas fosfato y ciclo del acido tricarboxilico (CAT). De manera adicional se agregaron
reacciones que fueron estudiadas por Helbig y cols. (2008) en la respuesta transcripcional
de E. coli ante el estrés por cadmio [35]. Los resultados de las simulaciones se muestran en
el presente trabajo como histogramas de tendencias de cada reaccién y como esquemas
resumidos (Figura 14 y 15). El estudio de tendencias de flujos metabdlicos por MCMC se
llevdo a cabo utilizando los datos experimentales determinados para los ensayos de
biosintesis de QDs en bioreactor. Los resultados muestran que en condiciones de sintesis
de QDs de CdS existe un aumento de la actividad del CAT donde 9 de las 11 reacciones que
contempla el modelo presentaron un aumento en la magnitud de sus flujos, mientras que el
resto permanecio constante, lo que explicaria el aumento en el consumo de glucosa y una
disminucién en el rendimiento de la generacion de acetato (Figura 15a). Entre las
reacciones que presentaron un aumento significativo destaca un aumento en la actividad
de las enzimas Aconitasa (ACONT) y la actividad de la enzima Fumarasa (FUM).

Acompanando a esto se observé un leve aumento en algunas de las reacciones involucradas
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en el catabolismo de la glucosa a través de la glicdlisis. Interesantemente y a pesar de
encontrarse frente a un agente oxidante como el cadmio, la prediccién del uso de glucosa a
través de la via de las pentosas fosfato no se vié modificada manteniendo niveles similares
al control (Figura 15a) [56].

Dentro de la reacciones de interés estudiadas se encuentra la enzima Tioredoxina
Reductasa (TRDR), por su rol en la mantencién del “pool” de tioles reducidos al interior de
la célula durante el estrés por cadmio y como mecanismo de respuesta antioxidante [35,
57]. Interesantemente, el flujo metabolico para la TRDR se encuentra aumentado en
condiciones de biosintesis de QDs de CdS, lo que concuerda con lo descrito anteriormente y
coincide con un efecto de respuesta ante la deplecion de tioles producto del metal (Figura
15b) [35]. Una de las consecuencias de la oxidacion de tioles intracelulares es la
generacién de ROS. Estas especies afectan las membranas celulares y son capaces de
generar aldehidos altamente reactivos entre los que se encuentra el formaldehido (CH20)
[35,58]. Helbig y cols. (2008) propusieron la eliminacién de este compuesto a través de su
interaccién con triptofano (Trp), generando N-metiltriptofano (N-metrp), el que seria
excretado de la célula por un mecanismo no descrito por los autores [35]. La propuesta de
Helbig y cols. (2008), es plausible bajo nuestras condiciones de estudio ya que, los
resultados de las simulaciones arrojaron un aumento en la actividad de las enzimas
triptofano sintasa 2 y 3 (TRPS2 y 3) (Figura 15b), pertenecientes al operon trp, encargado
de la biosintesis de Trp el cual es activado ante bajas concentraciones del amino acido. Sin
embargo, dado que la reaccion propuesta por Helbig y cols. no pertenece al modelo,
nuestras simulaciones coinciden pero no se correlacionan con el mecanismo de eliminacion
sefialado.

Otras de las vias metabdlicas estudiadas bajo el estrés por cadmio corresponde a la
via de reduccion del sulfato, el que puede ser considerado como uno de los flujos mas
relevantes para sintesis de QDs ya que presenta la actividad enzimatica de reduccién de
sulfito a H2S mediada por la sulfito reductasa (SulRi). Los analisis de tendencias de flujos
muestran un claro aumento en el fluyjo de SulRi, lo que significa un aumento en la
generacién de Hz2S (Figura 15c¢). No obstante, dicho H2S pudiese estar siendo utilizado para
sintesis de cisteina compitiendo con la formacién de QDs [35,26]. Se analiz6 el flujo de la

enzima cisteina sintasa (CYSS), capaz de transformar el H2S en cisteina, el que present6 una
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disminucién (Figura 15c), consistente con una disminucidn de la velocidad de crecimiento.
Se recalca que en nuestro modelamiento el cadmio estaria secuestrando el H2S (el cual a su
vez proviene integramente desde sulfato) constituyendo una diferencia relevante respecto
a una respuesta tipica frente al metal, en donde se aumenta la expresion del gen que
codifica para CYSS [35,26].

En conjunto, estos resultados indican que en condiciones de biosintesis de QDs de
CdS existe una respuesta a cadmio mediada por su efecto como oxidante de tioles
intracelulares, lo que se ve contrarrestado con un aumento en los flujos del CAT, de
reduccién de tioredoxinas y de generacion de H2S. Lamentablemente, la evaluacién de las
tendencias de flujos para cultivos de E. coli sintetizando QDs de cadmio y utilizando taurina
como fuente de S no pudo ser llevada a cabo y no se encuentran dentro del andlisis del
presente trabajo. El desarrollo de dicha investigacién podra ser abordado en futuros
proyectos y permitira entender de mejor manera las diferencias en la respuesta a cadmio
entre ambas fuentes de S. No obstante, es de esperar que gran parte de la respuesta a
cadmio utilizando taurina como fuente de S pueda ser entendida con las simulaciones aqui
planteadas, dado que las respuesta encontradas en el objetivo 2.1 fueron muy similares y el
mecanismo de generacion de HzS a partir de taurina converge en la reduccién del sulfito al

igual que en el caso del sulfato.

Histogramas de tenencia de flujos metabdlicos

Ruta de las pentosas fosfato

GEPDHZr PGL GHD RPE RP
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Figura 14. Histogramas de tendencia de flujos metabdlicos en condiciones de biosintesis de
QDs de CdS mediante analisis de MCMC. En azul se representa la tendencia o histograma para
flujos metabdlicos de E. coli MG1655 en ausencia de cadmio en medio M9 utilizando sulfato como
Unica fuente de azufre a 37 °C y 200 rpm. En rojo se muestran los histogramas para flujos metabdlicos
en presencia de 80 pg/mL de Cd2+ bajo las mismas condiciones de incubacion. En el eje Y se
representa la frecuencia con la que acontece un determinado flujo, mientras que en el eje X se
muestra la magnitud o valor del flujo (mmol/gDW h). La nomenclatura de las reacciones se encuentra
detallada en la seccion del Anexo “Reacciones MCMC” al final de este trabajo.
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Modelo del metabolismo del sulfato en condiciones de
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Figura 15. Efecto del cadmio en flujos metabdlicos en condiciones de biosintesis de QDs de CdS
en E. coli. a, efecto del Cd2+ sobre el metabolismo central de E. coli en condiciones de biosintesis de
QDs de CdS. b, toxicidad de Cd2+ en E. coli en condiciones de biosintesis de QDs de CdS. ¢, efecto del
Cd2+ sobre el metabolismo del sulfato en condiciones de biosintesis de QDs de CdS. La figura a,
corresponde, en su totalidad a reacciones simuladas mediante el toolbox COBRA para el software
Mathlab mediante muestreo MCMC. Por otra parte b y ¢, presentan solo algunas reacciones modeladas

(flechas punteadas) y el resto de las reacciones fueron incorporadas por evidencia empirica de aumento
en la actividad enzimatica o expresion génica descrita en literatura.
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Objetivo 3.- Evaluacion de la biosintesis de quantum dots de CdS en E. coli
utilizando taurina como fuente de azufre.

3.1.- Evaluacion del efecto de la taurina como fuente de azufre en la biosintesis de
quantum dots de CdS en E. coli.

Para poder evaluar el efecto de la taurina como fuente de S en la sintesis de QDs, se
realizaron experimentos de biosintesis en cultivos de E. coli BW25113 en presencia de
taurina o sulfato con Cd?* 5 y 10 pg/mL. Basados en los resultados mostrados
anteriormente (Figura 10c), se decidio6 evaluar la aparicion de fluorescencia en los cultivos
luego de 12 h de incubaciéon con el metal. La Figura 16a muestra los resultados para
experimentos de biosintesis en cultivos con taurina como fuente de S. En ellos se observd
aparicion de fluorescencia color cian (celeste) a las 12 h de tratamiento con el metal para
los cultivos con 5y 10 pg/mL. A distintos tiempos el color de emision vari6é desde verde a
rojo, alcanzando a las 24 y 36 h colores amarillos y rojizos, respectivamente. Estos
resultados son sumamente interesantes, pues indican la capacidad de sintetizar una amplia
gama de colores de NPs utilizando concentraciones bajas de cadmio y por primera vez,
utilizando taurina como fuente de S. Por otra parte, cabe sefialar que la fluorescencia
encontrada no se aprecia en los cultivos antes del tratamiento, ni en los cultivos sin tratar,
por lo que la fluorescencia esta asociada plenamente al tratamiento con el metal.
Finalmente, en la Figura 16b se muestran los resultados para el ensayo de
biosintesis utilizando sulfato como fuente de S. Al igual que en la Figura 16a, en ambas
condiciones se biosintetizan QDs. Sorprendentemente, al tratar el cultivo con 5 pg/mL de
Cd*2 se observé una fluorescencia verde a las 12 h lo que difiere de los resultados
anteriores, aun mas, a medida que el tiempo avanza no se aprecié un cambio en el color de
emisién como si ocurre en la biosintesis con taurina, lo que puede deberse a la formacion
de NPs distintas o a procesos de produccion diferentes. Cuando el cultivo es tratado con el
doble de la concentracion del metal si se observa cambios en los colores de emision, la que
finalmente se pierde luego de 36 h de incubacién, fenémeno que no ocurre en el

tratamiento con taurina.
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Figura 16. Biosintesis de QDs de CdS. a, pellets de cultivos de E. coli en medio M63 con taurina
1 mM. b, pellets de cultivos de E. coli en medio M63 con sulfato 1 mM. Los tratamientos de los
cultivos en ambos casos correspondieron a: sin tratar (control) y con 5 0 10 pg/mL de Cd?+ Las
muestras fueron centrifugadas y expuestas a luz UV (Aex 365 nm). Las alicuotas fueron tomadas
luego de 0, 12, 16, 20, 24 y 36 h de exposicion al metal. Los cultivos fueron tratados en fase
exponencial (DOs00 0,4 - 0,5),
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3.2.- Evaluacion del rol del H,S y COSV en la biosintesis de quantum dots de CdS en
cultivos de E. coli utilizando taurina como fuente de azufre.

Las vias de generacién HzS a partir de sulfato y taurina difieren, por lo que se
decidié determinar la generacion de H2S en ambos casos para ver si dan cuenta de las
diferencias encontradas durante la biosintesis. Para esto, se detect6 H2S en cultivos de E.
coli en presencia de cisteina, metionina, sulfato o taurina como fuentes de azufre. La
cisteina ha sido descrita en procesos de biosintesis como una fuente eficaz para la
generacion de Hz2S (Bai y cols., 2009) por lo que fue utilizada como control positivo de la
reaccion. Por otra parte, la metionina se relaciona con la generaciéon de MeSH, por lo que
fue utilizada como control negativo del fendmeno [26,22]. Los resultados obtenidos para
cisteilna muestran una eficiente liberacion de H2S (Figura 17), mientras que en el caso de
metionina no existe liberacion de sulfuro, lo que tampoco ocurre en el caso de la taurina.

Interesantemente, con sulfato existe una leve generacioén de H2S (precipitado gris).

E. coli

Control

Cys Met Sulfato Tau

Figura 17. Deteccion de Hz2S generado en cultivos de E. coli por el método de acetato de plomo.
Cultivos de E. coli crecidos hasta fase exponencial (DOeoo 0,6) fueron centrifugados (5.000 rpm, 10
min) y suspendidos en medio M63 suplementado con Cisteina (Cys), Metionina (Met), Sulfato o
Taurina (Tau) 1 mM como unica fuente de S. Los cultivos fueron incubados a 37 °C durante la
noche en tubos Eppendorf sobre los que se deposité papeles embebidos con acetato de plomo
(asegurando la exposicion del papel con el headspace del cultivo). El control corresponde a medio
M63 con cada fuente de azufre sin inocular para evaluar la generacion de HzS del medio.
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Estos resultados sugieren en primera instancia que la generacion de NPs en cultivos con
taurina, no depende de la produccién de HzS, lo que implica necesariamente un mecanismo
de sintesis distinto a lo hasta ahora expuesto o la sintesis de un tipo de NP diferente. Una
posibilidad seria la presencia de otros compuestos sulfurados en la formacién de NPs de
cadmio, pues si bien en ambas fuentes de S (taurina y sulfato) existe sintesis de NPs, los
niveles de H2S para el caso de taurina no fueron detectables, lo que ha sido comunicado
utilizando metodologias menos sensibles [59,40].

Dado que no existe liberacion de H2S en presencia de taurina, se evalud la
generacion de COSV en condiciones de biosintesis para determinar su relevancia, como
fuente de sulfuro en la sintesis de NPs de CdS, dicho objetvo fue realizado en colaboracién
con el laboratorio de quimica en la “Sam Houston State University” a cargo del profesor
Thomas G. Chasteen. Para esto, cultivos de E. coli BW25113 conteniendo taurina o sulfato
fueron incubados en tubos sellados para el andlisis del cabeza espacio o “headspace”
bacteriano. El sello (septum) de los tubos fue perforado para la recoleccién de las muestras
y estas fueron analizadas mediante SCD-GC. A las 24 h de incubacién se determiné un pico
Unico a 4,5 min tanto para taurina como para sulfato, el que correspondi6 a di-metil sulfuro
(DMS) (Figura 18a). La identidad de este pico fue confirmada utilizando un estandar
comercial como control. Se determinaron los ng de DMS producidos por ambos cultivos
tratados con distintas concentraciones de taurina o sulfato utilizando curvas de calibracién
del compuesto (Figura 18b). Los ng de DMS producidos son mostrados en la Figura 18c,
donde se observé un comportamiento de saturacion para la generacion de DMS
dependiente de la concentraciéon de la fuente de S utilizada. Interesantemente se
observaron valores mayores de produccion de DMS cuando taurina fue utilizada como
fuente de S. Los valores maximos de produccion de DMS encontrados fueron 82,7 ng/DO0so0
para taurina 2 mM y de 47 ng/DOsoo para sulfato 1 mM. Como lo ensayos previos de
sintesis de QDs fueron desarrollados a una concentraciéon de 1 mM, lo que coincide con la
maxima producciéon de DMS para sulfato, se utilizé dicha concentracién en los ensayos de

identificacion de DMS en condiciones de biosintesis.
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Para esto, se repitié la determinacion de DMS pero esta vez en cultivos tratados durante la
fase exponencial de crecimiento utilizando concentraciones de Cd?* desde 0 a 60 pg/mL.
Los resultados muestran que los ng de DMS disminuyen a medida que aumenta la
concentracion del metal, tanto para cultivos suplementados con taurina como con sulfato

(Figura 18d). Estos resultados indican una relacion entre la generacion de DMS y el estrés
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Figura 18. Generacion de compuestos organosulfurados volatiles (COSV) en condiciones de
biosintesis de QDs de CdS en E. coli. a, cromatogramas de headspace de cultivos de E. coli
crecidas en M63 con taurina y sulfato 1 mM. b, curva de calibracion de DMS. Se evalué la intensidad
de sefal generada para un estandar comercial de DMS variando la masa por inyeccién de 24 ng
hasta 100 ng. El R2 encontrado fue de 0.97. ¢, cuantificacion de DMS (ng) en el headspace de
cultivos de E. coli en M63 usando taurina (e) o sulfato (®) a 0, 0.25, 0.5, 1, 2 0 4 mM. d,
cuantificacion DMS (ng) en cultivos de E. coli en M63 con taurina (e) o sulfato (®) 1 mM, en
presencia de 0, 10, 15, 30 o 60 yg/mL de Cd2+. La adicion del metal fue realizada durante la fase
exponencial del crecimiento (DOsqo 0,4 - 0,5). La deteccion de los compuestos volatiles fue realizada
mediante SCD-GC segun lo descrito en Materiales y Métodos. Los ng de DMS fueron normalizados
por el valor de la DOggo de cada cultivo al momento de la toma de la muestra.
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por cadmio durante la sintesis de NPs, fendmeno no descrito a la fecha. Esto puede ser
consecuencia de una interacciéon directa del metal con el DMS o con un precursor de la

sintesis de este compuesto volatil.

Para evaluar el rol de otros COSV en la biosintesis de NPs de CdS, se realizé analisis
de headspace de cultivos de E. coli BW25113 en medio LB. En este medio de cultivo la
biosintesis de NPs ya ha sido descrita por nuestro grupo de investigacion [24,25]. Para esto,
cultivos de E. coli crecidos en LB hasta fase exponencial fueron tratados con
concentraciones de Cd?* de 0 a 60 pg/mL y el headspace de los cultivos fue analizado. Los
resultados muestran un aumento en la generacién de ng de COSV respecto a lo observado
en medio M63. Entre las especies identificadas se encontr6 MeSH, DMS y DMDS a 2,5, 4,5y
8,7 min, respectivamente (Figura 19a). Los cultivos de E. coli tratados con el metal
presentaron una disminucién parcial o total de MeSH, mientras que los picos de DMS y
DMDS se mantuvieron sin variaciones, lo que sugiere que el MeSH (precursor del DMS) es
la molécula con la que interaccionaria el metal (Figura 19a a 19f). Finalmente, se evalud la
fluorescencia de los cultivos tratados con cadmio en medio LB (Figura 19g) y se encontré
que so6lo en los tratamientos con 10, 20 y 60 ug/mL de Cd?* existe fluorescencia verde al
momento del andlisis del headspace, lo que indica la generacion de NPs de CdS.
Coincidentemente, en dichas condiciones no se detecté liberacion de MeSH lo que permite
concluir que en un medio rico como el LB también existe una relacion entre la generacion

de COSVy la sintesis de NPs.
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Figura 19. Analisis del cabeza espacio o “headspace” de cultivos de E. coli crecidos en medio LB
en condiciones de biosintesis de QDs de CdS. a - f, cromatogramas de headspace de cultivos de
E. coli crecidos en LB en presencia de 0, 2.5, 5, 10, 20 y 60 pg/mL de Cd2+, respectivamente. MeSH, DMS
y DMDS corresponden a los picos para metanotiol, dimetil sulfuro y dimetil disulfuro respectivamente. La
deteccion de los COSV fue realizada mediante SCD-GC luego de 16 h de incubacion con el metal a 37 °C.
g, fluorescencia de los cultivos tratados con 0, 2.5, 5, 10, 20 y 60 yg/mL de Cd?*. El metal fue adicionado
en fase exponencial (DOspo 0.4 — 0.5).
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Objetivo 4.- Purificacion y caracterizacion de quantum dots de CdS sintetizados
en E. coli usando taurina como fuente de azufre.

Se estudid las propiedades espectroscdpicas, el tamafio y ubicacion celular de las particulas
producidas para confirmar la sintesis intracelular de QDs de CdS. Para esto, se obtuvo
fracciones purificadas de QDs biosintetizados luego de 0, 12 y 24 h de tratamiento de E. coli
con cadmio usando taurina como fuente de S.

El espectro de absorbancia (Figura 20a) presentd una perturbacion en el patrén de
las muestras expuestas a cadmio entre las longitudes de onda (A) de 330 a 400 nm,
exhibiendo un caracteristico de QDs de CdS biosintezados [25,20]. Por otra parte, el
espectro de emision de fluorescencia (Figura 20b) mostré un maximo de A de emisién a
500 nm luego de 12 h de exposicion al metal, lo que corresponde a NPs con un color de
emision verde y de 540 nm luego de 24 h de incubacién, correspondiente a NPs con un
color de emisién amarillo. El desplazamiento en la Amax de emisién de fluorescencia segun
el tiempo de incubacién con el metal, es sefial de un aumento en el tamafio de la NP, lo que
corresponde a la formacién de QDs. Por otra parte, el espectro de excitacién en la Figura
20c mostr6 una A max de excitaciéon a 360 nm tanto para las NPs verdes como amarillas, lo
que coincide con lo descrito en literatura para los maximos de excitacién en QDs de CdS
(350 a 470 nm) con rangos de emision de fluorescencia en el espectro visible [13]. Para el
analisis del tamafio de las NPs se realizaron ensayos de DLS (Figura 20d). NPs purificadas
de un cultivo de E. coli luego de 24 h de incubacion con 10 pg/mL de cadmio, presentaron
un indice de polidispersidad (PdI) cercano a 0,59, lo que indica la presencia de una
distribucidn de tamafio poblacional monodispersa [60]. Este resultado sugiere un grado de
control sobre el proceso de sintesis, permitiendo avanzar a la mayoria de semillas de los
nanocristales en forma coordinada al interior de la célula hasta alcanzar un tamafo
especifico. El tamano determinado para los QDs fue de 6,9 nm, lo que coincide con lo
descrito en literatura para QDs sintetizados en microorganismos y confirmando que E. coli
puede generar NPs fluorescentes a partir de cadmio utilizando taurina como Unica fuente

de S [23-25].
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Figura 20. Caracterizacion espectroscoépica y determinacion de tamano de NPs biosintetizadas en
cultivos de E. coli utilizando taurina como fuente de S. a, espectro de absorbancia de NPs
fluorescentes extraidas de un cultivo de E. coli en M63 con 1 mM de taurina luego de 12y 24 h de
incubacién con Cd2+ 10 ug/mL. b, espectro de emision de fluorescencia de NPs sintetizadas a las 12 y 24
h. Se utilizo una A de excitacién de 360 nm, registrando valores de Amax de emisiéon en 500 y 540 nm
para las NPs sintetizadas a las 12 y 24 h, respectivamente. ¢, espectro de excitacion de fluorescencia de
las NPs sintetizadas a las 12 y 24 h. d, dispersién dinamica de la luz de QDs sintetizados por E. coli en
M63 usando taurina como fuente de S en presencia de 10 pyg/mL de Cd2+. Luego de 24 h de incubacion
con el metal las células fueron lisadas y las NPs purificadas. Las muestras fueron sonicadas previo a la
determinacion de la distribucién de tamafio. Se obtuvo un indice Pdl de 0,58 mediante el promedio de tres

mediciones.
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Interesantemente, la produccion de NPs con una distribucion de tamafio monodispersa se
encuentra asociada a procesos de sintesis intracelulares [4]. Sabiendo esto, se decidi6
estudiar la ubicacién de las NPs por microscopia confocal en cultivos de E. coli en
condiciones de biosintesis. Para ello, se utilizd cultivos tratados con 10 pg/mL de Cd?*
luego de 12 h de incubacién con el metal. La Figura 21 corresponde a las fotografias por
microscopia confocal obtenidas para las muestras excitadas utilizando un laser de luz UV a
400 nm y filtros para el rango de emisién de fluorescencia visible, seleccionando sélo las
sefales generadas por los QDs y disminuyendo la auto-fluorescencia asociada a moléculas
organicas. En la figura se observa una morfologia celular tipica, sin alteraciones o secreciéon
de material. La fluorescencia se aloja principalmente en los polos de las células lo que
indicaria una sintesis intracelular y explicaria el alto grado de orden en la distribucién de

los tamarfios encontrados.

Figura 21. Microscopia confocal. Cultivos de E. coli usando taurina como fuente de S fueron
tratados con cadmio (10 yg/mL Cd2+) durante 12 h, centrifugados y suspendidos en un buffer
PBS (pH 7,2). Las células fueron depositadas sobre agarosa de bajo punto de fusion para
analisis de microscopia de fluorescencia usando una fuente de luz UV 400 nm vy filtros de
emision para el fluoréforo de referencia DAPI.
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Discusion

En la actualidad, existe la necesidad de encontrar un método eficiente y de bajo
costo de sintesis de QDs para ser utilizado en la industria, lo que abre la puerta a métodos
no convencionales como aquellos que involucran el uso de microorganismos [3]. Poco se
conoce entre los mecanismos celulares involucrados en la sintesis biol6gica de NPs. De
hecho, en uno de los modelos mas estudiados a la fecha (sintesis de QDs de CdS en E. coli)
se desconocen los compuestos sulfurados especificos que participan del proceso [19,23].
Ahora bien, se ha descrito que tanto los mecanismos de produccién, como los compuestos
sulfurados generados por E. coli son especificos para ciertas fuentes de S, de ahi la
importancia de estudiar el metabolismo asociado a fuentes de S no convencionales [26].
Helbig y cols. (2008) demostraron durante el estrés por cadmio un aumento importante en
la expresion de los genes del operdn tauABCD responsable de la asimilacion de S a partir de
taurina, lo que sugiere el uso de taurina como una alternativa a otras fuentes de S para E.
coli durante el estrés por el metal, pudiendo favorecer la biosintesis de NPs [35]. Por otra
parte, se desconocen los compuestos sulfurados derivados del metabolismo de taurina, lo
que también es interesante para la sintesis de nuevos tipos de NPs. Basado en lo anterior se
decidi6 evaluar el rol de taurina como fuente de S durante el estrés por Cd2+* en la sintesis

de QDs de CdS en E. coli.

Interesantemente y a pesar del aumento en la expresion del operon tauABCD
descrito durante el estrés por cadmio, la respuesta de E. coli no present6 un aumento en la
tolerancia del cultivo frente al metal al utilizar taurina como fuente de S. No se hallaron
diferencias en la CIM (20 pg/mL), cambios en las curvas de crecimiento ni variaciones
significativas en las UFC luego del tratamiento con el metal utilizando taurina o sulfato
como fuente de S (Figura 11). Estos resultados sugieren que la tolerancia al metal no varia
al utilizar ambas fuentes de S y por lo tanto, E. coli es capaz de responder de manera similar
utilizando taurina o sulfato durante el estrés por cadmio, por lo que las diferencias en la
sintesis de NPs podrian no estar relacionadas directamente con la tolerancia al metal sino
que posiblemente, con los metabolismos asociados al uso de cada fuente de S. Como una

primera aproximacion al efecto de la sintesis de QDs de CdS sobre los flujos metabdlicos,
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usamos el analisis de balance de flujos sobre un modelo metabdlico modificado, que
representa la produccién de QDs como el “drenaje” de H2S que depende del consume de
cadmio. Lamentablemente, las simulaciones s6lo pudieron realizarse para sulfato debido a
que por impericias técnicas el uso del reactor se vio limitado. No obstante, los resultados
seflalan un efecto importante sobre rutas de gran relevancia para la sintesis de QDs
utilizando taurina como fuente de S y seran evaluadas experimentalmente a futuro. Para
realizar las simulaciones se determinaron parametros experimentales necesarios para
restringir el espacio de flujos posibles en el metabolismo de E. coli. Una de las primeras
tareas fue escalar el proceso de sintesis utilizando un reactor para cultivos microbiolégicos
donde se evaluad la generacion de biomasa en el tiempo y la tasa de crecimiento. Al escalar
el proceso de sintesis de QDs a un volume de 1500 mL, existen distintas consideraciones
que modifican tanto la tolerancia al metal como la tasa de crecimiento (Figura 13a).
Shiloach y cols. (2005), plantearon la importancia de la transferencia de oxigeno hacia el
cultivo como un factor limitante en el escalamiento de procesos bioldgicos [61]. En dicho
trabajo se mostr6é cémo al mejorar los sistemas de aireacion en cultivos de E. coli utilizando
glucosa como fuente de carbono y utilizando oxigeno puro en vez de aire, tanto el
rendimiento de biomasa generada por unidad de oxigeno consumido como la tasa de
crecimiento aumentaban. Justamente, los resultados exhibidos en las Figuras 12 y 13a,
muestran una disminucion en la reduccion de la tasa de crecimiento, pasando de una
disminucion del 55% a tan solo un 30%, cuando el cultivo es tratado con la misma
concentracion de cadmio pero el sistema de incubacion varia. Estos resultados pueden ser
explicados producto de una mejora en el sistema de agitacion y la tasa de oxigenacion del
cultivo en reactor, lo que permitié6 aumentar el crecimiento tanto en la condicién control,
como en el cultivo tratado con cadmio. No obstante, el efecto nocivo del metal se mantuvo,
disminuyendo la tasa de crecimiento a un 70% respecto del valor control. Por otra parte los
resultados de la biosintesis en reactor muestran generacién de NPs a partir de las 2 h de
incubacion con el metal (Figura 13b), lo que constituye un sistema de produccién biolégica
de QDs a mayor escala; si bien queda mucho por estudiar en funcién de la optimizacién de
la biosintesis en estos modelos de cultivo, existe una mejora en los tiempos de sintesis
respecto a lo descrito en literatura [19,23]. Estos resultados abren la puerta a distintas

ventajas producto del uso de bioreactores, como por ejemplo, el suministro de sustratos de
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manera constante para la prolongacion del cultivo en un cierto estadio metabdlico,
pudiendo lograr sintesis de NPs con propiedades especificas o mantener un cultivo
continuo en virtud de aumentar la eficiencia en la produccidn, lo que acerca a la biosintesis
de NPs a convertirse en una alternativa real y de bajo costo para la produccién a gran
escala de QDs.

Por otra parte, las simulaciones de tendencia de flujos metabélicos mediante MCMC,
predijeron un aumento en la magnitude de los flujos asociados al CAT. En particular las
actividad de la reacciones catalizadas por las enzimas aconitasa y la fumarasa presentaron
un importante aumento de sus flujos (Figura 15a). Dado que en el CAT ocurre pérdida de
carbon como COz, la disminucién del rendimiento de biomasa y el rendimiento de acetato
por mol de glucose consumida, puede ser explicada por una gran produccién de CO:2
producto del incremento del flujo en CAT. Por otra parte, se ha demostrado que aconitasa y
fumarasa son reguladas a nivel transcripcional, mostrando una gran sensibilidad durante el
estrés por ROS [35,56]. Por lo que el increment en CAT también es coherente con un evento
de estrés oxidativo durante la sintesis de NPs de CdS. Esta coincidencia no puede ser usada
para sugerir la ocurrencia de dicho evento, pues no estd siendo modelado en la matriz
estequiométrica de E. coli. En nuestro modelamiento, todos los efectos observados
debieran ser consecuencia principalmente del drenaje de H2S por la reaccion (1)
introducida en el modelo. Estas predicciones coinciden con los resultados de Helbig y cols.
(2008), donde se determin6 un aumento en la expresion de los genes que codifican para
algunas de las enzimas del CAT (entre ellas la aconitasa A y la fumarasa C) luego de
exponer cultivos de E. coli a cadmio [35].

Por otra parte, en la literatura se ha descrito un importante aumento del contenido
de tioles intracelulares de bajo peso molecular destinados a la reparacion de enlaces di-
sulfuro en proteinas oxidadas por efecto del cadmio, encontrandose entre ellos, la
tioredoxina [35]. Esto coincide con nuestra prediccién, donde existe un aumento de la
actividad TRDR utilizada en la restauracién del “pool” de tioredoxina reducida,
permitiendo de esta manera responder al efecto nocivo del metal (Figura 15b). Quizas, la
mayor diferencia con lo descrito en literatura durante la respuesta de estrés por cadmio, es
la disminucién en los flujos de la enzima CYSS (Figura 15c), responsable de la sintesis de

cisteina, la que durante el estrés por cadmio presenta un incremento en su expresion
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producto del aumento en la generacién de su regulador transcripcional CysB [35]. Lo que
concuerda de manera global con la disminucién en la velocidadn de produccion de acetato
determinada experimentalmente, ya que éste, corresponde a un producto de la reaccion de
la generacion de cisteina. Por otra parte, como se mension6 anteriormente, existe una
disminusién en la biomasa final generada, lo que concuerda con una disminucién de
generacion de cisteina para ser incorporada en proteinas. Finalmente, el aumento del flujo
de produccién de HzS, sugiere que parte del sulfuro producido estaria siendo destinado a la
generacion de QDs de CdS y no a la sintesis de cisteina, que es el principal mecanismo,
implicito en nuestro modelamiento para el efecto de cadmio sobre la disminucion de la tasa

de crecimiento (Figura 15c).

Ya que durante el estrés por cadmio utilizando taurina o sulfato como fuentes de S
existe una respuesta similar y que las simulaciones de flujos metabdlicos predijeron un
aumento en la generacion de Hz2S por SULFRi durante el fenomeno de biosintesis, lo que
podria ser un mecanismo de sintesis para NPs en E. coli utilizando taurina, se comparé la
biosintesis de QDs de CdS utilizando ambas fuentes de S. Interesantemente, se encontré
generacion de QDs luego de 12 h de incubacion con el metal al utilizar taurina como fuente
de S (Figura 16a). Una posible explicacion es la acumulacién de los componentes de la NP a
lo largo del crecimiento hasta alcanzar una concentracion critica, punto en el que se
generan las semillas y comienza el crecimiento de las nanoestructuras. Sweeney y cols.
(2004) registraron un aumento en la concentracion de GSH y S-2 intracelular en cultivos de
E. coli sintetizando nanocristales de CdS a partir de una sal de CdClz y NazS [23]. En dicho
trabajo se relacion6 la acumulacién de GSH y S-2 con la eficiencia de la sintesis de NPs en las
distintas fases del crecimiento, encontrando que durante la fase exponencial tardia existiria
un aumento en el rendimiento de sintesis producto de la acumulacién de S-2. Seguramente,
en la generacion de NPs utilizando taurina como fuente de S ocurre algo similar, E. coli va
degradando la taurina y acumulando distintas fuentes de sulfuro. Por otra parte, entre la
sintesis utilizando sulfato o taurina no se encontré diferencias significativas salvo la
capacidad de diferenciar de mejor manera los colores cuando taurina es la fuente de S,

encontrando una variacién bien definida desde celeste hasta rojo (Figura 16b). No
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obstante, los tiempos de sintesis son similares lo que sugiere un mecanismo comun para la
generacion de NPs.

Una posibilidad es que la sintesis en presencia de ambas fuentes de S esté asociada a
la generacion de H2S como se predijo en las simulaciones de flujos metabélicos, pero los
resultados indicaron que E. coli no genera este compuesto utilizando taurina, mientras que
pequeiias cantidades fueron encontradas para sulfato (Figura 17). Esto sugiere en primera
instancia que la sintesis de QDs utilizando taurina no avanza a través de la generacién de
H2S, o por lo menos, la presencia de éste no seria indispensable para el fendmeno. Cabe
seflalar que la via de generacion de H2S desde ambas fuentes corresponden a vias
asimilativas, lo que quiere decir que es incorporado a la biomasa del cultivo y por tanto no
se puede descartar que parte de ese sulfuro sea secuestrado por el metal para la formacién
de la NP, afectando el crecimiento y haciéndolo indetectable para nuestra metodologia.
Ahora bien, la deteccién de H2S mediante precipitacion por acetato de plomo corresponde a
uno de los métodos con menor limite de deteccién descritos a la fecha; si bien no es una
metodologia cuantitativa, ha sido utilizada en microbiologia ampliamente producto de su
alta sensibilidad a concentraciones trazas del compuesto [62-65], por lo que de existir la
generacién de H2S durante la biosintesis de QDs de CdS en E. coli utilizando taurina como

fuente de S, estaria ocurriendo en muy bajas concentraciones.

Otra posibilidad de mecanismo comun entre ambas fuentes de S corresponde a la
generacion de COSV. De los resultados del analisis de headspace de cultivos de E. coli
utilizando taurina o sulfato sélo se identifico la generacion de DMS (Figura 18a). Cuando
taurina es utilizada como fuente de S la produccion de dicho gas aumenta respecto al
cultivo utilizando sulfato (Figura 18c), lo que explicaria las diferencias en los colores de
fluorescencia encontrados en la biosintesis. Ademas, se demostré que los niveles de dichos
compuestos disminuyen ante la presencia de cadmio, ya sea porque éste afecta los
mecanismos involucrados en la generacion de DMS, interactuando con los precursores
involucrados en la sintesis de este compuesto, afectando las enzimas involucradas en los
pasos de sintesis o porque el cadmio estaria interactuando directamente con el DMS
(Figura 18d y 22). Uno de los precursores del DMS es el MeSH, el que en condiciones de

biosintesis también present6 una disminucién en sus niveles (Figura 19 a-f), lo que permite
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suponer que la generacion de DMS se veria afectada producto de una disminucion del
MeSH por un efecto del cadmio rio arriba en la generacion del DMS (Figura 22). Por otra
parte, estos resultados abren la discusion al uso de otras fuentes de sulfuro distintas del
H2S, dado que el uso de taurina o sulfato limitan la generacién COSV, es factible que otros
compuestos como la cisteina o la metionina pudiesen generar COSV especificos
favoreciendo la generacién de NPs. A la fecha, no se comprende en su totalidad los
mecanismos de generacion de estos compuestos en E. coli, por lo que tratar de entender los
procesos enzimaticos que regulen dichas rutas ayudaria a dilucidar el rol de la generacién
de COSV en la biosintesis de QDs de CdS (Figura 22). AUn mas, estos resultados enfatizan la
relevancia del metabolismo del S asociado a la generacién de NPs y aportan en el
entendimiento de los mecanismos celulares que dominan el fenémeno de biosintesis,
ayudando a convertir a este tipo de metodologias en un modelo simple y eficiente de

produccion de QDs.

Finalmente, se purificé y caracterizé los QDs producidos por E. coli utilizando
taurina como fuente de S. Se desarroll6 un método de purificacién simple y de bajo costo. El
alto grado de purificacidon obtenido para las muestras se observo en los resultados de las
caracteristicas espectrocdpicas obtenidas, donde se evidencié perfiles sin perturbaciones

atribuibles a restos de materia organica (Figura 20a).

De los resultados de las caracterizaciones espectroscépicas se obtuvo un patréon de
absorbancia tipico de NPs metalicas [2]. Para NPs de CdS se han descrito patrones de
absorbancia con una frecuencia de oscilacion a longitudes de onda cercanos al UV (350-
470) [66]. Interesantemente, los resultados concuerdan con dicha descripcion, mostrando
la capacidad de ser excitadas entre 350 hasta 400 nm. Esto resulta sumamente relevante si
se piensa en implementar el uso de estas NPs en la fabricacion de paneles solares
sensibilizados por QDs. En los ultimos afios, gran parte de las publicaciones relacionadas
con el aumento o mejora de la eficiencia de celdas solares se han volcado hacia la
sensibilizacion de estos sistemas [67]. Entre los trabajos mas relevantes destaca el de Liy
cols. (2011) donde utilizaron QDs de CdS, dada su alta capacidad de absorber luz visible

para sensibilizar superficies/materiales semiconductores con un amplio “band gap”
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(distancia entre la banda de valencia y la banda de conductancia), aumentando la capacidad

de transferir electrones [8].

Por otra parte, los perfiles de fluorescencia coinciden con lo descrito en literatura
para sintesis de QDs de CdS, encontrando un corrimiento en la longitud de onda de emision
cuando el tiempo de incubacién aumenta y una mantencién en la longitud de onda de
excitacion para las NPs [19,23,66]. Esto sugiere que los QDs sintetizados son utilizables
como marcadores en sistemas bioldgicos, dado que son excitables a longitudes de onda
superiores a 400 nm pueden ser estimulados para generar un marcaje fluorescente sin
dafar tejido organico, lo que es altamente deseado para ser utilizado como marcador en
sistemas biol6gicos durante procesos de monitoreo in vivo [9]. Si bien falta evaluar el grado
de toxicidad asociado a este tipo de NPs, la baja concentracién del metal utilizada para su
sintesis, lo que sumado al posible recubrimiento de las NPs producto de un proceso de
sintesis bioldgica, no seria extrafio encontrar altos grados de biocompatibilidad [18].

A continuacioén se logré demostrar en las fracciones purificadas la presencia de NPs
de un tamafio aproximado de 6,9 nm con un alto grado de monodispersidad. Sweeney y
cols. (2004). reportaron la generacidon de QDs de CdS en E. coli con tamanos entre los 2 a
los 5 nm, mientras que Mi y cols. (2010) informaron de la sintesis de QDs de CdS, también
en cultivos de E. coli, de 6 nm aproximadamente [19,23]. Asi, nuestros resultados coinciden
con lo descrito en literatura, confirmando la sintesis de QDs de CdS. En ambos trabajos la
sintesis ocurrio de manera intracelular, lo que explicaba el alto grado de monodispersidad
encontrado [4,19,23]. Esto resulta interesante pues sugiere un grado de control sobre el
proceso de formacion del cristal lo que posiciona a los sistemas biolégicos como
alternativas reales para la sintesis de NPs para su uso en sistemas optoelectrénicos, donde
el grado de monodispersidad de las NPs es sumamente necesario [67,68]. Entre mas
homogénea sea la forma y tamafio de las NPs utilizadas en la sensibilizacién de paneles
solares, mas eficiente resulta el proceso de transferencia de electrones hacia el electrodo
[67,68]. De existir una muestra heterogénea en tamafio y forma, las energias de excitacion
de los electrones diferirian entre nanoparticulas y el proceso de transferencia no seria
lineal hacia el electrodo [68], por lo que la obtenciéon de muestras monodispersas presenta

una serie de ventajas frente a otros métodos de sintesis.
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Finalmente, los resultados de los estudios por microscopia confocal sugieren la
acumulacion de las NPs al interior de la célula, especificamente en los polos de ésta. Estos
resultados son interesantes, pues el alto grado de monodispersidad de la muestra se
correlaciona con un proceso de sintesis intracelular, lo que ya ha sido descrito en otros
trabajos de sintesis de NPs en sistemas biolégicos [4,19,23]. El hecho que se localicen en los
extremos de la célula abre la pregunta a qué procesos fisiolégicos estarian siendo
desarrollados en dicha zona y de qué manera el control de estos procesos afectan a la

formacion o liberacion de las NPs facilitando las metodologias de purificacién.

Estos resultados indican un proceso de biosintesis intracellular de QDs de CdS en cultivos
de E. coli utilizando taurina como fuente S, con un alto grado de monodispersidad y por
tanto con una alta potencialidad de ser utilizados en la industria, lo que a diferencia de

otros modelos de biosintesis no habia podido ser conseguido [4,68].
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1. Expulsién de Cd?+, transportador ZntA
2. Incorporacién de Cd2+, transportador MntH.
3. Incorporacion de taurina, transportador TauABC
aaal| 4. Actividad taurina dioxigenasa por TauD.
Al 5. Generacion de H2S por SULRi.
Y| 6. Difusion de HS al headspace bacteriano.
7. Interaccién de H2S con Cd2+.
8. Formacion de COSV.
. Sintesis de cisteina por cisteina sintasa.
. Generacion de H.S por cisteina desulfhidrasa.
. Biosintesis de metionina.
. Degradacion de metionina a COSV.
. Interaccién de COSV con Cd?+.
. Formacién de CdS.
. Formacién de QDs.
. Difusion de COSV al headspace bacteriano.
. Biosintesis de GSH.
. Estabilizacion de CdS por GSH.
. Incorporacién de cisteina a proteinas.
. Generacion de biomasa.
?. Reaccién propuesta

Figura 22. Biosintesis de QDs de CdS utilizando taurina como fuente de S. Rutas metabdlicas
implicadas en la sintesis de QDs de CdS utilizando taurina como fuente de S. Las flechas punteadas
representan reacciones existentes y propuestas (?), las flechas de color negro representan reacciones
sin evidencia de cambio de flujo. Las flechas de color rojo representan reacciones con evidencia de
disminucién de su flujo y las flechas azules representan reacciones con evidencia de aumento de flujo.
Como evidencias de variaciones en los flujos de reacciones se consideraron las predicciones por MCMC

y/o evidencia directa descrita en literatura.
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Conclusion.

En el presente trabajo hemos podido determinadar que:

E. coli sintetiza NPs fluorescentes de cadmio junto con mantener su crecimiento utilizando

taurina y sulfato como tnica fuente de S.

Durante el estrés por cadmio en la sintesis de NPs no existen diferencias apreciables en la

respuesta al metal cuando E. coli utiliza taurina o sulfato como fuentes de S.

Respecto a la biosintesis, existe una mayor definiciéon en los colores de las NPs generadas,
presentando un patrén de emision de fluorescencia caracteristico de QDs cuando taurina

fue utilizada como fuente de S.

Contrariamente a lo esperado, la sintesis de NPs utilizando taurina como fuente de S, no
dependeria de H:S, existiendo una relacidon entre el cadmio y la generacion de COSV,

especificamente MeSH y el DMS.

Las NPs producidas coinciden en sus -caracteristicas espectroscépicas, tamafio y

localizacion celular con QDs de CdS sintetizados biol6gicamente.
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