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RESUMEN

El cianuro es un compuesto muy toxico para los seres vivos ya que forma complejos muy estables con
metales de transicion, esenciales para la funcion de numerosas proteinas. A pesar de su toxicidad, se han
descrito microorganismos que metabolizan cianuro debido a la posesion de estas caracteristicas: una ruta
para su degradacion, un sistema de suministro de hierro (sideré6foros) y una cadena de transporte de
electrones insensible a cianuro. A partir de lodos procedentes del rio Guadalquivir se ha aislado una bacteria
que degrada cianuro en condiciones alcalinas, se ha identificado como Pseudomonas pseudoalcaligenes y se
ha depositado en la coleccion espaiiola de cultivos tipo como CECT5344. El estudio del proteoma de P.
pseudoalcaligenes ha permitido la identificacion de proteinas relacionadas con resistencia a cianuro,
biosintesis de sideréforos y respuesta a estrés general. Otros estudios permitiran evaluar el uso potencial de
la estirpe CECT5344 en la descontaminacion de residuos y de zonas contaminadas con cianuro.

Palabras clave: Alcaldfila, alquil hidroperoxido reductasa, cianotrofos, electroforesis bidimensional (2D), ferritina,
fosforribosil glicinamida formiltransferasa, proteina PIl, proteinas de choque térmico, MALDI-TOF.

Introduccién

El cianuro es una molécula que se encuentra en la
naturaleza en una gran variedad de formas debido
fundamentalmente a las caracteristicas quimicas del
grupo ciano (-C=N). El cianuro puede presentarse como
cianuro libre que comprende las formas de cianuro
molecular (HCN) e iénica (CN’), como cianuros simples
que son las sales del acido cianhidrico, formando
complejos con metales de ftransicion y uniéndose a
sustancias organicas formando los nitrilos. La toxicidad
del cianuro depende de la manera en que se presente; asi
el cianuro libre es un veneno muy potente mientras que
los complejos con metales varian en toxicidad
dependiendo del metal con el que estan ligados y de su
grado de liberacion del mismo por parte de estos
complejos.

El cianuro puede tener un origen natural ya que lo
producen plantas superiores, artropodos, hongos y
bacterias en el proceso denominado cianogénesis. Las
plantas producen glucésidos cianogénicos como defensa
contra herbivoros y patégenos. Las bacterias y los hongos
producen compuestos cianurados para defenderse o
competir contra otros organismos. Sin embargo, la mayor
parte del cianuro se produce por actividades humanas
como la sintesis de nitrilos, nylon, adhesivos, pinturas,
etc. Otra aplicacién industrial del cianuro es la de
extraccion de oro y plata, en los procesos de
galvanoplastia y electropulido usados en la industria
joyera. La liberacion de cianuro por parte de estas
industrias se ha estimado en 2 6 3 millones de toneladas
por afo.
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El cianuro es muy téxico para los seres vivos ya que
interfiere con la funcién de metaloproteinas respiratorias
como la citocromo c¢ oxidasa. Por este motivo los
efluentes derivados de estas actividades industriales se
tienen que someter a tratamiento antes de su descarga al
medio ambiente.

A pesar de su extrema toxicidad, el cianuro es un
compuesto quimico que aparecio en la Tierra primitiva en
las primeras fases de la evolucion quimica y que participd
en la evolucion de las moléculas primordiales. Debido a
esto, algunos organismos vivos han desarrollado
procesos de desintoxicacion, bien para evitar la inhibicion
de la respiraciéon aerobia o para degradar el cianuro a
productos carbonados o nitrogenados inocuos. Se han
descrito bacterias y hongos capaces de degradar cianuro
a través de rutas que utilizan mecanismos enzimaticos de
tipo oxidativo, reductivo e hidroliticos, asi como
reacciones de sustitucion y adicion que implican la
sintesis e hidrdlisis de nitrilos y cianhidrinas. Pero ademas
de una ruta degradativa, un microorganismo cianotrofo
debe presentar un sistema de suministro de hierro, ya que
el cianuro forma complejos con el hierro extremadamente
estables. Para extraer el hierro del medio, los
microorganismos han desarrollado mecanismos muy
eficaces como la sintesis de sider6foros, moléculas
organicas de complejidad variada capaces de unir hierro
con una elevada afinidad, que son liberados al medio y
captados mediante mecanismos de transporte una vez
que han ligado el hierro. Precisamente, una de las
respuestas mas tempranas a la presencia de cianuro es la
biosintesis y liberacion de sideréforos. Por dltimo, un
efecto afiadido de la inhibicién de la citocromo oxidasa
por cianuro es la induccion de estrés respiratorio. La
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resistencia al cianuro por parte de microorganismos
cianotrofos implica la existencia de una oxidasa
alternativa insensible al mismo y ademas, como
consecuencia del bloqueo de la citocromo oxidasa,
también se pueden producir especies reactivas de
oxigeno.

En la ciudad de Coérdoba la industria joyera genera
anualmente 4-5 toneladas de un residuo con un contenido
en cianuro libre de 20 g/L que, ademas, presenta una
elevada concentracion de metales con los que este
compuesto forma complejos de toxicidad variable. Las
normas de la UE son muy estrictas en lo referente a las
industrias que producen este tipo de residuos téxicos. En
la actualidad, la eliminacion de los residuos se esta
llevando a cabo mediante tratamientos fisico-quimicos
que en muchos casos son peligrosos y de bajo
rendimiento. Los tratamientos biolégicos se proponen
como alternativa ya que son de menor coste y no
producen sustancias toxicas.

Para el posible tratamiento biolégico de los residuos
cianurados de la industria joyera en nuestro grupo de
investigacion se aislé una bacteria que asimila cianuro y
que se ha identifcado como  Pseudomonas
pseudoalcaligenes CECT5344. Esta estirpe es alcaldfila y
usa cianato, cianuro libre o en forma de complejos
cianometalicos, nitrilos y otros cianoderivados como
fuente de nitrégeno, desarrollando una respuesta
compleja que implica la induccién de wuna ruta
degradativa, la captacién de hierro mediante la sintesis y
transporte de sideroforos y la resistencia al cianuro por
induccion de una oxidasa alternativa. Ademas, la
asimilacion de cianuro esta favorecida en condiciones
alcalinas ya que se limita el riesgo de la volatilizacién de
acido cianhidrico.

El estudio y caracterizacion de la estirpe CECT5344 se ha
abordado desde diferentes aspectos. En este trabajo se
muestra la aproximacion al estudio de la degradacion de
cianuro mediante analisis proteémico. El estudio del
proteoma de P. pseudoalcaligenes CECT5344 cultivada
en cianuro ha permitido identificar proteinas relacionadas
con resistencia a cianuro, biosintesis de siderdforos y
estrés general. La caracterizacidon de la degradacién de
cianuro nos puede ayudar a conocer y entender el
metabolismo de este compuesto por dicha bacteria para
posteriormente abordar su utilizacion en el tratamiento
biolégico de zonas contaminadas.

Analisis proteémico de la respuesta a cianuro

Se ha utilizado una aproximacion proteémica para
entender las bases moleculares de los cambios
fisioldgicos que ocurren en los organismos para adaptarse
a las diferentes condiciones medioambientales.
Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 es una
bacteria alcaléfila y cianotrofa que asimila el amonio
producido a partir del cianuro procedente de los residuos
de la industria joyera. Esta bacteria es capaz de utilizar el
cianuro que forma parte de estos efluentes como Unica
fuente de nitrogeno. Cuando se analizan mediante
electroforesis bidimensional (2D) las fracciones solubles
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de células cultivadas en el residuo de la joyeria o en
NaCN, comparadas con las cultivadas en amonio, se
encuentran cambios en 44 proteinas. Debido a que el
genoma del microorganismo no estaba secuenciado, sélo
se pudieron identificar mediante MALDI-TOF cinco de
estas proteinas denominadas: CNO, CN1, CN2, CN3 vy
CN4.

La proteina CNO presenta una masa molecular de 18 kDa,
un p/ de 5,4 y un PMF (“mass fingerprinting”) similar a la
fosforribosil glicinamida formiltransferasa (GART, EC
2.1.2.2) de Caulobacter crescentus. Se ha descrito que
esta enzima estd implicada en la sintesis de purinas.
Ademas, en Pseudomonas aeruginosa PAO1 participa en
la sintesis de sideréforos tipo pioverdina. Debido a que
Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 crece en
presencia de ferrocianuro férrico, como Unica fuente de
nitrégeno y de hierro, y debe producir sideroforos, esta
proteina CNO podria estar implicada en la respuesta a la
limitaciéon de hierro en medios con cianuro. Se ha medido
la actividad GART en células de la estirpe CECT5344
cultivadas en cianuro y amonio y se ha encontrado un
41% mas de actividad en las primeras con respecto a las
cultivadas en amonio. Estos resultados nos permiten
proponer que el cianuro induce una formiltransferasa
implicada en la sintesis de sideréforos.

La proteina CN3 presenta una masa molecular de 16,8
kDa, un pl/ de 6,5 y un PMF similar a la proteina
reguladora de nitrogeno PII-2 de  Clostridium
acetobutylicum. Esta proteina aparece desregulada en
medios con cianuro, lo que implica que en ellos existen
condiciones de hambre de nitrégeno. En general, la
sintesis de la proteina PIl es constitutiva y su actividad se
regula a nivel postraduccional en respuesta al elevado
balance C/N intracelular, una condiciéon que induce genes
responsables de la asimilacion de nitrégeno inorganico.
Por el contrario, la proteina PII-2 se induce en
condiciones de hambre de nitrégeno y es la responsable
de que las células sobrevivan en estas condiciones y de
que se multipliquen rapidamente una vez que las
condiciones cambien. En el género Pseudomonas, la
enzima glutamina sintetasa (GS) se regula por un
mecanismo de adenilacion/desadenilaciéon que depende
del suministro de nitrégeno. Si hay un exceso de carbono
(hambre de nitrégeno) la enzima aparece desadenilada vy,
por lo tanto, activa y en el caso contrario, por exceso de
fuente de nitrégeno, apareceria adenilada o inactiva. Se
propone que la estirpe CECT5344 en presencia de
cianuro presenta una situacion de hambre de nitrogeno.
Cuando se mide el estado de adenilacion de la enzima en
células cultivadas en distintas fuentes de nitrégeno se
comprueba que es muy bajo (n < 2) en medios con muy
poco nitrégeno (amonio 2 mM) o cianuro y alto (n > 8) en
medios con nitrato (condiciones no limitantes de fuente de
nitrégeno).

La proteina CN1 presenta una masa molecular de 28 kDa,
un p/ de 6,5 y un PMF similar a la subunidad c de la alquil
hidroperéxido reductasa (AHR) de Pseudomonas
aeruginosa PAO1. La enzima AHR esta implicada en la
degradacion de H,O, y perdxidos organicos que se
generan en la cadena respiratoria. Asi, la induccion de
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una enzima de este tipo en células cultivadas en
presencia de cianuro nos hace pensar en la posibilidad de
un estrés respiratorio causado por el cianuro debido a la
inactivacién de la citocromo oxidasa. El papel de esta
enzima se pone de manifiesto cuando se incuban las
células en presencia de hidroperdxido de cumeno, que se
utiliza para medir la actividad de esta enzima in vivo. El
cumeno inhibe totalmente el crecimiento de la estirpe
cuando no hay cianuro en el medio y parcialmente cuando
el cianuro esta presente, lo que sugiere una proteccién
por la presencia de esta actividad AHR.

La proteina CN2 presenta una masa molecular de 20 kDa,
un pl de 5,6 y un PMF similar a una proteina de tipo
ferritina de union al ADN de Pseudomonas fluorescens.
Esta proteina, igual que la enzima AHR, se ha propuesto
que protege de la presencia de especies reactivas de
oxigeno. Nuestros resultados muestran que el cianuro
causa una situacién de estrés oxidativo que lleva a la
expresion de proteinas implicadas en este tipo de
respuesta.

El estrés respiratorio causado por la presencia de cianuro
puede ser el responsable de la induccion de otra proteina
la CN4, que aparece en la membrana de células
incubadas en medio rico y en presencia de cianuro. Esta
proteina presenta una masa molecular de 18 kDa, un pl/
de 6,0 y un PMF con similitud a proteinas de choque
térmico de Pseudomonas alcaligenes.

Evaluando los resultados obtenidos en el estudio
preliminar del proteoma de Pseudomonas
pseudoalcaligenes CECT5344 podemos concluir que esta
bacteria alcaléfila responde a la toxicidad del cianuro
induciendo proteinas relacionadas con la biosintesis de
siderdéforos, la regulaciéon de la ruta de asimilacién de
nitrégeno y la reparacién y proteccion frente a estrés
oxidativo.

Biotratamiento de zonas contaminadas con cianuro

La eliminacion del cianuro derivado de las actividades
industriales se ha abordado tradicionalmente mediante el
tratamiento fisico-quimico. Se propone el tratamiento
biolégico como alternativa ya que es mas barato y no se
generan sustancias toxicas. Las caracteristicas de la
estirpe CECT5344 ponen de manifiesto la capacidad de la
misma para utilizarse en el tratamiento de los efluentes
derivados de la joyeria. Por eso se estan llevando a cabo
estudios en Dbiorreactores con el objetivo de
descontaminar los residuos joyeros. En estos estudios se
estan optimizando los parametros para utilizar la estirpe
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CECT5344 en la descontaminacién. Asi, en sistemas de
fermentacioén discontinua se estan evaluando parametros
como la agitacion, temperatura, concentracion de oxigeno
y pH 6ptimo para eliminacion del cianuro. Los resultados
iniciales obtenidos indican que la estirpe elimina cianuro
en las condiciones establecidas de temperatura (30°C),
agitacion (450 rpm), concentracién de oxigeno disuelto
(10%) y pH (9,5). El siguiente paso sera optimizar el
comportamiento de la cepa en sistemas continuos
utilizando residuos procedentes de la joyeria. Las
caracteristicas de esta cepa asi como su capacidad para
utilizar cianuro como fuente de nitrégeno en condiciones
alcalinas proporcionarian importancia practica a estos
estudios.
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