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Introduccio

1. INTRODUCCIO

1.1 CONSIDERACIONS GENERALS. OBJECTE | INTERES

La nostra percepcio d’entendre el bacteri com una forma de vida unicel-lular
esta profundament arrelada. D’enca que els bacteris poden, en un sentit estricte, ser
diluits a una sola cel-lula i ser estudiats en medis de cultiu liquids, ha permés fer
nombrosos estudis de diferents activitats microbianes. Malgrat que aquest cami
tradicional de cultivar els bacteris en medis liquids s’ha fet palés en estudis de
patogenicitat bacteriana i gracies als quals, han sortit a la llum facetes sorprenents de
la fisiologia dels microorganismes, és dificil conéixer com existeix el bacteri realment

en la natura (O’'Toole et al., 2000).

Els habitats naturals dels procariotes sén remarcablement diversos (Whitman et
al., 1998). Poden habitar qualsevol ambient que sigui apropiat per a viure-hi, fins i tot
en llocs on la majoria de formes de vida superior trobarien inacceptables (Madigan et
al., 1997). Malgrat tot, i donades les seves caracteristiques, els bacteris prefereixen
formar comunitats i viure adherides a les superficies (Dunne, 2002). Zobell i els seus
col-laboradors a principis del segle passat van reconéixer aquesta tendéncia com una
caracteristica habitual de les poblacions bacterianes aquatiques (Zobell, 1943). De fet,
aquestes primeres observacions varen proporcionar les primeres idees sobre els
models d’adhesié bacteriana, aportant, alhora, importants eines analitiques i

moleculars.

Encara que es pot aprendre molt a partir d’aillats especifics en condicions de
laboratori (Dixon, 2006), és estudiant les comunitats polimicrobianes en el mén real
com sorgeixen els reptes més formidables, ja que els microorganismes en el seu
habitat natural es troben formant biopel-licules lligades a superficies i no en estat lliure

o planctonic (Ramage et al., 2005).

Van Leeuwenhoek va ser el primer en descriure com els microorganismes
s’adhereixen i creixen sobre les superficies. Els seus estudis varen revelar els tipus

d’associacions que s’establien entre els microorganismes i el substrat. En ecosistemes
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aquatics naturals els microorganismes que viuen associats a superficies excedeixen el

nombre de microorganismes que estan lliures en suspensié (Donlan, 2002).

Aixi doncs, els biofilms o biopel-licules poden ser definits com a comunitats de
microorganismes unides a una superficie (O’'Toole et al., 2000), o com un conjunt
estructurat de microorganismes i els seus productes extracel-lulars tipicament lligats a

superficies vives o inertes (Costerton,1994).

L’estudi dels biofilms bacterians va comengar fa aproximadament tres décades
amb el redescobriment que, en els sistemes aquatics naturals, els bacteris es troben

predominantment units a les superficies (Geesey et al., 1977).

D’acord amb Costerton (1987), la majoria de microorganismes poden formar
biofilms i més d’un 99% de tots els microorganismes presents a la terra estan vivint
formant part d’aquests agregats. Fins i tot es poden formar en ambients extrems, com
per exemple, en mines acides on el pH és aproximadament zero, on elles mateixes

contribueixen en el cicle del sofre (Edwards et al., 2000).

El terme biofouling (de I'anglés fouling, embrutiment) fa referéncia al creixement
indesitjat damunt les superficies dels biofilms (Fleming, 2002). Aquest fenomen pot
abocar en un ampli ventall de situacions que van, per exemple, des de sistemes de
refrigeracid, linies d’injeccié d’aigua, sistemes de tractament d’aigles residuals fins a
diferents tipus de canonades, membranes d’osmosi reversa, i sistemes de distribucié
d'aigua potable (Videla, 2002). La formaci6 de la capa de biofouling inclou la
sedimentacié de material inorganic que precipita a sobre d’'una superficie (mineral
fouling), el diposit de substancies organiques com olis (organic fouling), fouling de
particules com silicat o argila i, per ultim, I'adhesié de microorganismes sobre la

superficie i el desenvolupament del biofilm (Fleming, 2002).

El biofouling pot ser considerat com un reactor productor de biofilm en un lloc i
en un temps equivocats. Aquest fenomen es pot donar en un rang de situacions molt
ampli, des de la colonitzacié d'implants medics, bucs de vaixell, canonades, fins als

processos que afecten la qualitat de I'aigua de beguda (Fleming, 2002).
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Com a resultat de la formacié de biofiims al llarg de la xarxa de distribucié
d’aigua, aquests microorganismes i els seus productes poden contribuir a
l'alliberament d’aquest tipus de cél-lules i matéria organica, i lligats amb ells, quantitats
de coure que poden suposar un perill per a la salut publica. Un altre fet relacionat és la
biocorrosi® o la corrosi6 causada per microorganismes, entenent per ella la
deterioracié accelerada dels metalls com a resultat d’interaccions, frequentment
sinérgiques, entre la superficie d’aquests i cél-lules bacterianes i els seus productes
(Beech i Sunner, 2004).

La contaminacié de l'aigua de beguda esta relacionada amb els sistemes
doméstics de canonades de coure. Aquesta té lloc a causa de la corrosié lenta i
progressiva de les superficies de les canonades, coneguda amb el nom de
cuprosolvéncia. La quimica propia de l'aigua, els corrents eléctrics i les condicions
medioambientals poden influir en l'oxidacié potencial del coure (Dutkiewicz et al.,
1998).

Aquest treball posa en evidéncia que certs microorganismes que ja varen
demostrar la seva capacitat d’acumular metalls, es poden desenvolupar en superficies
de coure i el poden acumular intracel-lularment, a més de formar biofilms quan el
temps de contacte entre el bacteri i la superficie és elevat. Aixd comporta, a llarg
termini, una oxidaci6 parcial del metall que és susceptible d'alliberar-se a I'aigua

comprometent a vegades els limits establerts en la legislacié pertinent.
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1.2 ELS BIOFILMS

1.2.1 Definicié i ecofisiologia

Els biofilms poden ser definits com a comunitats de microorganismes unides a
una superficie (O’'Toole et al., 2000), incloses dins d’'una matriu polimérica que elles
mateixes produeixen, adherint-se, gracies a ella, a superficies vives o inertes
(Costerton, 1999).

Malgrat que investigadors com Henrici i Zobell van reconeéixer i estudiar els
bacteris units a superficies fa més de setanta anys, és tot just ara quan es comenca a
valorar el significat de les comunitats en els biofilms (Davey i O’Toole, 2000). Amb
I‘arribada del microscopi electronic i altres técniques es varen poder estudiar amb molt
més detall (Donlan, 2002). Avui, es reconeix que la majoria d’espécies bacterianes, si

no totes, poden formar biopel-licules (Kolter i Greenberg, 2006).

Hi ha tres ingredients basics per a la formacié d’un biofilm: microorganismes,
glicocalix i superficie. Si un d’aquests components desapareix, el biofim no es

desenvolupa (Dunne, 2002).

La formacié d'un biofilm té lloc a través de passos seqliencials en els quals es
comenca amb la uni6 inicial de bacteris planctonics a una superficie sodlida, seguida de
la proliferacié en agrupaments de céllules en multicapes que es van acumulant i,
finalment, en la formacié de la comunitat bacteriana dins de la matriu polimérica
autoproduida (Lasa, 2006).

El cicle bioldgic d’'una biopel-licula inclou iniciacid, maduracié, manteniment i
destruccié. El bacteri inicia el desenvolupament de la biopel-licula en resposta a unes
senyals especifiques, com pot ser la limitacié de nutrients (O’Toole, 2000). Uns estudis
genétics han demostrat que els biofilms es formen en una série d’etapes, on internen
senyals intracel-lulars (Davies et al., 1998 ); aixi com també s’ha demostrat que els
perfils de transcripcio genética sén diferents als que tenen lloc en cél-lules

planctoniques (Pringent-Combaret et al.,1999).
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Taula 1.1. Resum d’alguns dels beneficis ecoldgics que obtenen els bacteris de formar biofiims (Fleming, 2002)

Funcio Benefici

Adhesié a les superficies Requisit indispensable per comencar el

desenvolupament del biofilm

Formacio d’agregats de cél-lules, formaci6 de Immobilitzacié de cél-lules

floculs i biofilms Augment de la densitat cel-lular

Formaci6 de I'EPS, com element estructural Estabilitat mecanica

basic del biofilm Concentracié de gradents
Retenci6 d’enzims extracel-lulars
Desenvolupament de microconsorcis
Transport mitjangant canals

Intercanvi de senyals moleculars

Barrera protectora Tolerancia a biocides, toxines i metalls
Proteccio de la fagocitosi

Protecci6 davant algunes espécies de depredadors

Propietats d’absorcid Acumulacio de nutrients
Retencié d’aigua, proteccié de la dessecacio

Acumulacié de contaminants de fangs, llots...

Per determinar si la formacié d'un biofilm constitueix una forma de
desenvolupament microbia, aquest s’ha d’entendre com el conjunt de canvis en la
forma i en la funcidé que juga un paper important en la vida de I'organisme (Shimkets,
1999). En ambients naturals el biofilm esta format per una comunitat de multiespécies
microbianes, amb la finalitat de compartir el seu material genétic, amb la formaci6 de
diferents ninxols a dins del biofilm (Watnick i Kolter, 2000).

Una superficie neta posada en un ambient aquds rapidament es revesteix
d'una capa de ions i molécules organiques formant una primera capa o film
d’acondicionament. Aquesta primera capa funciona alterant les caracteristiques de la

superficie i proporcionant una font d’aliments en ambients oligotrofics (Walker, 2000).

Els microorganismes s’associen a la superficie possiblement perqué son atrets

pels ions acumulats, altres nutrients i humitat (Kolter et al., 2006).
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Les biopel-licules es poden formar en un nombre elevat de diferents ambients i,
a causa de les complexitats referents a I'estructura del biofilm format sota una série de
parametres, sén unics per aquell ambient i microflora (Sutherland, 2001). Aixi, per
exemple, els biofilms formats en roques submergides en els drenatges de les mines
s6n molt diferents dels que es formen a les exposades a l'aire de les dents (Branda et
al., 2005).

S’han estudiat biofilms en ambients molt diversos com els formats pels
cianobacteris en aiglies termals (Ramsing et al., 2000), i investigacions recents han
conduit a I'estudi dels biofilms formats en fissures i cavitats de roques granitiques de
I'Antartida (De los Rios et al., 2007).

Altres tipus de biopel-licules estan associats a particules en suspensié de
material organic i inorganic en ambients marins. S’ha demostrat que aquestes
particules microscopiques, sovint referides com a neu marina, sén riques en biomassa
microbiana, nutrients i traces de metalls, i estan implicades en transformacions
biogeoquimiques de particules organiques de carboni en el plancton (Paerl et al.,
1996).

Malgrat la importancia de les comunitats microbianes associades a aquestes
particules, sovint no estan completament estudiades, perd, amb tot, s’han detectat en
aquestes particules, processos de metanogénesis (Karl et al.,1994), fixacié de nitrogen

(Paerl et al.,1987) i produccié de sulfat, la qual cosa indica activitat microbiana.

De totes maneres, els biofiims més estudiats sén aquells que per les
seves repercussions sanitaries (colonitzaci® de valvules cardiaques, catéters,
protesis...) o les implicacions que tenen a nivell industrial generen una despesa

econdmica important (Costerton,1999).

1.2.2 Formacio d’un biofilm

El procés d’adhesi6 bacteriana a una superficie (viva o inerta) és un procés que
esta afectat per nombroses variables, incloent el tipus d’espécie bacteriana, la
composicio de la superficie i factors ambientals (Dunne, 2002). A més, la
hidrodinamica del medi aqués on es formara la biopel-licula és un altre factor que en

determinara la formacié (Donlan, 2002).
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La formacié d’un biofilm és un procés que inclou cinc fases:
- Adhesié reversible.
- Adhesi6 irreversible amb la produccié de molécules que faciliten la
fixaci6 del microorganisme a la superficie com exopolisacarids i
adhesines.
- Desenvolupament del biofilm caracteritzat per tenir forma de bolet.
- Maduracio del biofilm.
- Dispersi6 del biofilm (Barnhart i Chapman, 2006).

La primera delles constitueix el trobament casual o no entre un
microorganismes de vida lliure i una superficie. Aquesta fase és reversible i esta
ligada al nombre de variables fisicoquimiques que defineixen les interaccions entre la
superficie cel-lular bacteriana i la superficie en qliestié. El microorganisme es pot
aproximar a la superficie aleatdériament com, per exemple, per corrents
d’arrossegament, o bé d’'una manera directa mitjangcant fendmens de quimiotaxis i
mobilitat (Dunne, 2002).

Fig. 1.1. Les imatges mostren les tres fases que tenen lloc en la formaci6 d’un
biofilm: adhesid, creixement i dispersié del biofilm. La formacié de les biopel-licu-
les és un procés complex causat per I'heterogeneitat dels microorganismes que, en elles,

s’hi poden trobar (© 2003 Center for Biofiim Engineering at MSU-Bozeman).
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Quan la distancia entre les dues superficies és inferior a 1 nanometre, 'adhesio
depen del balang entre les forces atractives o repulsives que es generen entre les
dues superficies. Les interaccions electrostatiques tendeixen a afavorir la repulsio, ja
que tant la superficie bacteriana com les superficies inertes estan carregades
negativament. Stenotrophomonas maltophilia és una excepcid a aquesta norma
general, ja que la carrega positiva superficial total d’aquest microorganisme, a un pH
fisioldgic pot promoure I'adheréncia primaria a materials negativament carregats com
el teflo (Jucker et al.,1996).

La segona fase de I'adhesié és I'ancorament per unions especifiques entre
adhesines i la superficie. En aquesta fase els microorganismes consoliden I'adhesié
produint grans quantitats d’exopolimers que complexen amb els materials de la
superficie, o bé, aquesta interactua amb receptors especifics localitzats en estructures

propies dels bacteris, com poden ser els pillis o les fimbries (Dunne, 2002) .

Aquesta també pot esdevenir de manera no especifica, mitjangant forces de
Wan der Waals, forces electrostatiques o ponts d’hidrogen (Vandevivere i Kirchman,
1993).

Al final d’aquesta etapa I'adhesié arriba a ser irreversible sense la necessitat de
la intervencio fisica o quimica, ja que el microorganisme queda enganxat fermament a
la superficie del substrat. Quan els microorganismes estan adherits amb seguretat a la

superficie, comenca el procés de maduracié del biofilm (Stoodley et al.,2002).

La maduracié de la biopel-licula generara una arquitectura complexa, amb
canalicles, porus i la redistribucié dels bacteris per tota la superficie (Davies et
al.,1998). El pH intern del biofilm, aixi com la perfusié d’oxigen, les fonts de carboni i

'osmolaritat sén factors que controlen la maduracio dels biofilms (Dunne, 2002).

Investigacions recents en biofilms madurs de Pseudomonas aeruginosa han
demostrat la preséncia de proteines radicalment diferents de les aillades en formes
liures del mateix microorganisme. Se n’han trobat més de tres-centes que no es
detecten en el cas de cel-lules planctoniques. Aquestes proteines poden pertanyer tant
al grup de proteines implicades en el metabolisme, fosfolipids, molécules implicades
en la biosintesi del LPS, com les que participen en el transport de membrana i
secrecions, aixi com aquelles relacionades en mecanismes d’adaptacioé i proteccioé
(Sauer et al.,2002).
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L’equilibri del biofilm depén, d’'una banda, de la disponibilitat dels nutrients i, de
l'altra, de les condicions ambientals. Alguns microorganismes produeixen substancies
que degraden la matriu polimérica per ajudar al llangament de cél-lules del biofilm en
resposta a les condicions ambientals (Lee et al.,1996). L’estructura del biofilm ve
determinada per I'ambient on es desenvolupa, per la disponibilitat de nutrients, dels
organismes presents, per les propietats fisicoquimiques de la interfase i de la

hidrodinamica de la fase circumdant (Walker et al., 2000).

Les condicions fisiques i nutricionals afecten enormement la naturalesa dels
biofilms de laboratori i sén igualment aplicables a altres tipus de biofilms (Stoodley et
al.,1999). També s’esta suggerint que l'estructura del biofilm esta principalment

determinada per la concentracié de substrat.

1.2.3 Composicié dels biofilms. Els exopolimers

El gran ventall d’'ambients on es poden desenvolupar els microorganismes, fan
suggerir que existeixen altres estructures dins d'un biofilm. La major part de
lestructura d'un biofilm és la matriu dexopolisacarid (EPS), produit pels
microorganismes, que sovint conté components organics i inorganics de I'ambient que
I'envolta (Marshall, 1992). L’'EPS pot arribar a representar d’'un cinquanta fins a un

noranta per cent del carbd organic present en el biofilm.

Si bé la composicié dels EPS varia depenent dels organismes presents en el
biofilm i de les condicions ambientals (Parsek i Fuqua, 2004), el component majoritari
d’aquesta matriu és I'aigua, aproximadament en un 97% (Sutherland, 2001). Es formen
canalicles d’aigua entre les microcoldnies, que constitueixen una espécie de sistema
circulatori primitiu, aportant els nutrients necessaris, i emportant-se els productes de

desfet de les comunitats de cél-lules (Costerton, 1995).

Quimicament, els EPS sbén extremadament heterogenis i contenen un nombre
de constituents de diferents sacarids i de components de naturalesa no sacaridica
(Alison i Sutherland, 1987). D-glucosa, D-galactosa i D-manosa son els sucres més
comuns, amb la D-fructosa i la R-ramnosa que frequientment hi son presents. Alguns

poden contenir sucres més estranys com L-hexoses o aminosucres (Skillman et
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al.,1999). Molts son polianionics, a causa de la preséncia de piruvat i acids uronics,

més freqlientment glucuronic i galacturdnic (Sutherland, 1995).

En bacteris gram negatius els EPS s6n basicament anidnics i aquesta propietat
fa que es puguin associar amb cations divalents com el calci o el magnesi, conferint
unions de gran estabilitat afavorint aixi el desenvolupament del biofiim. En el cas
d’alguns bacteris gram positius sembla que la naturalesa catidonica dels seus

exopolimers els confereix propietats diferents (Donland, 2002).

Un dels més ben estudiats i caracteritzats de tots és l'alginant, el qual s’ha
demostrat que forma part de la matriu que envolta els biofilms formats de
Pseudomonas aeruginosa en infeccions pulmonars i en sistemes d’aigua industrials
(Stoodley et al., 2002).

Els polisacarids poden formar diferents tipus d’estructures a dins del biofilm.
Amb tot, els polisacarids a dins del biofilm no existeixen exclusivament, i actuen
reciprocament amb una amplia gamma d’espécies moleculars, fins i tot amb lecitines,
proteines, lipids, aixi com amb altres polisacarids. L’estructura terciaria resultant
comprén una xarxa polisacaridica d’altres macromolécules on també queden

atrapades ceél-lules i productes d’aquestes (Sutherland, 2001).

Els EPS juguen un paper important en les interaccions de les diferents
espécies que es troben a dins del biofilm, aixi com en les etapes d’adhesié inicial.
Alguns microorganismes sintetitzen EPS, els quals formen part integral de tots el
biofilms i poden representar fins a un 95% de la biomassa total. Amb tot, una
produccié excessiva d'EPS pot dispersar els bacteris de la suspensi6 i impedir que
s’adhereixin a les superficies (Marshall,1992). Les propietats quimiques i fisiques dels
EPS afectara la seva capacitat d’adhesié. La seva habilitat per superar les barreres
repulsives d’energia de les superficies i la seva participaci6 en interaccions

especifiques influeixen en I'adhesio inicial (Skillman et al., 1999).
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Els EPS han estat estudiats, a més, en la captacié de metalls, cations i toxines.
Pseudomonas sp. EPS-5028 produeix grans quantitats d’exopolimers amb fonts de
carboni diferents (Congregado et al.,1985) i, a més, ha mostrat evidéncies que és

capag d’acumular urani (Marqués et al., 1990).

Algunes de les estratégies actuals per combatre els problemes ocasionats per
la formaci6é de biofilms orals causants entre d’altres de peridontitis, consisteix a
modificar genéticament un oper6 que intervé en la sintesi de 'EPS, inhibint-ne aixi la

formacio o fent-lo menys resistent (Honma et al., 2007).

Els EPS poden ser visualitzats com a fines cordes lligades a la superficie
cel-lular bacteriana formant una complexa xarxa que envolta tota la cél-lula
(Sutherland, 2001). Les forces majoritaries involucrades en aquestes unions sén de

tipus electrostatiques i unions d’hidrogen (Mayer et al., 1999).

El fet que la majoria dels glicocalix siguin majoritariament anionics fa que es
crei un sistema eficient d’escombrat per interceptar i concentrar els minerals i nutrients

essencials de 'ambient cap a l'interior del biofilm (Costerton,1987).

La matriu d’exopolimer és necessaria tant en les primeres fases de la formacié
del biofilm per afavorir-ne I'adhesio, com en les Ultimes fases, ja que proporciona una
estructura estable on els microorganismes poden residir (Walker et al., 2000). A més,
el glicocalix no és important només per protegir les cél-lules de I'ambient, sind que
ofereix una barrera de proteccié davant d’agents antimicrobians (Costerton et al.,
1994).

Malgrat que els EPS juguen un paper important i a vegades essencial per la
formacio de la matriu que embolcalla el biofilm, recents investigacions suggereixen que
hi ha una grup de proteines de superficie que tindrien un paper rellevant durant la
formacié de les comunitats microbianes. La primera d’aquestes proteines descrites es
'anomenada Bap aillada en mastitis bovina produida per Staphylococcus aureus
(Lastasa et al., 2006).
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1.2.4 Regulacio del procés de formacioé del biofilm: importancia del

quorum-sensing

Nombroses evidéncies experimentals suggereixen que el procés de formacid
de les biopel-licules esta regulat per una complexa cascada de reguladors. Estudis
recents atorguen un paper primordial en el control de la formacié del biofim a un
sistema de comunicacid entre els microorganismes anomenat quorum-sensing, que
actua com un auténtic llenguatge mitjangant senyals quimiques (Mateo i Maestre,
2004). Aquest fenomen va ser estudiat per primer cop a la década dels setanta, quan
Hastings i els seus col-legues estudiaven la produccié de llum de Vibrio fisheri (Welch
et al., 2006). Aquest sistema funciona com un “acord” (quorum) entre les cél-lules
bacterianes, per I'activacio o repressié de gens especifics (entre ells els que regulen la
produccié del biofilm), mitjancant l'alliberacié i la deteccié de certes substancies
anomenades autoinductores, les quals s’'uneixen a receptors dels microorganismes, la

qual cosa produeix canvis en I'expressio génica (Keller i Surette, 2006).
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Fig. 1. 2 Esquema genéric on es mostra el funcionament

del quorum-sensing (Keller i Surette, 2006).

Aquest sistema de comunicacié descriu un ampli ventall de fendmens pels
quals les cél-lules bacterianes controlen, a més de la formacié de les biopel-licules,
gran varietat de fenotips com la producci6 de toxines, factors de viruléncia,
exopolisacarids i la mobilitat que resulta essencial per establir relacions de

patogenicitat o simbiosi amb hostes eucariotes (Marketon et al., 2003).
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Malgrat que molts dels mecanismes moleculars i els factors que participen en
aquest control encara estan per aclarir, McLean et al. (1997) va demostrar la preséncia
d’acyl-HSL (acyl homoserines) detectables en diferents biofilms, cosa que indica que
les comunitats de biofilms contenen cél-lules capaces d’experimentar una regulacio
génica depenent de la densitat cellular. L’acylhomoserina lactona és el principal
autoinductor de bacteris gram negatius mentre que en microorganismes gram positius
els agents autoinductors son péptids. En altres estudis sobre el quorum-sensing que
regula la formacié del biofilm de P.aeruginosa suggereixen que hi ha, almenys, dues

vies de senyals (/as i rhl) que actuen seqiiencialment (Davies et al., 1998).

S’ha identificat una molécula denominada furanona produida per l'alga Delisea
pulcra amb una estructura similar a les acylhomoserines lactones. Aquesta molécula
s’uneix als mateixos receptors, perd enlloc d’activar-los els bloqueja, inhibint la
conseglent formacié del biofilm. En 'actualitat s’esta intentant desenvolupar inhibidors
de la formacié de les biopel-licules basats en derivats de la furanona, ja que aquesta
molécula és extremadament toxica. De manera similar amb S.aureus sp ha descrit un
péptid anomenat RIP, que inhibeix un sistema de quorum-sensing i el procés de

formacio del biofilm (Lasa et al., 2006).

Aixi doncs, la formacié d’'un biofilm és un procés multifactorial que inclou
complexes interaccions entre diferents sistemes de quorum-sensing i factors
ambientals (Welch et al., 2005).

1.3 BIOFILMS | RESISTENCIA ALS ANTIBIOTICS

La naturalesa de l'estructura del biofilm i les qualitats fisioldgiques dels
organismes que hi viuen, confereixen una resisténcia inherent als agents
antimicrobians, incloent antibiotics, desinfectants i germicides (Donlan i Costerton,
2002).

La caracteristica que millor distingeix les infeccions croniques relacionades
amb els biofilms de les infeccions agudes és la seva resposta a tractaments antibiotics.
Les infeccions causades per biofiims no assoleixen ser completament eliminades,

produint-se episodis recurrents d’infeccié (Lasa et al., 2006).
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El fet que quan els bacteris es dispersen del biofim son rapidament
susceptibles als antibidtics, suggereix que la resisténcia dels microorganismes en el
biofilm no és adquirida majoritariament mitjangant mutacions o elements genétics
(Stewart i Costerton, 2001).

Si bé les bases de la resisténcia bacteriana en el biofilm encara s’estan investigant,
hi ha tres hipotesis de mecanismes que podrien explicar aquesta realitat i son les

seguents:

- Resisténcia a la penetracio de I'antimicrobia per part de la matriu d’exopolimer.

- Creixement alentit dels bacteris del biofilm, causat per la limitacié de nutrients.

- Expressidé d'un fenotip especific per part dels microorganismes que formen el
biofilm (Lewis, 2001).

La producci6 d’exopolimers és un dels trets caracteristics dels biofilms. La primera
de les tres hipotesis recolza que les substancies polimériques que constitueixen
aquesta matriu evita o retarda la penetracié de I'antimicrobia a l'interior del biofilm

actuant aixi de barrera (Fah et al., 2001).

Amb tot, diferents estudis en els quals s’ha mesurat la penetracié d’antibiotics en
els biofilms de P. aeruginosa han demostrat que la matriu del biofilm altera la velocitat
de penetracié dels antibiotics (les fluoroquinolones penetren rapidament i els
aminoglucosids més lentament), perd en principi tots els antibidtics assajats sén
capacos de penetrar a linterior en unes hores i assolir nivells de concentracio
bactericides (Lasa et al., 2006). Moltes vegades, en els casos en qué es veuen
involucrades molécules petites d’antimicrobians, la matriu de polisacarid posposa la
mort de les cel-lules. Aixi doncs, al restringir la difusié, protegeix al biofilm de la seva
degradacié per part de I'antimicrobia. El retard en la difusié disminueix la concentracié
de l'antimicrobia que en entre en le biofilm, facilitat aixi I'accié d’enzima que destrueix
I'agent antibidtic, com per exemple les B-lactamases. Aquest sinergisme entre el retard
de la difusié i la degradaci6, proporciona resisténcia als biofilms de Pseudomonas

aerugina que expressen B-lactamases (Mesaros et al., 2007)
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En alguns estudis amb soques de K.pneumoniae que formen biofims s’ha
demostrat que la velocitat en qué l'antibidtic és desactivat en les capes més externes

del biofilm és més gran que la velocitat propia de difusio (Anderl et al., 2000).

Malgrat tot, el nombre d’estudis de difusio d’antibiotics en els biofilms no és encara
massa gran, la qual cosa reflecteix les dificultats técniques que impliquen aquest tipus
d’'investigacions, i moltes vegades els resultats obtinguts no sén del tot concloents
(Lewis, 2001).

La segona de les hipotesis depén de la quimica del microambient que envolta el
biofilm. Els gradients de concentraci®é de nutrients que existeixen dins de les
biopel-licules és una caracteristica ben coneguda dels biofilms (Stewart i Costerton,
2001). Investigacions amb minielectrodes han demostrat que I'oxigen es consumeix
completament en les capes més superficials del biofilm, creant-se ninxols anaerdbics a
les capes més internes de la biopel-licula (de Beer et al.,1994). Aquesta hipotesi
explica que la disminucié de la susceptibilitat dels antibidtics seria el resultat que
alguns microorganismes experimenten una limitacié de nutrients i existeixen en un
estat de creixement lent. Aquestes cél-lules sén menys susceptibles a 'accié d’alguns

agents antimicrobians (Costerton, 1999).

La tercera de les hipodtesis fa referéncia a la possibilitat d’'un Unic fenotip que seria
adoptat pels microorganismes que constitueixen la biopel-licula (Mah i O’'Toole, 2001).
Hi ha estudis que suggereixen que els microorganismes poden adoptar aquest fenotip
desenvolupant la resisténcia a I'antimicrobia, a vegades fins i tot en biofilms joves quan
encara s6n massa prims perqué la matriu exopolimérica pugui resultar una barrera
afectiva (Chambless et al., 2006).

Hi ha molts treballs enfocats a intentar identificar quins gens son activats o
“reprimits” en els biofilms en comparacié amb les cél-lules planctoniques (Kuchma i
O'Toole, 2000).

L’expressié d’aquest fenotip pot estar induit per la limitacié de nutrients, algun
tipus d’estrés, una elevada densitat cel-lular o una combinacié d’aquests fendmens.
Alguns dels mecanismes de resisténcia que poden estar induits en els

microorganismes del biofilm sén, d’'una banda, les “multridrug efllux pumps”, que sén
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bombes que podrien extreure l'antibidtic fora de les cél-lules i, d’altra banda,
alteracions en la composicié de les proteines de membrana podrien disminuir la

permeabilitat pels antimicrobians (Mah i O’'Toole, 2001).

Un problema addicional de la practica clinica relacionada amb la resisténcia
dels biofilms als antimicrobians és I'abséncia de métodes estandarditzats d’Us rutinari
per determinar la sensibilitat dels bacteris d’'un biofiim. S’han realitzat intents per
adaptar métodes desenvolupats en laboratoris d’investigacié, perd encara no s’ha
adoptat cap protocol estandard per aquest fi. Entre aquests métodes, destaquen per la
seva facilitat per adaptar-se al diagnostic clinic el métode descrit per Amorena i els
seus col-laboradors (1999) i el métode anomenat “Calgary biofilm system” (Ceri et al.,
1999). En el primer d’ells la biopel-licula es desenvolupa a sobre d’'uns pouets i es
posa en contacte amb diferents concentracions d’antimicrobia i el nUmero de cél-lules
viables es quantifiquen mesurant la quantitat d’ATP per bioluminiscéncia. En el métode
de Calgary biofilm system el recompte es fa mitjancant el comptatge en medis de cultiu
(Lasa et al., 2006).

1.4. IMPLICACIONS SANITARIES DELS BIOFILMS

La demostraci®6 que els microorganismes podien causar malalties va
proporcionar un gran impuls en el desenvolupament de la microbiologia. Quan Robert
Koch (1843-1910) va emprendre la recerca bacterioldgica, el concepte que certes
malalties eren contagioses no era completament nou. Koch va procurar verificar els
requisits per poder definir com a contagiosa una malaltia, proposats ja pel seu mentor
Jacob Henle (Kaufman i Schaible, 2005). Basant-se en experiments realitzats sobre el
carboncle causat per Bacillus anthracis i altres investigacions, va formular els seglients
criteris, que en l'actualitat reben el nom de postulats, per demostrar que un tipus
concret de microorganisme és causa d’'una malaltia especifica. Aquests postulats es
resumeixen en qué l'organisme ha d’estar sempre present en I'hoste que pateix la
malaltia i no en individus sans. Aquest mateix microorganisme ha de poder-se cultivar
en cultiu pur fora del cos de I'hoste. Aquest cultiu, quan s’inocula a un animal

susceptible, ha d’iniciar en ell els simptomes de la malaltia i el microorganisme ha de
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poder ser reaillat d’aquests animals d’experimentacié i, cultivats de nou en el
laboratori, han de demostrar les mateixes caracteristiques que el microorganisme
original (Brock, 2004).

Existeixen nombroses evidéncies epidemioldgiques que relacionen els biofilms
amb diferents processos infecciosos tal com es resumeix en la taula 2. La infeccid pot
estar associada a un teixit malmeés, a un cos estrany o a un biomaterial, i inclou una
série de caracteristiques comunes:

1. Colonitzacié de substrats per bacteris formadors de biofilms.

Preséncia d’'un biomaterial o d’'un teixit malmeés.

2
3. Iniciacié d’infecci6 per petits inoculs bacterians.
4

Resisténcia del biofilm bacteria als mecanismes de defensa de I'hoste i a la

terapia antibidtica.

5. Infeccions causades amb molta freqléncia per S.aureus, S.epidermidis i

P.aeruginosa.

Taula 1.2. Llista parcial d’infeccions humanes en les quals estan implicats els biofilms

(Costerton i al., 1999)

Infeccié o malaltia

Microorganisme formador de biofilm

Caries dental
Periodonditis
Otitis mitjana
Infeccions muscul-esquelétiques
Fascitis necrotitzant
Osteomelitis
Prostatitis bacteriana
Endocarditis de la valvula nativa
Pneumonia per fibrosi quistica
Meloidosis
Infeccions nosocomials
- Pneumonia (cures intensives )
- Sutures
- Orificis de sortida
- Lents de contacte
- Cistitis per catéters urinaris
-DIU
- Dispositius ortopédics

- Valvules mecaniques del cor

Cocs gram positius acidogens (ex. Streptococcus)
Bacteris anaerobics orals gram negatius

Soques no tipables de H. influenzae

Cocs gram positius (ex. Staphylococs)
Streptococs del grup A

Diverses espécies bacterianes i fiUngiques

E.Coli i altres espécies gram negatives
Streptococs del grup viridans

P.aeruginosa i B. cepacia

P. pseudomallei

Bacils gram negatius
S.epidermidis i S.aureus
S.epidermidis i S.aureus
P.aeruginosa i cocs gram positius
E.Coli i altres bacils gram negatius
Actinomyces israellii molts altres
S.epidermidis i S.aureus

S.epidermidis i S.aureus
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Infeccions persistents causades per la resisténcia al tractament antimicrobia.
Preséncia d’inflamacié.
Alteracié de la resposta immunoldogica de I'hoste per la preséncia de

biomaterial i bacteris (Gristina, 1994).

Algunes de les malalties infeccioses relacionades amb els biofilms bacterians son:

- Endocarditis resultant de la interaccié de bacteris o fongs amb les valvules mitral,
aorta, tricuspide o pulmonar. Els organismes responsables son, principalment,
estreptococs i estafilococs. Quan hi ha una lesié en aquestes valvules, les cél-lules
endotelials secreten fibronectina que és utilitzada com a receptor per adhesines
especifiques de la superficie dels bacteris. Aquestes es multipliquen en la lesi6 i
formen el biofilm, el qual accentua el mal augmentant el risc d’'embodlies séptiques. Un
cop el biofilm s’ha establert, els tractaments antibiotics resulten poc efectius (Lasa et
al., 2006).

- Les malalties periodontals (placa dental, gingivitis o destruccid cronica dels teixits
periodontals) tenen una etiologia principalment bacteriana (Donlan i Costerton, 2002).
Les comunitats microbianes que es poden trobar dins la cavitat bucal sén associacions
dinamiques que poden incloure fins a cinc-centes espécies bacterianes capaces de

formar biofilms en els diferents teixits de la boca (Foster i Kolenbrander, 2004).

- Otitis i prostatitis. En la primera els biofilms es formen en els tubs timpanostomics
que es collloquen a l'oide dels pacients per alleugerir la pressi6é timpanica (Donlan i
Costerton, 2002). En el cas de la glandula prostatica es pot infectar per
microorganismes que ascendeixen des de luretra, o bé, pel reflux dorina
contaminada. Si la infeccid no es tracta des dels inicis es formen microcolonies que
s’adhereixen a I'epiteli formant les biopel-licules (Lasa et al., 2006). La formacié de
soques d’E.coli en el tracte genito-urinari és el principal problema pel tractament i

I'erradicacié d’aquest tipus d’infeccions (Soto et al., 2007).
- Malgrat nombroses investigacions, la formacié de biofims de P.aeruginosa en els

pulmons dels pacients afectats de fibrosi quistica és un dels enigmes pendents

relacionats amb els biofilms (Parsek i Singh, 2003). Potser la caracteristica més
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important per la qual P.aeruginosa és capag¢ de persistir en els pulmons d’aquests
pacients és la seva gran flexibilitat genética. La seva capacitat de créixer en biofilms i
la seleccié de mutants amb un fenotip mucés sén unes de les adaptacions que pateix
el microorganisme, i juguen un paper critic en aquest tipus d’infeccions croniques
(Goémez i Prince, 2007). A més, aquestes biopel-licules coexisteixen amb els biofilms
formats per Burkholderia cepacia, que també té un paper important com a patogen

oportunista dels pulmons d’aquests pacients (Cunha et al., 2004).

Recents investigacions han demostrat la relacio entre la preséncia de Chlamydia
pneumonie i arteriosclerosi. EI microorganisme s’ha detectat en aquest tipus de lesions
mitjancant diferents técniques. Malgrat aixo, i malgrat que alguns estudis han conclos
que C.pneumonie esta present en els processos d’ arteriosclerosi, altres ho neguen,

dividint la comunitat médica (Leven i Hoymans, 2005).

1.4.1 Biofilms en implants meédics
El paper dels biofilms en la contaminacié d’'implants médics esta ben establert. La
taula seguent recull alguns exemples dels biomaterials susceptibles a ser contaminats,

aixi com el microorganisme causant de la infeccio i la patologia associada.

Taula 1.3. Llista parcial d’exemples d’infeccions d'implants (Davey i O'Toole, 2000)

Implant Microorganisme Patologia associada
Valvula proteética S. epidermidis, S.sanguis Endocarditis
Lents de contacte P.aeruginosa, S.epidermis Queratitis
Catéters intravasculars S.epidermidis, S. aureus Septicémia, endocarditis
Catéters urinaris E. coli, P.aeruginosa Bacteriuria

(entre d’altres)
Tubs endotraqueals E. coli, P.aeruginosa Pneumonia

(entre d’altres)
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Catéters venosos, urinaris, valvules cardiaques, protesis articulars o tubs
endotraqueals, entre d’altres, tenen un risc intrinsec de ser colonitzats per biofilms de

diferents espécies bacterianes (Stoodley et al., 2004).

Els microorganismes que més frequentment estan associats a aquest tipus
d’'invasi6é son estafilococs (sobretot S.epidermis i S.aureus), seguit de P.aeruginosa i

per tot un conjunt d’altres bacteris oportunistes que infecten I'hoste (Gotz, 2002).

En els ultims anys tenen molta rellevancia clinica els biofiims produits per
Candida albicans, responsable d’un alt percentatge de candidiasi, ja que és capag de
colonitzar un ampli ventall d’implants meédics, que proporcionen les superficies

necessaries per a la formacio de les biopel-licules (Ramage et al., 2006).

Una vegada que el bacteri s’ha adherit a la superficie de I'implant i ha format el
biofilm, aquest actua com una font d’infecci6, sobretot en pacients
inmunocompromesos. Els mecanismes pels quals el biofilm produeix els simptomes de
la malaltia encara no estan completament establerts, tot i que s’ha suggerit que els
microorganismes poden produir endotoxines, que es podrien desprendre agregats de
bacteris cap al torrent sanguini, i que en general es tornen resistents a Il'accio
fagocitaria de les cél-lules del sistema inmunitari i constitueixen aixi un ninxol idoni per

a l'aparicié de resisténcies als tractaments antibiotics (Lasa et al., 2006).

1.4.2 Noves estratégies d’intervencio davant d’infeccions biofilms

A causa de la poca resposta a les terapies antibiotiques, molt poques
infeccions associades a implants es resolen satisfactoriament. Durant els ultims anys
s’han desenvolupat noves estratégies per al control i tractament d’aquest tipus
d’'infeccions. Un exemple d’elles intenta palliar els problemes que ocasionen els
biofilms en protesis articulars. Més del 90% de les infeccions que es produeixen en les
protesis articulars sdn causades per espécies d’estafilococs. Retirar una protesi
infectada pot resultar traumatic, ja que exigeix moltes vegades trencar part de 'os i
extirpar també els teixits circumdants infectats. Aixo fa que els pacients hagin de rebre
tractament endovends d’antibiotic i quedin confinats al llit durant mesos. Es calcula que
d’un total de dues-centes mil artroplasties que es fan anualment als EUA prop de vuit
mil resulten infectades, fet que suposa un cost anual que ronda els dos bilions de
dolars. Aquests costos justifiquen facilment la inversié per desenvolupar un implants

intel-ligents (fig.1.3).
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Fig. 1.3. Diagrama esquematic de I'implant intel-ligent segons
Ehrlic et al., 2004

Aquests implants serien capacos de detectar la preséncia en la superficie de
patogens bacterians, bloquejar els seus sistemes de transduccié de senyal, tractar la
infeccié incipient amb altes dosis d’antibiotics localitzats i comunicar els resultats al
personal responsable del pacient mitjancant telemetria. Per aixd es necessita un equip
multidisciplinari que inclou enginyers, cirurgians i cientifics capacos d’identificar els
problemes i desenvolupar plans practics per combatre’ls. Per assolir aquest proposit,
es necessitara un fabricant que vulgui assolir els costos i la responsabilitat legal per
poder produir aquest dispositiu (Ehrlich et al., 2004).

Un altre exemple de noves estratégies per combatre les infeccions croniques
causades pels biofims és el desenvolupament d’'una vacuna contra els biofiims
formats per P.aeruginosa en pacients afectats de fibrosi quistica. Com que el sistema
inmunologic dels pacients afectats és competent, la vacunacié activa podria ser una
estrateégia factible per a la prevencié d’aquest tipus d’infeccions. Després d’estudis
anteriors, s’ha aconseguit una vacuna octavalent conjugada que combina els vuit
serotips més prevalents amb I'exotoxina, Aerugen® , si bé I'eficacia clinica no és la
que s’havia esperat en un primer moment. Unes altres linies de recerca estan
desenvolupant uns altres tipus de vacunes, una via intranasal, que donen resultats

molt satisfactoris (Zuercher et al., 2006).
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1.5 ELS BIOFILMS EN L’AMBIT INDUSTRIAL

Les biopel-licules en el camp industrial estan implicades en diversos ambits,
convertint-se en un problema quan estan involucrades en el biofouling o en aliades
quan estan relacionades en la bioremeiacio, ja que transformen agents contaminants

en formes menys nocives.

1.5.1 El paper dels biofilms en la bioremeiaci6

La bioremeiacié es pot donar en diferents escenaris. Alguns dels agents que
poden ser sensibles han ser degradats o, en el millor dels casos, eliminats. Es

resumeixen a la taula 1.4.

Els processos de tractament de les aiglies residuals sén practicament sistemes
de cultiu bacteria a gran escala que utilitzen biopel-licules en les quals les substancies
organiques es degraden a didxid de carboni, gas meta i altres nutrients inorganics.
L’aigua residual es tracta a la part fonda de tancs on es posen en contacte els llots
formats per les biopel-licules unides a particules molt petites. Un altre exemple de
bioremeiaci6 és quan s’aplica en sols o aiglies contaminades amb hidrocarburs com el
petroli, ja que les biopel-licules tenen un paper fonamental. Els bacteris oxidants dels
hidrocarburs son capagos d’adherir-se a les gotes insolubles de petroli i d’aconseguir
aixi la seva dispersio (Betancourth et al., 2004). Aquests tipus de biopel-licules poden
estar formades per corinebacteris, micobacteris, algun tipus de llevat i, principalment,
per espécies del génere de Pseudomonas (Allen et al., 2007). Amb tot, es requereixen
condicions especials d’oxigen, temperatura, pH i nutrients, sense les quals la

bioremeiacio no es produeix.

Alguns treballs sobre la capacitat dimmobilitzacié de contaminants inorganics
mitjangant transformacions microbianes, com processos d’absorcié i mineralitzacio,
demostren el potencial que tenen certs microorganismes com a eines de la
bioremeiaci6 (Barkay i Schaefer, 2001). Alguns microorganismes redueixen els metalls
en la respiracié anaerdbica, causant la detoxificacié i la precipitacio si les formes

reduides s6n menys toxiques i menys solubles (Gadd, 2000) (Marques et al., 1982).
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Taula 1.4. Llistat d’alguns agents sensibles de ser degradats per microorganismes (Singh, 2006)

Pollutant

Reactor or
experimental
conditions

Organisms or culture

Overall efficiency
of degradation

2-Chlorophenol

4-Chlorophenol

2,4-Dichlorophenol

2,4,6-Trichlorophenol

2,3,4,6-
Tetrachlorophenol

Pentachlorophenol

Pyrene, phenanthrene

o-Cresol,
naphthalene, phenol,
1,2,3-
trimethylbenzene

n-Alkanes

Carbon tetrachloride

Toluene

Acid Orange 10, 14

Everzol Turquoise
Blue G

MCPP; 2,4-D

Silicone tube
membrane bioreactor

Granular activated-
carbon biofilm reactor

Rotating perforated
tube biofilm reactor

Fluidized bed biofilm
reactor

Fluidized bed biofilm
reactor

Fluidized bed biofilm
reactor

Biofilm grown directly
on liquid medium

Biofilm grown in NAPLs

Rotating biological
contactors

Continuous flow fixed
biofilm reactor

Hollow-fibre membrane
biofilter reactor;
continuously fed
biodrum reactor

Laboratory-scale
rotating drum biofilm
reactor

Laboratory-scale
activated sludge unit

Granular activated-
carbon biofilm reactor

Anaerobic sludge from a
swine wastewater
treatment plant

Bacterial consortium from
rhizosphere of Phragmites
australis

Pseudomonas putida

Pseudomonas sp.,
Rhodococcus sp.

Pseudomonas sp.,
Rhodococcus sp.

Pseudomonas sp.,
Rhodococcus sp.

Polaromonas sp.,
Sphingomonas sp.,
Alcaligenes sp.,
Caulobacter and
Variovorax sp.

Pseudomonas fluorescens

Prototheca zopfii

Providencia stuartii,
Pseudomonas cepacia

Secondary sludge from
wastewater treatment
plant; various aerobic and
anaerobic bacteria

Methylosinus
trichosporium

Coriolus versicolor

Mixed culture of herbicide-
degrading bacteria

>90%

70-100%

~~100%

~~100%

~-100%

~~100%

~50% (pyrene);
~98%
(phenanthrene)

Not determined

~.65%

~~100%

~84%; 65%

~.60%

~82%

MCPP (partial);
2,4-D (complete)
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L’habilitat que tenen els bacteris sulfat reductors (SRB) d’assimilar metalls
toxics d’aigles residuals mitjangant la formacié de precipitats de sulfurs s’esta aplicant
en la bioremeiacio (Whitte i Gadd, 2000). A més a més, nombrosos estudis reflecteixen
com l'alta variabilitat genética que tenen algunes espécies bacterianes les fan utils en
la remeiacié de metalls pesats de sols, sediments i aigles residuals (Valls i Lorenzo,
2002).

De la mateixa manera, també es tracta de resoldre amb la utilitzacié de les
biopel-licules la contaminacié de les aiglies subterranies amb substancies utilitzades
com a dissolvents de neteja com alcans i alguns agents clorats. Per aix0 s’han
desenvolupat les biobarreres que consisteixen en cumuls de biopel-licules que formen
una barrera impermeable al flux d’aigua contaminada a altres sistemes. Uns altres
meétodes utilitzats amb éxit son els biofiltres que eviten la contaminacié de l'aire per
compostos organics volatils provinents de les grans empreses quimiques i de les
estacions depuradores d’aiglies residuals. En el biofiltre les comunitats microbianes
creixen sobre la superficie d’'un suport generalment de plastic, a través del qual passa
l'aire contaminat. Els principals avantatges d’aquests sistemes sobre altres alternatives
de control de contaminaci® de l'aire s6n els baixos costos d’inversio, les baixes
necessitats d’energia i I'abséncia de subproductes i residus que requereixin un

tractament posterior (Betancourth et al., 2004).

1.5.5.1 Interaccions dels microorganismes i els metalls

La captacié i 'acumulacié de metalls per part de la biomassa bacteriana esta
rebent una creixent atencié en el camp de la biotecnologia. Els mecanismes pels quals
els organismes vius poden eliminar metalls pesats i radionuclotids de solucions han
estat extensament revisats en la bibibliografia. Un resum dels diferents tipus

d’interaccions més significatius entre metall-microorganisme es mostra a la taula 1.5.

Ford i Mitchell (1992) proposen una altra classificaci® més general que inclou,
també, l'acumulacié intracel-lular, la uni6 a la superficie cel-lular, a material
exopoliméric, donant un émfasi especial a les interaccions amb siderofors. Com a
resposta a baixos nivells de ferro lliure en el medi ambient, alguns microorganismes

sintetitzen i excreten agents quelants de baix pes molecular coneguts genéricament
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amb el nom de siderdfors, la funcié dels quals rau en la unié de ions férrics del medi

extern (Bossier, 1988).

Taula 1.5 Resum de les interaccions entre els microorganismes i metalls (Macaskie, 1991)

Tipus de biomassa

Mecanisme de captacié del metall

Cél-lules vives

Restes o extractes de cél-lules

Biomassa morta

Productes microbians

Adsorci6 a la superficie cel-lular.

Unié a lligands de la paret cel-lular

Captacio intracel‘lular i segrest del metall.

Captacio intracel-lular seguida de reflux.

Oxidacio6 del metall a estats superiors.

Reducci6 del metall a estats inferiors o0 a i6 lliure.
Transformacions del metall: metilacié o desmetilacio.
Precipitacio del metall amb lligands inorganics.

Uni6 a material capsular o exopolimer.

Adsorcié.

Unié a lligands de la paret extracel-lular.
Oxidacions, reduccions i biotransformacions.
Precipitacié del metall amb lligands inorganics.
Unio a restes cel-lulars.

Deposicions del metall causada per enzims.

Adsorcio.
Uni6 a restes cel-lulars.

Deposicions del metall causades per enzims.

Metalotionines

Siderdfors

Metabolits acomplexants

Polimers de carbohidrats

Polimers de paret, peptidoglica (bacteris), quitina (fongs),
Melanines i acid humics (fongs)

Pigments quinones

Els siderofors generalment es classifiquen en dues classes: hidroxamats i

fenol-catecols (Macaskie, 1991). Ambdues molécules presenten afinitat pel Fe 3+,

perd també en poden presentar per altres metalls menys elevada. Existeixen

evidéncies de captacio a través de siderofors de Cu i Mo. Les interaccions dels

siderofors amb altres metalls no poden ser excloses, especialment si considerem la
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facilitat amb la qual aquests poden ser modificats quimicament per unir-se a altres
metalls a banda del Fe (Ford i Mitchell, 1992).

1.5.2 Problemes ocasionats pels biofilms en I'ambit industrial

Després de descriure la implicacié negativa que els biofiims poden tenir en
'ambit sanitari, la contaminacié bioldogica causada per microorganismes pot
interrompre el bon funcionament d’alguns sistemes industrials, sobretot aquells que
utilitzen aigua. Aix0, a part de repercutir negativament en I'economia de les diferents
industries implicades pels costos que generen, pot reduir I'eficacia d’aquest tipus de
processos. A més, les biopel-licules sén un risc potencial per a la salut dels
consumidors, ja que poden alterar la qualitat de l'aigua, ja sigui en industries
alimentaries o bé, a causa de la corrosi6 de les canonades que abasten d’aigua

potable, les cases (Walker, 2000).

El terme biofouling es refereix als dipodsits i creixement no desitjat dels biofilms.
El terme ha estat adaptat de la tecnologia dels sistemes intercanviadors de calor, on el
terme fouling fa referéncia generalment als diposits indesitjats sobre les superficies,
inclosos:
- Fouling inorganic : diposits de materials inorganics precipitats sobre les
superficies.
- Fouling organic: dipdsits de substancies organiques (olis, proteines...).
- Fouling de particules: dipdsits de silicat, argila.
- Biofouling: acumulacié i creixement d’organismes vius i dels seus materials

associats, organics o inorganics, sobre una superficie .

En els tres primers casos, 'augment de la capa de bruticia afavoreix el transport i
acumulacié abiodtica cap a la fase més aquosa de la superficie, i en aquests es poden
controlar eliminant-los de la fase liquida. Perd en el cas dels que tenen un origen
bioldgic és diferent, ja que els microorganismes presents es multipliquen i aixi, encara
que s’eliminessin el 99,99% dels bacteris presents mitjangant pretractaments, sempre
algunes d’elles podrien incorporar-se al sistema i adherir-se a la superficie per
multiplicar-se a expenses de les substancies biodegradables. En molts casos, el
biofouling esta causat per organismes heterotrofs i, daquesta manera, els
microorganismes transporten material organic cap a l'interior de la biomassa (Fleming,
2002).
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1.5.2.1 Implicaci6 dels biofilms en edificis, monuments i vaixells

El biodeteriorament és un factor important que perjudica les propietats
estetiques i funcionals d’edificis i monuments (Orlita, 2004), causat pels canvis
indesitjables dels materials, I'origen dels quals és l'activitat dels microorganismes
(Morton i Surman, 1994).

So6n molts els treballs que descriuen exemples de biodeteriorament, des del
que afecta les restes arqueoldgiques de la civilitzacié Maia (Videla et al., 2003) , fins
als que ocasionen problemes en els vitralls de la Cartoixa (Carmona et al., 2006).
S’han trobat microorganismes formant biofims en els rotllos de pellicula
cinematografics (Abrusci, 2005), i alguns sén els successos “miraculosos” que daten ja
de I'edat mitjana relacionats amb els biofilms. Potser el més conegut és el miracle de
Bolsena que va fer que el Papa Urba IV instaurés la festivitat catdlica del Corpus
Christi al confondre les biopel-licules formades amb molta probabilitat d’alguna espécie
de Serratia a sobre del pa que utilitzaven per a la comunié amb la sang de Crist
(Cullen, 1994). A més, en els ultims anys s’han informat del desenvolupament de
comunitats bacterianes en les estacions espacials i en el material relacionat amb
aquest tipus de missions. En l'aigua de condensacié de l'estacié espacial MIR el
recompte de microorganismes ha estat important i amb predomini dels els bacteris
gram negatius. Els investigadors estan cercant solucions a aquests problemes
generats per la formacio de les biopel-licules, ja que aquests microorganismes poden
actuar com a patdgens oportunistes per als astronautes ja que el seu sistema
immunitari es veu afectat per la manca de gravetat, els espais tancats i les radiacions
(Song i Leff, 2005).

De tots el processos que estan implicats en el biodeteriorament, el més comu
és que el material degradat sigui aprofitat pel microorganisme com a font nutricional.
Enzims hidrolitics sovint juguen un paper important (Morton i Surman, 1994). Molts
treballs basen els seus esforgcos per entendre els mecanismes pels quals els
microorganismes indueixen al deteriorament dels materials, per tal de poder prevenir

els danys ocasionats en molts monuments.
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Es per aixd que s'estan desenvolupant técniques microscopiques que,
aplicades in situ, analitzen el biodeteriorament quan els components bioldgics no s’han

separat del material litic (de los Rios i Ascaso, 2005).

Les superficies dels cascs dels vaixells sén un classic exemple de superficies
propenses a ser colonitzades per biofilms. Si bé el biofilm primari que es forma és
d’origen bacteria, les capes més externes poden estar colonitzades per organismes
superiors com els bivalves. Aquests tipus de biofilms poden reduir significativament la
velocitat dels vaixells. Biopellicules de només cent micrometres de gruix poden
augmentar, entre un cinc i un quinze per cent, la resisténcia a la friccio, fet que
provoca un augment en el consum de fuel, la qual cosa genera un increment en la

despesa economica naval (Fleming, 2002).

1.5.2.2 Les biopel-licules en sistemes intercanviadors de calor i la industria

alimentaria

Els biofoulings en els sistemes intercanviadors de calor i torres de refrigeracio
s6bn un dels majors problemes dels ultims anys. L’'adhesié bacteriana redueix
enormement la transferéncia de calor i I'eficiéncia dels equipaments (Walker, 2000).
Els problemes que ocasionen aquests tipus de biofilms es poden agreujar si en el
sistema hi ha un augment de la concentracié de nutrients o bé si hi ha abséncia dels
factors que els inhibeixen (Fleming, 2002). Legionella pneumophila és I'agent causal
de complicades pneumonies que poden tenir desenllagos fatals. Les biopel-licules que
forma sobreviuen en les torres de refrigeracié on es poden disseminar i contagiar les
persones, si els controls no sén eficagos. A més, recents investigacions han demostrat
la capacitat que tenen aquest tipus de biofilms d’establir relacions amb algunes
espécies de protozous com Hartmanella vermiformis i Acanthamoeba castellanii
(Declerck, 2007).

En la industria alimentaria és necessari portar un control dels biofilms
potencials que es poden formar tant en les superficies com en I'ambient. Encara que
el control d’aquests en les superficies que estan en contacte directe amb el producte
€s un pas critic per a la qualitat final d’aquest, els biofiims en I'ambient poden arribar a
ser una font de microorganismes patdogens que es poden transmetre a les superficies,

mitjancant aerosols, pels instruments utilitzats, o bé pel contacte huma (Walker, 2000).
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Les substancies polimériques extracel-lulars juguen un paper important en
ladhesié (en terres, canonades, bandes transportadores, superficies d’acer
inoxidable). Si els microorganismes no son eliminats degudament, aquests poden
formar les biopel-licules i augmentar aixi el risc de contaminacié. Per tant, s’han
desenvolupat diverses estratégies de prevencio i control, aixi com la selecci6 i la
utilitzacio correcta de detergents i desinfectants, unit a métodes fisics de neteja idonis
per tal de controlar la formacié de les biopel-licules. Diferents estudis posen de relleu
la persistencia de patdgens com Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni o
Escherichia coli O157:H7, que es poden trobar en les superficies que estan en

contacte amb els aliments (Kumar i Anand, 1998).

Listeria monocytogenes és un patogen resistent amb gran habilitat per proliferar
en ambients secs i és un microorganisme ideal per formar biofiims en nombroses
superficies d’acer inoxidable, de plastic, policarbonades, i pot sobreviure formant
microninxols tant en cintes transportadores, tancs d’emmagatzematge i en qualsevol
punt de la cadena de producci6é dels aliments, amb el perill que comporta de contagi
d’aquests i dels consumidors. Importants implicacions per la salut tenen també els
biofilms que poden formar Pseudomonas spp, Bacillus spp. i Salmonella spp.
(Chmiellewski i Frank, 2003).

1.5.2.3 Corrosio de canonades

La biocorrosié fa referéncia al deteriorament accelerat dels metalls causat per
la preséncia de biofilms en la seva superficie (Beech i Sunner, 2004). Les
biopel-licules es poden formar en totes aquelles superficies metal-liques en les quals
es donin les condicions ambientals optimes. La biocorrosié és el resultat de I'activitat
microbiana de les diferents espécies presents en els biofilms, aixi com del consum
d’oxigen, la produccié d'acids i l'activitat d’enzims que promouen ['establiment de
gradients quimics en la superficie del metall (Beech, 2004). La formacié de la
biopel-licula és el conjunt d’'una série de processos que no necessariament han de
coincidir en el temps ni en I'espai, i que comenca després que el metall sigui immers
en un medi aqués. En una primera etapa és una forma una pel-licula fina no més
gruixuda de 80 nm. Aquesta fina capa ja pot alterar les carregues electrostatiques de

la superficie del metall (Videla i Herrera, 2005).
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Els mecanismes pels quals els biofiims contribueixen a la corrosidé estan
influenciats per la viabilitat d’'oxigen de 'ambient. Sota condicions aerdbiques, petites
seccions de la biopel-licula poden crear arees anoddiques i catddiques sobre la
superficie del metall. En aquestes arees hi ha célllules que es poden diferenciar
quimicament i indueixen la transferéncia d’electrons amb la pérdua de cations.
Aquests processos deriven en la produccié d’acids organics els quals sén corrosius
pels metalls. Sota condicions anaerdbiques, els bacteris sulfat reductors sén la causa
principal de la corrosid, ja que redueixen els sulfats a sulfur d’hidrogen, que és molt
corrosiu, i, a més, es pot combinar amb ions ferrosos produits en altres processos de

corrosi6 i formar sulfur ferrés (Morton i Surman, 1994).

Bacteris del génere Desulfovibrio, Desulfuromonas i Desulfotomaculum, entre
d’altres, estan implicats directament en la corrosié. Hi ha treballs que demostren com
els biofilms de Desulfovibrio desulfuricans afecten les superficies d’acer inoxidable
(Lopes et al., 2006).

i. Estratégies anti-biofouling

Amb el reconeixement, fa uns cincuanta anys, del paper que poden jugar els
microorganismes en la corrosio i amb l'aveng en els estudis de la biocorrosio, s’estan
destinant molts esforcos per tal d’evitar aquests fendomens que poden succeir en un
rang molt variable de situacions. A més, a nivell industrial ocasionen, a part dels
problemes propis de I'embrutament de les superficies, i el deteriorament i mal
funcionament d’aparells i instal-lacions, una important despesa econdomica (Cloester et
al., 2005).

D’ una banda s’han desenvolupat estratégies de neteja molt especifiques que
s’utilitzen normalment abans d’aplicar algun meétode quimic. Aquests meétodes
inclouen, entre altres coses, determinacions d’equilibri termodinamics, regulacié de la

temperatura i alcalinitat (Videla, 2002).
L’efectivitat del biocida dependra de la naturalesa del microorganisme que s’ha

d’eliminar i de les condicions del sistema a tractar. Els requeriments que han de tenir

els biocides per ser utilitzats amb efectivitat son els seguents:
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- Han de ser selectius pel microorganisme “diana”.

- Han de ser capacos de mantenir I'efecte inhibitori en preséncia d’altres
compostos i sota les condicions del sistema.

- Han de ser biodegradables.

- No han de ser corrosius.

- Han de tenir un baix cost.

Els biocides poden ser oxidants (com el clor, brom i 0z6), els quals tenen
l'inconvenient que poden interactuar amb altres agents quimics. A més, poden causar
la corrosid de I'estructura dels metalls i altres estructures no metal-liques. En canvi, els
biocides no oxidants (com els amonis quaternaris o aldheids) poden ser més efectius
que els oxidants i poden controlar un ventall més ampli de microorganismes com
bacteris, algues i fongs. Moltes vegades s’utilitzen conjuntament per controlar el

creixement microbia (Cloester et al., 2005).

Tot seguit es recullen els principals biocides utilizats en els sistemes industrials

d’aigua:

Biocides oxidants

-Clor: efectiu enfront bacteris i algues. Es pH dependent. Concentracié efectiva (CF): 0.1-0.2 ppm
-Didxid de clor: efectiu contra bacteris i menys per fongs i algues. Independent del pH. CF: 0.1-1 ppm
-Brom: efectiu amb bacteris i algues. Ampli rang de pHs. CF:0.05-0.1 ppm

-0z6: altament efectiu contra biofilms bacterians. pH dependent. CF:0.2-.5 ppm

Biocides no oxidants
-Methylene-bis ( THIOCYANATE): efectiu només contra bacteris. S’hidrolitza a pHs superiors a 8.CF:1.5-8

ppm.
-Isothiazolones: Efectius per bacteris, fongs i algues, no depén del pH. CF: 0.9-10 ppm

-Quats: és un surfactant. Efectiu contra bacteris i algues. CF: 8-35 ppm
-Glutaraldehyde: efectiu amb bacteris, algues, fongs i biofilms. CF: 10-70 ppm
-THPS: efectius enfront bacteris, algues, fongs i biofilms. CF:10-90 ppm

Videla et al., 2002
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Altres métodes per prevenir i controlar la biocorrosié inclouen sistemes de
revestiments a manera de capes protectores, com per exemple algun tipus de pintures
especials pels bucs dels vaixells per evitar I'adhesi6 de bacteris i organismes
superiors. Aquests métodes alternatius tenen I'avantatge que no sén toxics i poden
disminuir el risc de corrosions posteriors. S'utilitzen, també, silicones, resines
modificades per aquest fi. Moltes vegades per tal d’evitar els problemes ocasionats
pels biofoulings es seleccionen els materials que formaran part de les superficies que
siguin resistents als processos de corrosi6. Noves tecnologies com la proteccid
catddica que implica corrents externes que protegeixen les superficies, oposant-se al
corrent propi de ions que es generen en els processos de biocorrosid, s’estan
desenvolupant amb éxit i ha resultat efectiu inhibint el creixement bacteria en plaques

d’acer inoxidable submergides en el mar (Videla et al., 2002).

ii. El coure

Un dels metalls susceptibles a patir la biocorrosié abans esmentada és el
coure; i aquest fet és important, ja que aquest metall pot formar part de les canonades
de la xarxa de distribucié d’aigua potable. El coure és un metall de transicié capa¢ de
participar en els cicles en dos estats redox, un oxidat (Cu Il) i un altre en estat reduit
(Cu 1). Tots els organismes requereixen el coure com a cofactor catalitic en els
processos bioldogics com la respiracio, el transport de ferro, I'estrés oxidatiu, la
produccié d’hormones peptidiques, pigmentacions, en la coagulacié de la sang i en el
creixement i el desenvolupament cel-lular. A més, el coure també participa en
reaccions redox que generen radicals hidroxils, els quals poden tenir conseqiéncies

molt negatives envers els lipids, proteines i ADN.

En els ésser humans, els desequilibris d’aquest i6 poden comportar trastorns i
malalties com la sindrome de Menkes o la malaltia de Wilson, caracteritzada per la
inhabilitat de distribuir correctament el coure per les cél-lules i els teixits. D’una banda,
la malaltia de Wilson és un desordre metabolic del coure que afecta una persona de
cada trenta mil, i que es caracteritza per la mutacié d’'un parell de gens ATP7B
localitzats en el cromosoma 13. Com a conseqiiéncia, la concentracié de coure en el
fetge és vint vegades més gran que els nivells normals, i per la deficiéncia,

aproximadament d’'un trenta per cent, de la proteina plasmatica del coure, la
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ceruloplasmina. La sindrome de Menkes és un trastorn hereditari que provoca un

deéficit de coure.

El contacte perllongat amb recipients de coure, canonades, o valvules, el
menjar acid o la beguda poden dissoldre petites quantitas de coure, suficients per a
causar nausees, vomits i diarrees. Els estandards internacionals (WHO) I'any 1958
varen establir que concentracions superiors a 1,5 mg de coure per litre deterioraven la
potabilitat de I'aigua. Aquest valor es va mantenir, entre el periode comprés entre els
anys 1963 i 1971, com el valor maxim permeés. Actualment es recomana que el coure
no excedeixi una concentracié de 2 mg/L per evitar els transtorns gastrointestinals que

es deriven d’un consum excessiu.

1.5.2.4 Implicacié dels biofilms en I'aigua de beguda

A primer cop d’ull les condicions que es donen en els sistemes de distribucid
d’aigua potable no sén massa favorables per al creixement bacteria (Critchley et al.,
2002), ja que estan exposats a desinfectants i a concentracions limitants de nutrients,
per aixo la seva supervivéncia formant biofilms els confereix proteccié a I'estrés fisic i

quimic (LeChevallier et al., 1998).

La preséncia de biofilms en els sistemes daigua potable pot ocasionar
problemes com la corrosio de les canonades, el deteriorament de la qualitat de I'aigua i

altres efectes indesitjables (Hu et al., 2005).

La contaminacié de l'aigua de beguda esta relacionada amb els sistemes
doméstics de canonades de coure. Aquesta té lloc per la corrosio lenta i progressiva
de les superficies de les canonades, coneguda amb el nom de cuprosolvéncia. La
quimica propia de l'aigua, les corrents eléctriques i les condicions medioambientals
poden influir en [l'oxidaci6 potencial del coure (Dutkiewicz et al, 1998). La
cuprosolvéncia ha estat relacionada amb la preséncia de bacteris en els sistemes de
recirculacié d’aigua calenta (Fischer et al., 1992). Les descripcions dels biofilms que es
formen en les canonades d’aigua potable es basen en I'observacidé per microscopia
electronica dels materials de les canonades, aixi com de les incrustacions que es

formen en la seva superficie (Szewzyk et al., 2000).
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En la corrosi6é de les canonades de coure entren en joc les interaccions que hi
ha entre les superficies de les canonades i els factors quimics, a més a més del
creixement microbia que pot portar a la solubilitzacié del metall i fer que els nivells de
coure en l'aigua potable excedeixi les directrius de salut i facin que I'aigua tingui un
gust amarg i metal-lic (Dietrich, 2004), a més de donar una coloracié blavosa a 'aigua
(Critchley et al., 2003,).

Els canvis de gust i color que pot adquirir 'aigua son rellevants i, alhora, sén
factors de proteccié que tenen els consumidors dels possibles efectes toxics. S’han
recollit informes de persones que han patit simptomes gastrointestinals (principalment
nausees, vomits, diarrea i espasmes abdominals) després de la ingesti6 d’aigles

contaminades per coure (Zacarias et al., 2001).

Les biopel-licules juguen un paper molt important en la seguretat de 'aigua de
beguda ja que proporcionen el microambient idoni perqué es puguin desenvolupar
microorganismes potencialment patdgens. El descobriment de noves espécies de
bacteris aquatics en alguns biofilms formats en l'aigua de beguda és tan sols el
comencament d’'una nova area de recerca de les interaccions dels patdgens amb
aquests bacteris causada per la rellevancia que tenen aquests sistemes (Szewzyk et
al., 2000).

Diferents publicacions assenyalen la importancia de la formacié de biofilms en
les superficies internes de les canonades de coure, aixi com els efectes que tenen
sobre la qualitat de laigua i els efectes especifics que tenen diferents espécies
bacterianes en la cuprosolvéncia de les canonades doméstiques (Dutkiewicz i
Fallowfield, 1998).
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2. OBJECTIUS

Es calcula que prop d'un 95% de la biomassa bacteriana que es pot trobar en els
sistemes de distribucié d’aigua potable es troba localitzada adherida a les superficies
internes de les canonades en forma de biopel-licules, i que només un 5% es troba
lliure en la fase aquosa. El creixement dels microorganismes formant biofilms sobre les
superficies altera la composicid dels materials. En el cas de les superficies
metal-liques, les reaccions fisicoquimiques es tradueixen en canvis indesitjables que
es veuen agreujades per la biocorrosié o la corrosié influenciada per microorganismes.
El coure és un element traga essencial, perd ingerit de forma massiva és toxic. S’han
descrit casos d’intoxicacions a causa de problemes de corrosié i cuprosolvéncia on els
microorganismes juguen un paper primordial. Alhora, alguns bacteris formadors del
biofilms tenen la capacitat d’acumular el metall, incrementant el risc per la salut

publica.

Dins d’aquest context els objectius que ens varem plantejar foren els seglents:
« Estudiar la capacitat de captar coure per part d’Agrobacterium radiobacter
EPS-916, tant de solucions aquoses com de superficies de coure, i veure si és
capag o no de participar en processos de cuprosolvéncia.

< Mirar la capacitat d’aillats del medi ambient per captar coure i per formar
biopel-licules, i de veure si els biofilms, formats ja sigui per dissolucié del coure
0 bé per captacié directa del mateix, poden augmentar els nivells del metall en
l'aigua, posant en compromis la salubritat d’aquesta per superar els limits

permesos per la legislacio.
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3. MATERIAL | METODES

3.1 El microorganisme

3.1.1 Caracteritzacio

El microorganisme utilitzat en aquests estudis va ser obtingut de mostres de sol
i seleccionat per la seva capacitat d’'acumular metalls pesats presents en el medi. La
soca fou designada com a EPS-916 (Llovera et al., 1993) i va ser aillada d’'una mostra
de s0l, identificada com a Agrobacterium radiobacter (Bayés, 1992). Aquesta va ser
seleccionada en una prospeccié de bacteris productors d’exopolisacarids i per la seva

elevada capacitat de sintetitzar aquest material extrapolimeéric (Llovera et al., 1993).

La soca A.radiobacter EPS-916 presenta una morfologia bacil-lar de mida petita
(longitud 1-4,2 um i un diametre aproximat de 0,8-1,1 um); és mobil per flagels
peritrics. EI microorganisme és oxidasa, ureasa, catalasa positiva i a la tincié de gram

s’observa com a negatiu. No forma ni quists ni espores (Bayés, 1992).

3.1.2 Manteniment

Després d’estar sembrades en tubs d’agar inclinat de Triptona i Soja (TSA,
BBL), la soca s’ha conservat a la nevera a 4°C. S’han realitzat ressembrades en el
mateix medi cada quinze dies i, per realitzar els estudis, s’han fet ressembrades de 24
hores en tubs de TSA inclinat i portats a incubar a 30°C.

Paral-lelament la soca s’ha mantingut en plaques d’agar Mueller-Hinton (M-H,
Difco) amb soluci6 de metall, a 4°C. Les plaques de conservacié tenien una
concentraci6 de 5mM de Cu. Es varen realitzar ressembrades de plaques de M-H

metall cada deu dies.

3.1.3 Conservacio

La liofilitzacié fou un dels métodes utilitzats per a la conservacié de la soca. Els
bacteris es varen mantenir liofilitzats en un medi base de Bacto Skim Milk (Difco) al
10% i Tiourea (Merck) a I'% (Vilaseca, 1984). La reconstitucio dels liofilitzats es va
dur a terme afegint brou de Triptona i Soja (TSB, BBL) i incubant-ho a 30°C durant 24
hores. També s’ha utilitzat el Kit comercial de crioboles Vibakstore (Nirco, S.A)

mantingut a —80°C.
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3.2 Determinacio de la concentracié minima inhibitoria

La concentracié minima inhibitoria (CMI) és la menor concentracié a la qual
s’observa una inhibicié total del creixement bacteria, desestimant I'aparicié de colonies
aillades o de creixement molt lleuger (Murray ,2000). Per determinar la CMI cal
inocular les soques que volem estudiar en una placa de Mueller-Hinton (M-H) que
contingui una concentracié coneguda de metall. La sal utilitzada ha estat sulfat de
coure CuSO,45H,0 (Fluka-Garantie) de Pm= 249,68 g/mol.

A partir de diferents dilucions de la sal, s’afegeix 1 mL de cada dilucié a 20 mL
d’agar MH estéril mantingut a 50°C i, finalment, s’emplaca. Al mateix temps es van fer
plagues control de MH agar sense metall per verificar la viabilitat del microorganisme i

aixi tenir un creixement de referéncia (Simon-Pujol et al., 1979).

Per a la preparacié dels indculs es va partir de cultius de 24 hores de la soca
en brou de triptona i soja (TSB, BBL). Es va inocular un volum de 100 pL distribuits en
dues gotes en plaques. Un cop I'agar ha absorbit el TSB es porten a incubar entre 24 i
48 hores a 30°C.

Es varen realitzar diferents séries de concentracions de metall per aconseguir

una millor delimitacié de la mateixa.

3.2.1 Adaptacio

Després de la determinaci6 de la CMI, la soca es va adaptar a una
concentracié de 5mM, inferior a la CMI en el qual es produia un creixement apte per a
la realitzacié dels experiments i, després dels seu creixement, es varen mantenir a la

nevera a 42C.
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3.3 Captacio de coure

3.3.1 Preparacio6 de I'inocul

El medi de cultiu utilitzat per a la realitzacié de I'estudi de la captacié de coure
per part de la soca EPS-916 ha estat el medi descrit per Estafiol (1988) i anomenat
GMS.

La composicié d’aquest medi liquid és:

Glucosa (Panreac).........cccouuiueeieieeeeeieiiiieeeee e 1049
NH4CI (Clorur Amonic) (Panreac)............cccccvvuvuvnnnnnnn. 2,679
KH,PO4 (Fosfat Monopotassic) (Fluka)...................... 5,339
Solucié de sals minerals ............cccccceeeiiiiiiiiiiieee s 3mL
Aigua destillada..........c.cccvveviviiiiiiiie gsp 1000mL

La solucié de sals té la seglient composicio:

CaCly 2H0 (MercK)....coooeeiieieiiiiieeee e 0,100 g
MgSO47H20 (MErcK)....ccoevvvieiiiiiiiiiiieiieeiieeeeeeeeeeeee e, 9,983 ¢g
MNSO4H,0 (Panreac).........ccevveeviiiciiiiieeeieeeeiieeeeeen 0,065 g
Aigua destil-lada ........c.ccccoooeiiiii gsp 1000mL

El procediment per aquests experiments es resumeix en la figura 3.1. Per cada
assaig es varen preparar 250 mL de medi GMS. Per fer-ho es varen pesar i mesurar
les quantitats necessaries dels diferents compostos i es varen disposar en els
matrassos de capacitat 1.000 mL.

El pH es va ajustar a un valor de 7,2 amb NaOH 1N per afavorir les condicions
de creixement bacteria. Tot seguit, es porta a esterilitzar a I'autoclau (121°C, 1 atm., 20
min.). La glucosa es va esterilitzar per separat amb un volum suficient d’aigua, per
evitar la seva caramelitzacio i, posteriorment, s’afegeix a la resta de medi de cultiu en
condicions d’esterilitat. La inoculacié es va fer a partir del creixement bacteria en TSA.
Aquest indcul provenia, alhora, de plaques de Mueller-Hinton metall que varen estar
incubades durant 48 hores a 30°C. Un cop inoculat es porta a agitacié orbital constant
de 120 rpm a 30°C i durant un periode de 48 hores.

Un cop transcorregut el temps de creixement i mitjancant centrifugacio, es

varen separar les cel-lules, a 8.000 rpm durant 15 minuts. Seguidament es va rebutjar
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el sobrenedant i es renta el sediment amb aigua destil-lada per eliminar possibles

restes de medi i es torna a centrifugar. L’operacié es va repetir un parell de vegades.

Després de centrifugar, es va ressuspendre el pellet amb una mica d’aigua per
poder ajustar la densitat optica de la suspensié bacteriana a un valor de 0.6-0,65 a una
longitud d’'ona de 520 nm. D’aquesta suspensié bacteriana es varen agafar 20mL i
s’inocularen a diferents Erlenmeyers de 250mL que contenen 80mL de solucié de
metall. Alhora, es varen prendre 20mL de la suspensié bacteriana i es posaren en un
pesafiltres, que préviament es va tarar per calcular el pes sec de la biomassa cel-lular.
Aquest pesdfiltres es mantingué cinc dies un forn de 100°C a partir del qual es

comencaren a fer les successives pesades.

3.3.2 Presa de mostra

Per veure la captacié de coure per part dels bacteris no proliferants es van
prendre mostres durant 24 hores. La presa de mostra es realitza a diferents temps
segons I'experiment (t=1h, t=2h, t=6h i t=24h t=48h); paral-lelament, i als mateixos
temps, es varen prendre mostra d’un control que només contenia solucié de metall. El
volum de mostra va ser de 5 mL. Les mostres, una vegada recollides, es van
centrifugar a 4.200 rpm durant 15 minuts. Passat aquest temps, es va rebutjar el
sobrenedant i es renta el pellet amb aigua destil-lada, per eliminar possibles restes de
metall que haguessin pogut quedar en el medi, i es torna a centrifugar. L'operaci6 es

va realitzar un parell de vegades.

Els sediments que es varen obtenir es portaren al forn de 100°C per eliminar
tota l'aigua, un temps aproximat de dues hores. Passades les dues hores, s’afegiren a
cada tub 0,5mL de HNO; concentrat, per poder obtenir el coure acumulat dins els
bacteris. Els tubs es taparen per evitar possibles pérdues i es posaren a un bany maria
a 100°C durant un parell d’hores (Norris i Kelly, 1977). Una vegada finalitzat el procés
de digestid, s’afegi, a cada tub, 4,5mL d’aigua destil-lada estéril i es filtraren les

solucions amb filtres de 0,45um de mida de porus.
Després, mitjangant absorcidé atomica (utilitzant un espectrofotometre

d'absorcié atdmica amb forn de grafit Varian 3000 amb corrector de fons per efecte

Zeeman) es va determinar la quantitat de coure acumulat.
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Placa Mueller-Hinton
amb CuSO,-5H,0
(48h)

NG,
!
!
v

Medi GMS (48h)
120 rpm, 30°C

Rentats (x3) amb H,O
destil-lada estéril (15’, 8000
rpm, 10°C)

!

20 mL d’inocul ajustat a -
una DO de 0,6-0,65 20 m("cgzr\lng%s‘ﬁ')' lada
(A=520 nm)

| !

80 mL de soluci6 de

- - - CuS0,-5H,0 -

Mostratge a diferents

I I B

1. Es centrifuga per tal d'eliminar el sobrenedant
(4400 rpm, 157)

2 Es renta la biomassa amb H,O dest.

3. S’asseca la biomassa (2h, 100°C)

4. S’addicionen 0,5 mL HNO;. Digesti6 (2h,100°C)
5 Addici6 de 4,5 mL H,O dest.

6

Filtracio de la mostra

!

Mesura de la [Cu] per Espectroscopia
d’ Absorcié atomica

Fig. 3.1 Esquema del protocol seguit en els experiments de captacié de CuSO45H,0
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3.3.3 Estudis de captacié a diferents pHs

Per estudiar I'efecte que el pH podria tenir en la captacié de coure, es va
ajustar la solucié de sulfat de coure a diferents pHs mitjangant I'addicié6 de HCI 0,1N.
La solucid, una vegada ajustada, es va esterilitzar mitjancant filtres Millipore amb una
mida de porus de 0,22 um. La presa de mostra i el processament d’aquesta segueix el

procediment descrit en I'apartat anterior.

3.4 Determinacio de I’estructura cristal-lina del coure

Un cop transcorregudes les 48 hores, durant les quals els bacteris varen estar
en contacte amb la solucié de coure, es varen reunir el contingut dels matrassos
(menys el control) i es centrifuga a 8.000 rpm durant vint minuts. Passat aquest temps
es va rentar el sediment i es comenca el procés de destruccié de la matéria organica
mitjancant el métode descrit per Kunze i Dixon (1986). Aquest métode d’eliminacio

consisteix en una oxidacié mitjancant peroxid d’hidrogen pur.

El sediment obtingut de la centrifugacié es va col-locar en un got de precipitats i
se li va afegir una mica d’aigua destil-lada i 10mL de H,O,. Deixant que qualsevol
efervescéncia o escuma desaparegués, es va posar la mostra dins un bany d’aigua a
uns 70°C. S’afegiren volums d’'uns 5mL de H,O, fins que després d’'una nova addicio
de H,O, no es va observar cap efervescéncia. Es important vigilar que la mostra no
s’evapori completament. Acabat el tractament, es porta a sequedat fins que va quedar
un pols suficient per a la determinaci6 de I'estructura cristal-lina mitjancant difraccio de
Raigs X.

Per a la determinacié es va utilitzar un difractometre de raigs X de pols de
geometria 6/26 Siemens D-500, amb les seguients caracteristiques técniques:
Radiaci6 Ko del coure a 40 Wi 30mA
Monocromador secundari de grafit
Finestra de divergéncia d’un grau

Finestra de recepci6 de 0.05 graus

YV V V VYV V

Espectres fets de 4-70 graus 26 amb mida de pas de 0,05 °26

» Temps de comptatge de tres segons per pas
Per identificar les fases cristallines es compara la mostra amb les fitxes
cristal-lografiques del banc de dades del Joint Committee of Powder Difraction
Standards (JCPDS).

48



Material i métodes

3.5 Técniques microscopiques

3.5.1 Observacié de bacteris per microscopia electronica de transmissié

Per obtenir la mostra varem agafar 1 mL d’'un erlenmeyer on havien estat en
contacte el microorganisme amb una solucié de coure, durant 24 hores. També es va
prendre una mostra, després de 48 hores de contacte, en un tub eppendorf, es va
centrifugar a 16.000 rpm durant cinc minuts per separar les cél-lules i es va rentar tres

vegades amb aigua destil-lada abans de processar la mostra.

Després d'obtenir les mostres, aquestes es varen processar seguint les
recomanacions del Serveis Cientifico-Técnics de la Universitat de Barcelona, duent a

terme un procés de fixacié i un d’osmificacié de la mostra.

3.5.1.1. Procés de fixacié de la mostra

S’agafa 1 mL de cultiu i s’hi addiciona 1 mL de glutaraldehid (5 %) (es prepara
doblement concentrat i en solucié tamp¢ fosfat (PB) (0,2 M)). Es deixa que la mostra i
el fixador estiguin en contacte 10 minuts, aproximadament. Seguidament es centrifuga
a 1.000-2.000 rpm, 4°C i 5 minuts (el temps minim necessari perqué baixin les cél-lules
i no es produeixi lisi cel-lular). Es decanta el sobrenedant i es ressuspén la biomassa
amb la solucié del fixador al 2,5 % (glutaraldehid (5 %) + tamp6 fosfat (0,1 M)). Es
repeteix I'operacié fins a tres vegades. Es convenient que durant I'Gltim procés de
fixacio es deixi la biomassa en contacte amb el fixador (2,5 %) almenys dues hores.
Un cop fets els rentats amb el fixador es procedeix a fer els rentats amb tampé fosfat
(0,1 M). Es deixa la solucié amortidora de fosfats en contacte amb les cél-lules 10
minuts. Es torna a centrifugar i es decanta. Es repeteix el procediment quatre vegades.
Un cop finalitzats els rentats es deixa la mostra en tampé fosfat a 4°C fins que es

realitzi 'osmificacio.

3.5.1.2 Procés d’osmificacio
Es prepara una soluci6 de (1 % Os0O4+0,8 % K3Fe(CN)6) a partir de la solucio
concentrada de (4 % Os0O4+3,2 % K3Fe(CN)6). Per aixo, s’agafa 0,5 mL de la solucio
concentrada de (4 % OsO4+3,2 % K3Fe(CN)6) + 1 mL de la solucié6 amortidora de PB

(0,2 M)+ 0,5 mL aigua mQ. S’addiciona a la mostra préviament fixada, la soluci6 de
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(1% Os0O4 +0,8% K3Fe(CN)6) fins a cobrir la biomassa, es deixa en gel 1,30-2 hi es
tapa amb paper d’alumini. Passades les dues hores es centrifuga i es decanta el
sobrenedant. La biomassa es renta quatre vegades amb solucié amortidora PB (0,1
M).

Les cél-lules tenyides son incloses en agar pur (Difco, MI, EEUU) al 2,5%
mitjangant el métode de la bombolla. A continuacio es deshidraten emprant un gradient
creixent d’acetona pura anhidra (de 50 % al 100 %). Finalment les mostres son
incloses en resina Spurr i es deixa polimeritzar 48h a 60°C (Spurr, 1969). Els talls
ultrafins (30-90 nm) sén realitzats amb una fulla de diamant (Diatome, Biel, Suissa) en
un ultramicrotom Ultracut FC4E (Reichert-Jung (LEICA), Wetzlar, Alemanya).

Els talls ultrafins varen ser realitzats amb una ganiveta de diamant en un
microtom i enganxats en una reixeta de titani. En els talls contrastats, el procés es va
finalitzar amb I'aplicacié d’acetat d’uranil al 2% (30 minuts) i tinci6 amb citrat de plom

(Tincié Reynolds).

Les mostres es varen examinar en un microscopi electronic de transmissio

Philips EM-301, treballant normalment amb una acceleracié de 80 KV.

3.5.2 Microanalisi per raigs X

El processament de la mostra va ser el mateix que el descrit en I'apartat 3.5.1.
Per estabilitzar la mostra es va realitzar un evaporat de carboni a sobre dels talls. El
microscopi utilitzat va ser un Hitachi® H-800 MT i les microanalisis es varen fer amb un
suport STEM (per fer escombrats de la mostra) i un detector Kevex de raigs X
d’elements lleugers (Kevex Corporation, California). Es treballa amb una acceleracié
de 100 Kv.

3.6 Produccié d’exopolisacarid

3.6.1 Preparacio de I'inocul

L’indcul per a la produccié de I'exopolisacarid es va obtenir cultivant la soca EPS-

916 amb 250 mL del medi de cultiu liquid a 30°C, durant 60 hores en agitacié continua.
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La composicié d’aquest medi (Estanol, 1988) és:

Glucosa (Panreac)..........ceeveeveeeieeiieiiieeiiieeeeeeeeeeeeeeee e 20 g
NH,CI (Clorur Amonic) ( Panreac)...........ccccvvvvvvvvvvnnnnnnns 1,00 g
KH,PO4 (Fosfat Monopotassic) (Fluka)................. ...... 544 g
Solucio de sals minerals ..........ccocveeeiiiiieiii e 6 mL
Aigua destil-lada ..........cooovviiiiiiiiiiiiiiee gsp 1000 mL
La soluci6 de sals minerals té la seglient composicio:
CaCly 2H30 (MercK)......veeeeiiiieeeeieeee e 0,100 g
MGSO47H20 (MErCK).....cceiieiiieieieee e 1049
MnSO4H,0 (Panreac)............ccccceeiiee, 0,075¢g
FeSO,7H,0 (Panreac)............uvvvvvvvevvvevireiireriveeeeeeeeeeeeeeeens 0,449
Aigua destillada .................co gsp 1000mL

Es va ajustar el pH a 7 amb NaOH 1 N i es va esterilitzar a l'autoclau; la

glucosa, per evitar la seva caramelitzacio, es va esterilitzar per separat. La inoculacié

del medi es va fer de creixement bacteria que provenia de plaques de TSA incubat 24

hores a 30°C.

Passat el temps d’incubacié, el cultiu es va centrifugar a 9.000 rpm a una

temperatura de 10°C; tot seguit, es va rebutjar el sobrenedant i les cél-lules que

restaven en el sediment es varen rentar amb sérum fisioldogic de pH 7. Aquesta

operacié es va repetir dues vegades. Es va utilitzar quantitat suficient d’indcul per

arribar a una densitat optica final de 0,35 llegida a una longitud d’ona de 520 nm. El

medi de cultiu que afavorira la produccié de I'exopolisacarid té la seglient composicid

(Estafiol, 1988):

Aigua destil-lada.............cccc

Glucosa (Panreac).........c.ooocvueeeeeeeeiiiiiiiiieeeee e
NH4CI (Clorur Amonic) (Panreac)...........cccccvvunniiue.
KH,PO4 (Fosfat Monopotassic) (Fluka).. ...............

Solucid de sals minerals ........cooooveeeeieieeiiiieee
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L’indcul préviament ajustat es va sembrar en els matrassos incubant-los durant
96 hores, sota agitacié constant i a una temperatura de 30°C. Aquest medi en aquest

estudi sera anomenat com a EPS-B.

3.6.1 Obtencio del polisacarid

Transcorregut el temps d’incubacio, es va procedir primer de tot a centrifugar a
8.000 rpm durant 20 minuts a 10°C, per separar |'exopolisacarid del medi de

fermentacio.

Una vegada centrifugat i separades les cél-lules, el polisacarid suspés en el
sobrenedant va ser precipitat mitjancant I'addici6 de tres volums d’etanol fred
(Marqués et al., 1986), durant uns cinc dies. Passat el temps de precipitacio, es va
recollir 'EPS i es va dissoldre en aigua destil-lada freda i es va dialitzar enfront d’aigua
destilllada a 4°C durant unes 48 hores, per eliminar les restes d’etanol que
impossibilitaria la seva posterior liofilitzacié. Per a la dialisi es van utilitzar membranes

de dialisi tractades segons Maniatis et al. (1982).

El producte obtingut després de la dialisi va ser congelat i llavors liofilitzat.

3.7 Captacio de coure per I’exopolisacarid

Per a l'assaig de captacid, d’'una banda, es va preparar una solucié de coure
(CuSO,5H,0 de Pm= 249,68 g/mol), dissolent 0,1 grams de la sal en 1.000 mL
d’aigua destil-lada i, a partir d’aquesta, es varen fer dilucions necessaries perque, a
I'addicionar el mateix volum de la solucié del polisacarid, quedessin a la concentracio

final desitjada.

D’una altra banda, es varen preparar dues concentracions diferents; per fer-ho
es va preparar una solucié aquosa de polisacarid al 0,8% i al 0,4%, de manera que a
I'afegir el mateix volum de la soluci6é de coure quedés una concentracio final del 0,4% i
del 0,2%, respectivament. Aixi doncs, en un matras que contenia 50 mL de la soluci6
de coure es va afegir 50 mL de la solucié polisacaridica. Es va deixar en agitacié i,
transcorregut el temps de contacte, es va extreure una aliquota de 20 mL que es va a
dur al forn de calor sec, fins a pes sec constant. Als 80 mL restants se’ls va afegir cinc
volums d’aigua destillada i es va procedir a dialitzar-los mitjangant un sistema de

dialisi tangencial forgcada mitjangant pressié (Millipore Minitan System), utilitzant
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plaques de filtraci6 PTHKOMPO4 de mida de porus de 100.000 Dalton, amb la finalitat

de separar el coure lliure del coure retingut per I'exopolisacarid.

Després de la dialitzacio es va determinar el coure, tant en les aigles de dialisi

com en el polisacarid dialitzat, mitjangant absorcié atdmica.

Per a la preparacié de les mostres, previ a la determinacié de coure per
absorcié atdomica, es va fer un tractament per destruir la matéria organica. La digestié
va consistir a afegir acid nitric concentrat a les mostres, tapar-les amb parafilm per
evitar la corrosi6 dels taps, i es varen portar a un bany d’aigua a 100°C durant dues
hores. Passat el temps de destrucci6 de matéria organica, es deixen refredar i
s’enrasen fins a volum final amb aigua destil-lada. En el procés, I'acid nitric, a més de

digerir la matéria organica, ajuda a estabilitzar la mostra.

3.8 Captacioé de coure per cél-lules productores d’exopolisacarid

Per als seglients experiments, es varen inocular matrassos amb 250 mL de
medi de cultiu anomenat com a EPS-B, amb una suspensié bacteriana préviament
ajustada d"A.radiobacter EPS-916, i es varen deixar en contacte durant 7 dies a una
temperatura de 30°C i a agitacié constant. El pH del medi es va ajustar a un valor
proper a la neutralitat amb NaOH 1N i es va esterilitzar separat de la glucosa, per
evitar la seva caramelitzaci6. Passat el temps d’incubacié, es va posar en contacte la
suspensié cel-lular amb solucions de sulfat de coure a concentracions de 1 mM i 1,5
mM, préviament esterilitzada i, tal com s’indica en I'esquema de la pagina seglent, es
varen prendre mostres a diferents temps (0, 1, 3 i 24 hores). L’esquema del procés es
resumeix en la figura 3.2. Les mostres es varen centrifugar a 4.200 rpm. Un cop
centrifugades, es va recollir el sobrenedant per la seva posterior precipitacié i obtencio
de I'exopolisacarid. Un cop obtingut I'exopolisacarid es va dialitzar i digerir per poder

quantificar, mitjancant absorcié atdmica, el possible coure que hagués pogut acumular.

Simultaniament es va rentar amb aigua destil-lada el pellet obtingut i es va a
portar a sequedat al forn de 100°C durant un periode de dues hores. Passat el temps,
es va afegir 0,5 mL d’acid nitric concentrat, es van tapar els tubs herméticament i es
varen posar en un bany maria per procedir a la digestié de les cél-lules. Passat el
temps, s’afegiren 4,5 mL d’aigua destil-lada a cada tub i es varen filtrar les mostres.
Per saber la quantitat de coure acumulat, les mostres es varen analitzar per absorci6

atomica.
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\ Placa MuellerHinton
@ amb CuSO,-5H,0 (48h)

\@ Placa TSA (24h)

7 dies, 30°C,
120 rpm Y
- - A Addicioé de lasolucio de metall
M1 \

mmd> ( Pes sec

30°C, 120 rpm ‘

Presa de mostra (5mL)

=0 t=1h t=3h t=24h

II 4400 rpm, 15’
Tractament del sediment Tractament del sobrenadant
Digestié materia organica Recuperaci6 de 'EPS
Filtracio Tractament de 'EPS

Mesura de la [Cu] per Espectroscopia d’ Absorcié
atomica

Fig. 3.2 Esquema de I'assaig de captacié de Cu per part de cél-lules productores d’'EPS
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3.9 Captacioé de coure provinent d’un tros de canonada

Amb un intent d’aproximar els resultats obtinguts a la realitat de la contaminacio
bacteriana de conduccions de coure, es va dissenyar la seglent experiéncia: utilitzant
el medi de cultiu descrit a I'apartat 3.6.1, es va sembrar un matras amb 250 mL del
medi esmentat i es va sembrar amb un indcul que provenia d’'unes ressembrades de
24 hores en TSA mantingudes a 30°C, les quals provenien, alhora, de plaques de M-H
metall, amb una concentracié de sal de coure de 5 mM, que havien estat incubades
durant 48 hores a 30°C. Alhora, es va posar en el medi el tros de canonada i es va

deixar durant cinc dies incubant en agitacié constant a una temperatura de 302C.

\ Rentat de la canonada amb aigua

oD 5 dies

30°
Agitacio _
5mL
Centrifugacio i disgestio

|' dels pellets

Fig. 3.3 Esquema de I'experiment dissenyat amb un tros de canonada

Passat el temps d’incubacio, amb unes pinces estérils es va retirar la porcio de
canonada i es va rentar amb aigua destil-lada estéril, les aiglies de rentat es varen

recollir en tubs i es varen analitzar per absorcié atdmica.

D’altra banda, es varen agafar mostres de 5 mL del matras on s’havia produit el
contacte de l'anella de coure i el microorganisme, i es varen centrifugar a 4.200 rpm
per separar-ne les cél-lules. El sediment obtingut es va rentar amb 5 mL d’aigua

destil-lada; aquesta operacié es va repetir tres vegades.
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El sediment obtingut es va portar a la sequedat a 100°C un temps d’unes dues
hores. Una vegada sec, s’hi varen afegir 0,5 mL de HNO; concentrat i es va iniciar la
digestio de les cél-lules durant un parell d’hores en un bany maria. Finalitzada la
digestié, es varen afegir 4,5 mL d’aigua estéril, la mostra es va filtrar amb filtres de

mida de porus de 0,45 um i es va quantificar per absorci6é atdomica.

3.10 Aillament de soques bacterianes causants de biofouling

3.10.1 Aillament de soques

Després dels resultats preventius obtinguts en I'assaig on es pretenia veure
'acumulacié de coure provinent d’'un tros de canonada, es varen prendre mostres amb
hisops de canonades de coure de la xarxa d’aigua potable de diferents llars, que
portessin un temps sense circulacié d’aigua, per poder-ne detectar microorganismes

potencials de formar biofilms dins la superficie interna de la canonada.

3.10.2 Identificacio i conservacié de les soques microbianes

Els diferents microorganismes aillats varen ser conservats en tubs d’agar
inclinat de TSA. Per a la primera identificacid6 es varen utilitzar les seglents
técniques: tincié de gram, prova de I'oxidasa, prova de la catalasa , prova de 'O/F i la

bateria de proves bioquimiques del Kit comercial API 20 E BioMérieux.

3.10.3 Determinacioé de la concentracié minima inhibitoria

Amb la finalitat de conéixer millor el comportament de cada un dels aillats
enfront del coure es varen estudiar les seves respectives CMIs. Es varen preparar
diferents concentracions de la sal de coure utilitzada ja en els estudis anteriors (sulfat
de coure CuS0,4.5H,0 (Fluka-Garantie) amb un Pm=249,68 g/mol. El medi utilitzat per
fer les CMI va ser I'agar Mueller-Hinton (Scharlau) que es va repartir en tubs de 20 mL.
Les concentracions de sal que es varen assajar foren: 20 mM, 10 mM, 7,5mM, 5mM,
2,5mM i 1mM. Al mateix temps es varen preparar plaques control (Agar Mueller-Hinton
sense solucié de metall) per verificar la viabilitat del microorganisme en aquest medi i

per tenir un creixement de referéncia a I'hora de realitzar la lectura final de la CMI.
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Per preparar 'indcul per procedir a realitzar les diferents CMI, es varen inocular
tubs amb 5 mL de TSB amb creixement overnight de cada un dels microorganismes en
TSA i es va portar a incubar a 30°C fins a obtenir una terbolesa equivalent a
I'estandard de 0.5 McFarland (10® UFC/mL). Passat el temps d’incubacio, les plaques
de metall de les concentracions abans esmentades es varen sembrar amb 100 uL de
la suspensié microbiana de cada una de les soques aillades. Es varen sembrar tres
soques per cada placa i, paral-lelament, es varen sembrar el controls. Les plaques es

varen incubar durant 48 hores a 30°C.

3.11 Captacio de coure pel microorganisme aillat de la canonada de coure

L’aillat que més es va aproximar a la CMI d’Agrobacterium radiobacter EPS-
916 es va posar en contacte amb diferents concentracions de solucions de sulfat de
coure per veure si era capag¢ de retenir coure, comparant-ne els resultats amb els
obtinguts préviament amb A.radiobacter EPS-916. Per aix0 es va seguir el

procediment abans esmentat en 'apartat 3.3.

3.12 Captacio de coure provinent de cupons de coure

Després d’estudiar la capacitat d’acumular coure (provinent de solucions de
sulfat de coure), tant del microorganisme aillat d’'una canonada de coure com
d’Agrobacterium radiobacter EPS-916, es varen dissenyar una série d’experiments per
estudiar si eren capagos d’acumular coure provinent de porcions de planxes de coure,
que anomenarem en aquest treball cupons, préviament esterilitzats i envellits en
contacte amb aigua estéril de I'aixeta durant un periode de 7 dies. Aquests cupons es
varen obtenir d’'un full de planxa de coure, retallant-ne porcions quadrades
d’'aproximadament 2x2 cm, foradant un dels vértexs de cada cupdé por on es va
introduir un fil de coure prou llarg perque el cupd pogués quedar suspés dins d’un

matras que contenia el medi de cultiu.

Els microorganismes es varen fer créixer en el medi descrit a I'apartat 3.1
durant 48 hores, a una agitacié constant de 120 rpm i a una temperatura de 30°C. Un
cop transcorregut el temps de creixement i mitjangant centrifugacio, es varen separar
les céllules, a 8.000 rpm durant 20 minuts. Seguidament, i rebutjant el sobrenedant,
es va rentar el sediment amb aigua destil-lada per eliminar possibles restes de medi i

es va tornar a centrifugar. L'operacié es va repetir un parell de cops. Una vegada
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centrifugat, els pellets es varen ressuspendre amb una mica d’aigua per poder ajustar
la densitat optica de la suspensié bacteriana a un valor de 0,6-0,65 a una longitud
d’ona de 520 nm.

D’aquesta suspensi6 bacteriana es varen agafar 20 mL, i es varen inocular a
diferents matrassos que contenien 80 mL de TSB, d’'una banda, i a d’altres que

contenien la mateixa quantitat del medi descrit en I'apartat 4.1, de I'altra.

Paral-lelament es varen agafar 20 mL de la suspensié bacteriana per calcular el
pes sec de la biomassa cel-lular. Els matrassos es varen portar a incubar a 30°C amb
agitacié constant de 120 rpm. La presa de mostra es va realitzar a diferents temps,

seguint el protocol descrit a I'apartat 3.2.

Els cupons que havien estat en contacte amb els microorganismes es varen
processar per a la seva observacidé per microscopia de rastreig, tal com esta explicat

en l'apartat segient.

3.13 Estudi de la formacio de biopel-licules

3.13.1 Microscopia electronica de rastreig (SEM)

3.13.1.1 Sobre la superficie de cupons de coure

Per veure si hi havia formacié de biopel‘licules a sobre dels cupons de coure,
es varen col-locar cupons de coure de la manera descrita en I'apartat 3.9, en contacte
amb el microorganisme durant un periode de 72 hores. Passat aquest temps, els
cupons es varen processar per a la seva observacio recobrint-los amb carbé (per fer-
los conductors) i poder observar la possible formacié dels biofilms. El microscopi

utilitzat fou un Hitachi S2300, amb un detector de BSE tipus Robinson.

3.13.1.2 Sobre un tros de canonada de coure

Durant un periode aproximat de dos anys s’ha mantingut un tros de canonada
de coure subjecte mitjangant un tub de teflé a una aixeta de la xarxa publica amb un
goteig constant d’aigua. El tros de canonada es va recollir i separar del tub de tefl6 i en
ambdos es varen observar mitjangcant microscopia de rastreig si hi havia formacié de
biopel-licules. El processament de la mostra i el microscopi utilitzat fou el mateix que

en l'apartat anterior.
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3.13.2 Obtencioé d’imatges a partir d’electrons retrodispersats

De la mateixa suspensié bacteriana que havia estat en contacte amb els
cupons de coure, es va agafar una aliquota, es va centrifugar, es va rebutjar el
sobrenedant, es va ressuspendre amb sérum fisioldgic i una gota de la suspensi6 es
va dipositar a sobre d’un portaobjectes que es va deixar assecar a I'aire per afavorir la
seva fixacidé al vidre. La mostra es va processar segons l'apartat 3.73.7.7 i es va
observar amb el microscopi SteroScan S-360 (Cambridge Instrument UK) el qual
també té un detector d’electrons retrodispersats. Les imatges que proporcionen
aquests tipus d’electrons donen informaci6 sobre el tipus d’atoms que es troben a la
superficie de la mostra, ja que metalls de nombre atomic alt apareixen en tons més

clars i els elements lleugers més foscos.

59



Resultats i discussid

4. RESULTATS i DISCUSSIO

4.1 Determinacioé de la concentracié minima inhibitoria (CMI)

Els microorganismes necessiten metalls i altres elements pels seu creixement
perquée aquests tenen implicacions en diverses funcions enzimatiques i estructurals del
bacteri (Hughes i Poole, 1989). El coure és un microelement essencial per a la majoria
dels microorganismes, perd en excés resulta altament toxic, ja que quan el Cu (Il)
entra dins la cél-lula bacteriana es redueix a la forma de Cu (l), que rapidament
reacciona unint-se als grups tiols i als aminoacids, promovent l'oxidacié i
'entrecreuament de les proteines, induint, a la llarga, la mort cel-lular (Silver i Phung,
2005). Malgrat tot, alguns d’ells desenvolupen mecanismes de detoxificacié (Harwood
i Gordon, 1990).

Es per aixd que amb la finalitat de conéixer el comportament d’A. radiobacter
EPS-916 enfront del coure es va determinar la concentracié minima inhibitoria (CMI)
duent a terme diferents séries de concentracions de sulfat de coure i observant la
viabilitat del microorganisme. Després de diferents séries es va determinar que la CMI

era de 6 mM tal com es resumeix en la taula segient.

Taula 4.1. Observaci6 de la viabilitat del microorganisme enfront a les diferents concentra-
cions de CuSO4-5H0.

[CuSO,4:5H,0] Creixement [CuSO.SHO] ¢ o ixement

(mM) (mM)

1,0 + + + 5,5 + + +
2,5 + 4+ 5,75 + 4+
3,0 + + + 6,0 -

3,5 + + + 6,5 ---
4,0 + + + 7,0 -
4,5 o+ 7,5 -

5,0 ++ 4+

El valor de la CMI és inferior a la que té el mateix microorganisme amb altres metalls

abans estudiats, com el tori que es va delimitar a 7 mM (Calafat, 1998), o com per
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l'urani que es va determinar a un valor de 6,4 mM (Grasa, 1996), si bé les sals
utilitzades no foren les mateixes a la utilitzada pel coure. Una vegada determinada la
CMI es va adaptar la soca a una concentracié de 5 mM de coure, on a les 48 hores
s’observa creixement optim. En totes les séries es varen fer plaques de control del

medi de cultiu sense sal del metall per observar la viabilitat del microorganisme.

4.2. Captacio de coure per Agrobacterium radiobacter EPS- 916

Els microorganismes han hagut de coexistir amb metalls pesats en
ecosistemes contaminats de fa molts segles, i I'evolucié ha fet que hagin desenvolupat
mecanismes especifics per tal de poder-los tolerar millor, incloent, transformacions
enzimatiques, processos de precipitacio i bioacumulacié (Bruins et al., 2000). La
naturalesa de la bioacumulacié depén del microorganisme i del metall en particular.
Malgrat la toxicitat del coure, hi ha espécies bacterianes que no només poden créixer

en la seva preséncia sin6é que en sén capaces d’acumular-ne per diferents processos.

Després de determinar la CMI del microorganisme pel coure, es planteja si
seria capa¢ d’acumular-lo. La quantificacié del coure acumulat per les cél-lules es va
realitzar després de la digestio de les mateixes, tal com s’explica en l'apartat de

material i métodes. L'expressio dels resultats de captacio es fa d’acord amb la férmula

seguent:
Captacié de Coure (C) = (Cuix Vt)
P
On:
Cu i = valor de la concentracié a cada temps, en ppm
Vt= 100 mL

P= gram de pes sec de la biomassa (gps)
Les unitats de captacié del metall s’expressaran com a mil-ligrams de coure, per gram
de pes sec de biomassa celllular (mg Cu/gps). També s’ha calculat la captacié
maxima, és a dir, la que s’obtindria si tot el coure present en la soluci6 fos captat pels
bacteris.

La utilitzacié del sulfat de coure com a font de coure en els experiments ve
recolzada pel fet que és una sal molt soluble en aigua (facilment es ionitza i produeix

Cu?*) i, a més, s’ ha demostrat que la preséncia d’aquest i6 en les aigiies de beguda
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és el responsable dels efectes gastrointestinals, si els nivells de coure traspassen els
limits permesos per causes com ara la corrosié bacteriana (Pizarro et al., 2001).

Els diferents experiments es varen realitzar durant un periode de temps de 24
hores assajant diferents concentracions de sal de coure per tal de veure el
comportament del microorganisme.

Es varen fer tres assajos diferents, treballant amb tres inoculs diferents i cada
un es va realitzar per triplicat. Els resultats obtinguts es presenten en les taules i

grafiques seglents:

Captacio (mg Cu/ gps )

temps (h) a b c
1 11,30 9,74 12,63
2 11,90 10,20 13,25
6 13,86 12,12 19,27
24 19,91 26,37 25,87
30 l
25 | B
@ 20 -
o
35 15 1
o
g 10
51 ——a b c
0 ‘ ‘ ‘
0 6 12 18 24
temps (h)

Fig. 4.1 Evolucié de la captacié de Cu per part d’Agrobacterium radiobacter EPS-916
en solucions 0,5 mM de CuSO45H,0 amb tres inodculs diferents amb pes sec de: (a)
45,5mg, (b) 42,2 mg i (c) 45,9 mg.

25+
ma @b Oc
20+ Temps (h) % Captacio de coure
Ne)
B 15. a b c
g 1 9,58 8,05 10,43
g 10+ 2 10,7 8,43 10,94
2 6 16,38 10,01 15,92
57 24 18,83 21,79 21,37
0,
1 2 6 24
Temps (h)

Fig. 4.2 Percentatges de captacié de Cu per part d’Agrobacterium radiobacter EPS-916 en solucions 0,5
mM de CuSO45H,0 amb tres inoculs diferents de pes sec: (a) 45,5 mg, (b) 42,2 mg i (c) 45,9 mg.
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Els primers resultats obtinguts ens varen deixar veure que A. radiobacter era
capac¢ d’acumular el coure i seguir una evolucié de captacié ascendent a mesura que
transcorria el temps, amb un maxim de captacié a les 24 hores. A. radiobacter ja va
demostrar la seva capacitat de capturar altres metalls com el crom (Llovera et al.,
1993) o el tori (Calafat, 1998). A més, hi ha estudis que han demostrat que biofilms
d’Agrobacterium sp. aillats de canonades de coure poden incrementar el coure de
l'aigua de beguda, fet que implica que també el pot acumular (Critchley et al., 2003y).

Aquests primers experiments ens varen fer adonar que la captacio, a la primera
hora d’estar en contacte el metall amb el microorganisme, era important, la qual cosa
podria indicar que tenen lloc processos de biosorcié del metall. La biosorcié involucra
'acumulacié de metalls en la superficie de les cél-lules o fraccions cel-lulars per
adsorcid o intercanvi idnic (Ehrlich, 1986). En contrast amb la captacié intracel-lular, la
biosorcioé és un procés rapid, reversible i independent del metabolisme energétic. Per
aquesta rad, tant la biomassa viable com la no viable es poden utilitzar per a la
recuperacio de metalls en solucions (Kelly et al., 1979). D6nmez i Aksu (2001) varen
observar aquest comportament estudiant 'acumulacié de coure per part de Candida
sp. i van concloure que la captacié del metall tenia lloc per dos processos diferents, un
rapid i independent de la temperatura i del metabolisme on estaven implicades unions
de cations als llocs electronegatius de la paret, seguit d’'un procés lent, on les
quantitats acumulades eren molt més elevades.

Cal tenir en compte que abans de posar en contacte el microorganisme amb la
solucié de sulfat de coure, I'inocul es va fer créixer en plaques de Mueller-Hinton amb
coure per afavorir-ne I'adaptacié ja que, com reforcen alguns estudis, sén les soques
que han estat adaptades les que tenen més capacitat per absorbir el coure (D6nmez i
Asku, 2001). Es per aixd que abans de fer els estudis es va determinar la concentracio
de coure que tenia el microorganisme abans de ser inoculat, per evitar errors en la
determinacio6 dels valors acumulats de coure en funci6é del temps, i els valors sempre
foren inferiors a 1 mg/gps.

A partir d’aqui, es varen dissenyar un seguit d’experiments amb diferents
biomasses i diferents concentracions de sulfat de coure per veure I'evolucié que
seguia la captacié del metall a més concentracid. Els resultats dels experiments
realitzats a una concentraci6 1TmM es mostren tot seguit, on es veu I'evoluci6é de la
captacié del metall aixi com l'evolucié que experimenta la biomassa microbiana

(expressada com a unitats formadores de coldnies per mL (ufc/mL) present en el medi.
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Temps Captacio .
% Captacio
(h) (mg Cu/ gps)
1 4.92 2.67
2 10.14 5.5
6 16.53 8.96
24 19.69 10.34
C.max : 184.34 mg Cu/ gps
T Captacio
emps aptacio % Captacié
(h) (mg Cu/ gps)
1 7.38 3.98
2 10.12 5.46
6 12.56 6.78
24 27.56 14.89

C.max : 185.08 mg Cu/ gps

Temps Captacio
% Captacio
(h) (mg Cul/ gps)
1 11.3 6.07
2 11.9 6.40
6 13.86 7.45
24 19.91 10.7

C.max : 185.91 mg Cu/ gps

Resultats i discussio

Fig. 4.3 Evolucié de la captacié de Cu per part d’A.radiobacter enfront de solucions de CuS0O4-5H,0 a

concentracié d’'1 mM en funci6é del temps, aixi com la variacié de la biomassa en assajos amb un pes
sec de: (a) 38,7 mg, (b) 42,4 mg i (c) 41.3 mg.
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Segons els nostres resultats, la captaci6 augmenta a mesura que passa el
temps en el cas de concentracions de 0.5 mM i 1 mM respectivament, i s’obté un
maxim d’acumulacié a les 24 hores en ambdues concentracions. Per la seva banda, el
nombre de microorganismes presents en la solucié disminueix a mesura que avanga
el temps, a causa, probablement, de la toxicitat del coure i de la falta de nutrients en el
medi. El fet de treballar amb cél-lules en estat no proliferant no ens permet fer les
observacions que reflecteixen els estudis de Critchley (2002) on demostren com afecta
la preséncia de coure en el medi sobre la cinética de creixement d’alguns
microorganismes. En alguns casos la preséncia del metall no afecta a la cinética de
creixement de A.delafieldii ni d’espécies de Corynebacterium, pero si que té una clara
implicacié en el creixement de Flavobacteria sp. i Pseudomonas sp. on apareixen
periodes de laténcia de fins a 20 hores abans de la fase exponencial de creixement
quan hi ha coure en el medi de cultiu. Aquest allargament de la fase de laténcia en
preséncia del metall seria provocat possiblement per la induccié de proteines
especifiques d’'unioé al coure, implicades en processos de detoxificacié. A més, s’ha
observat que és al final de la fase exponencial on s’obtenen els maxims de captaci6 de
coure (D6nmez i Asku, 2001). Els nostres recomptes de cél-lules viables presents en el
medi només demostren que la biomassa bacteriana va disminuint progressivament
durant les 24 hores, si bé cal destacar que a les 24 hores hi ha recomptes que arriben
a l'ordre de 10° fet que deixa entreveure que es deuen desenvolupar mecanismes

efectius de resisténcia al coure.

Una de les investigacions de Flatau i els seus col-laboradors (1986) amb una
espécie de Pseudomonas marina va demostrar que el microorganisme era capag¢
d’'incorporar intracel-lularment el Cd, on les cobertes cel-lulars jugaven un paper
important. Aquesta captacio6 intracel-lular no necessitava del metabolisme actiu de les
cél-lules. Els nivells de captacié per part del coure sén més baixos que els obtinguts en
altres treballs amb el tori o el crom, causat segurament per I'efecte toxic del metall
sobre el microorganisme. Es varen fer estudis a una concentracié major de 1,5 mM,

els resultats dels quals es mostren tot seguit.
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Temps Captacio .
% Captacio
(h) (mg Cu/ gps)
1 12.77 5.52
2 20.67 8.94
6 28.3 12.24
24 17.68 7.65

C.max : 231.11 mg Cu/ gps

Temps Captacio
% Captacio
(h) (mg Cu/ gps)
1 18.87 7.87
2 29.07 12.12
6 15.65 4.4
24 6.6 2.77

C.max : 239.68 mg Cu/ gps

Temps Captacio .
% Captacio
(h) (mg Cul/ gps)
1 15.75 2.45
2 19.06 3.85
6 22.03 5.15
24 6.41 2.7

C.max : 233.45 mg Cu/ gps

Resultats i discussio

Fig. 4.4 Evoluci6 de la captacié de Cu d’A.radiobacter enfront solucions de CuS0O4.5H,0 a concentracio

1,5mM enfront el temps, amb tres indculs diferents, amb pes sec de: (a) 42,4 mg, (b) 45,2 mgi (c) 43, 5

mg.
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El comportament observat quan es realitzen experiments a una concentracio
major, no s’ havia observat a les concentracions anteriors de 0.5 mM i 1 mM. Si bé en
un dels tres experiments de la concentracié de 1,5 mM, el pic maxim de captacio es
doéna tan sols havent transcorregut una hora del contacte inicial, la maxima captacié en
els dos assajos restants es donen a les 6 hores de contacte del metall amb el
microorganisme. A més, si bé a les 24 hores en les concentracions de 0.5 mM i 1 mM
hi havia el maxim d’acumulacié, a concentracions majors a les 24 hores s’obté una
disminucié acusada de la biomassa aixi com dels micrograms de coure acumulat.
Aquest comportament es podria explicar perqué a concentracions majors de coure
augmenta I'efecte toxic per la cél-lula i la viabilitat dels microogranismes presents a la

solucid, traduint-se amb una davallada en els valors d’acumulaci6 a les 24 hores.

De les tres concentracions assajades és a la concentracié menor on s’observen
els percentatges de captaci6 més elevats, aixd esta d’acord amb altres estudis que
conclouen que a baixes concentracions del metall és quan s’obtenen els valors
d’absorcié més elevats (D6nmez i Aksu, 2001). El percentatge més elevat de captacié
obtingut dels nostres experiments, 21,81 %, corresponent a les 24 hores de posar en
contacte el microorganisme amb una concentracié 0.5 mM del metall, é€s molt més baix
que els obtinguts en altres estudis que assoleixen valors d’entre un 73% i fins i tot un

90 % de recuperacio del metall mitjangant llevats en creixement.

Si bé nosaltres hem experimentat les limitacions que comporta el fet de
treballar a nivell de laboratori amb bacteris no proliferants, en el camp de la
bioremeiacio hi ha resultats que demostren que els processos amb microorganismes
inactius soén atractius perque la biomassa utilitzada no necessita cap aportacid
nutricional i aixd abarateix els costos dels processos. Segons Sakaguchi i els seus
colegues (1981), al treballar amb C.regularis, i amb U i Mo respectivament, varen
comprovar que l'acumulacié era molt més elevada en cél-lules mortes. Pimpel i
Schinner (1986), a I'estudiar 'acumulacié de plata per fongs, van trobar que aquesta
no depenia de la viabilitat de les cél-lules sin6 de la superficie cel-lular. Micelis de
fongs vius o morts, captaven el mateix. Els autors creuen que I'activitat metabolica de
les cél-lules actives durant la fase exponencial inclou una elevada activitat enzimatica,
algunes de les quals poden estar involucrades en complexar i unir els metalls (Malik,
2004).
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Per poder comparar els percentatges de captacié i veure com afecta la concentracio
inicial del metall, es varen confrontar els resultats obtinguts d’acumulacié per un mateix
inocul. El temps de contacte va ser de 24 hores, i les concentracions que es varen
comparar varen ser de 0,5 mM i 1 mM respectivament. Els resultats s’expressen en la

taula i grafica seglent:

Taula 4.2. Valors de la captacié de coure de la soca EPS-916 enfront a diferents
concentracions inicials de CuSO45H,0.

[CuS0O,4-5H,0]= 1mM [CuS0O,-5H,0]= 0,5 mM
Temps (h) |mg Cu/gps % Captacio [mg Cu/gps % Captacio
1 11,30 7,25 9,74 8,50
2 11,90 7,63 10,2 8,43
6 13,86 8,89 12,12 10,08
24 19,91 13,00 26,37 21,80
C. Max 155,90 100,00 120,99 100,00

2“f

g 6

[7]

o

5 2

- 30,5 mM
1 mM

1 ]
0 5 10 15 20 25

% captacié Cu

Fig. 4.5 Percentatges de captacio d’A.radiobacter EPS-916 en dues concentracions
diferents durant 24 hores.

El grafic mostra els percentatges de captaci6 del bacteri a les dues
concentracions assajades. Si bé la captacié del metall en ambdues concentracions
augmenta amb el temps, es pot apreciar que la captacié és major quan la concentraci6é
del metall és inferior, cosa que fa que a concentracions menors del metall és on
s’obtinguin els percentatges de captacié més elevats. Com ja s’ha comentat, aquest

comportament a nivells baixos estaria d’acord amb diferents autors que han fet palés
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en diferents estudis que els microorganismes posseeixen una capacitat optima de
recuperacié de metalls pesats en el cas de nivell baixos dels mateixos (Merroun et
al.,1998). Els estudis realitzats a 48 hores, no mostren canvis significatius, presentant

en ambdues concentracions els pics de captacié més gran, en el temps més elevat.

Taula 4.3 Valors de la captacié de coure de la soca EPS-916 enfront diferents
concentracions inicials de CuSO45H,0.

[CuS0O,4-5H,0]= 0,5mM [CuSO,4-5H,0]= 1 mM
Temps (h) |mg Cul/gps % Captaciéo |[mg Cu/gps % Captacio
1 10,50 6,00 11,80 8,60
2 15,22 9,57 13,18 9,62
6 18,40 11,50 20,90 15,00
24 22,6 14,22 23,20 17,10
C. Max 158,92 100,00 136,92 100,00
48 _
8 24 ﬁ
o
K=
8 h
§
L m0,5 mM
0 o1mMm
0 5 10 15 20

% de captacio

Figura 4.6 Percentatges de captacié d’A.radiobacter EPS-916 en dues

concentracions diferents durant 48 hores.

4.3 Estudi de la influéncia dels pH’s acids en la captacié de coure

Entre els diferents factors que poden influir de manera negativa o positiva en
els processos de captacié d’especies metal-liques per part dels microorganismes hi ha
la temperatura i el pH. Pel que fa a la temperatura, hi ha diversos estudis que mostren
diferents comportaments dels microorganismes, com per exemple, en el cas de
'urani, que diferents assajos realitzats amb Pseudomonas sp. EPS-5028 i la soca

objecte d’estudi d’aquest treball varen demostrar que la temperatura no és un factor
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que influeixi de manera clara sobre el procés de captacié (Marqués et al., 1991; Grasa,
1996). En canvi, amb altres metalls com el tori, Tsezos i Volesky (1981) varen
concloure que increments de temperatura transformaven, en les seves condicions
experimentals, la capacitat de captacié per part de Rizophus arrhizus.

En referéncia al pH, aixi com passa amb la temperatura, hi ha descrits a la
literatura diferents casos de com pot afectar o no aquest parametre a la captacié del
metall. Si bé el pH sembla un element clau que facilita i augmenta el potencial d’unié
dels exopolimers a les canonades de coure quan aquest és acid, promovent la seva
corrosi6 i posteriorment facilitant 'acumulacié del metall per part dels microorganismes
que formen part d’'un biofilm (Critchley et al., 2004), altres autors no veuen que aquest
sigui determinant, no tan sols per la unioé dels exopolimers al coure, siné que no troben
relacié entre el pH i la concentraci6 de coure que poden acumular els bacteris
(Dutkiewicz i Fallowfield, 1998). El pH també és un factor que pot afectar a la capacitat
de solubilitzacié del coure. Hi ha recerques en I'ambit de la corrosié de les canonades
de coure que han deixat entreveure que microorganismes formadors de biopel-licules i
aillats en els sistemes de distribucié d’aigua potable, com Acidovorax delafieldii, s6n
capacos de produir acids que augmentarien, d’'una banda, el pH de l'aigua i, de I'altra,
la concentraci® de coure en la fase aquosa. En contra, Critchley i els seus
col-laboradors (2001) no varen trobar canvis significatius de pH en les aigles
estudiades en les seves investigacions, i varen suggerir que els canvis de pH poden
tenir lloc en la interfase metall-biofilm i que no sempre es veu traduit en un augment
final del pH de l'aigua.

Després de veure el comportament d’Agrobacterium radiobacter davant
solucions de coure, es va plantejar la hipotesi de quin efecte tindria el pH i com
afectaria al procés de captacié del coure per part del nostre microorganisme.
Préviament s’havia observat que durant els experiments de captaci6 amb
CuS0,4-5H,0, el pH de la soluci6é anava disminuint lentament a mesura que passava el
temps. Les lectures de pH de les solucions a I'iniciar experiments comprenien un rang
de 5,0 a 5,4. A l'acabar els experiments, és a dir, a les 24 0 48 hores de contacte de la
solucié del metall amb el microorganisme (depenent de I'experiment), les lectures de
pH comprenien intervals de 3,0 a 3,2. Per aix0 es varen dissenyar alguns experiments
seguint la mateixa metodologia abans descrita perd en un rang de pH acids, per veure
com afectava aquest parametre o no a la captacio total del metall per part del

microorganisme. Els resultats s’expressen tot seguit:
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Captacié de Cu (mg Cu/gps)

Temps(h) pH=3,4 pH=4,4 pH=54

0 14,39 13,5 13,9

1 14,22 14,24 14,89

24 17,8 15,64 17,8

18 - —

154
2 12
o
3 9 OpH=3,4
o .| OpH=4,4
€ BEpH=54

3 |

0

0 1 24
temps (h)

Fig 4.7. Valors de la captacié de Cu per part d’A. radiobacter EPS-916
en una solucié6 0,5 mM de CuS04.5H,0 a diferents pHs i durant 24

hores.
Captacié de Cu (mg Cu/gps)
Temps(h) pH=3,4 pH=4,4 pH=5,4
0 8,2 9,2 12,8
1 9,3 11,9 13,1
24 13,8 20,1 21,3
24 -
18 -
3 0 pH=4,4
> O pH=3,4
s 12
o W pH=5,4
[o)]
1S
6 i
0
0 1 24
Temps (h)

Fig 4.8. Valors de la captacié de Cu per part d’A. radiobacter EPS-916 en
una solucié 1 mM de CuS04.5H,0 a diferents pHs i durant 24 hores.
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Captacié de Cu (mg Cu / gps)

Temps (hores) pH=3,4 pH=44 pH=54
0 8,74 7.3 6,61
1 8,9 7,7 9,5
24 14,8 12,86 15,5
48 13,63 12,6 13,52
18 -
16 -
14 | ] -
12
a8 O pH=3,4
2 10
5 O pH=4,4
O 8-
o m pH=5,4
E 61
4
2
0
0 1 24 48
Temps (h)

Fig 4.9. Valors de la captacié de Cu per part d’A. radiobacter EPS-916 en
una solucié 1 mM de CuSO4.-H20 a diferents pHs durant 48 hores.

Captacié de Cu (mg Cu /L)

Temps(hores) pH=3,4 pH=4,4 pH=54
0 14,4 14,43 15,43
1 16,2 16,4 18,6
24 17,8 17,75 19,5
48 8,9 9,6 12,25
20 -
154 [ ]
2 -
S OpH=3,4
3 10 OpH=4,4
o H=5,4
£ Ep
5 1
0
0 1 24 48
Temps (h)

Fig 4.10. Valors de la captacié de Cu per part d’A. radiobacter EPS-916 en
una solucié 0,5 mM de CuS04.5H20 a diferents pHs durant 48 hores.
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Els primers estudis que es realitzaren foren a 24 hores i les concentracions de
CuS0,4.5H,0 assajades foren 0,5 i 1,0 mM respectivament. A la llum dels primers
resultats, es pot observar que els valors de captacié en els tres pH estudiats
augmenten en el transcurs del temps, com ja s’havia observat en els assajos anteriors.
S’observa que en el pH de 5,4 és on la captacid sembla més elevada, en canvi, pHs
més acids es tradueixen en valors de captacio inferiors. Els estudis a 48 hores mostren
un comportament similar, si bé hi ha una davallada acusada dels valors de coure
acumulat en aquest temps. Aquest comportament també es va observar en els estudis
abans descrits i es poden deure en part a la toxicitat que comporta el coure pel
microorganisme afectant-ne la seva viabilitat. Aquest comportament s’havia observat
en els estudis de captaci6 realitzats a la concentracié 1,5 mM de sulfat de coure, ja
que a les concentracions menors els valors de captaci6 de metall augmentaven
lentament amb el temps, fins i tot a les 48 hores (taula 4.5). Pel que fa al recompte de
viables a les 24 hores, foren considerablement més baixos als pHs més acids. De fet,
es va dissenyar un experiment a pH 2,4, perd la viabilitat del microorganisme a la

primera hora de contacte va ser ja negativa i no es va poder du a terme.

Els valors de coure acumulats no sén significativament diferents als obtinguts
en els experiments exposats en I'apartat 4.2. La quantitat de coure captat és major a
les concentracions inferiors de sulfat i, pel que fa als diferents pHs estudiats, altre cop
és en el pH més basic (5.4) on 'acumulacié del metall és major. Els resultats obtinguts
a pHs més acids no soén concloents i no ens permeten saber amb certesa fins a quin
nivell els pHs estudiats afecten el procés d’acumulacié de coure per part del
microorganisme, ja que els nivells de coure quantificats a vegades s6n més grans al
pH més acid (3,4) que a pH 4.4. Per tant, és a pH 5,4 on en tots els estudis realitzats
la captacié és més elevada que, de fet, és el pH inicial en el qual oscil-la la solucié de

CuS0,4-5H,0 utilitzada en els experiments.
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4.4 Captaci6 de coure per I'exopolisacarid produit per Agrobacterium
radiobacter EPS-916.

Els polimers extracel-lulars bacterians sén responsables, entre d’altres coses,
de les unions que poden experimentar els microorganismes integrants d’'un biofilm a
metalls, com ara el coure de les canonades o a altres tipus de metalls presents en
reactors biologics (Costley i Wallis, 2001). Alguns dells s’han utilitzat en la
bioremeiaci6 utilizant fangs depuradors, on els exopolimers de Zoogloea ramigera han
demostrat ser altament eficagos per atrapar metalls (Norber i Perrson, 1984). Si bé el
nostre objectiu no era estudiar especificament el comportament de I'exopolimer enfront
de solucions de coure, es varen realitzar una seérie d’estudis previs per veure el seu
comportament d’aquests enfront del coure, no només pel paper que juguen en els
processos d’adhesidé sind pels efectes corrosius que poden tenir promovent la
ionitzacié del metall per reacci6 amb grups funcionals acids (Geesey et al., 1986). A
més els EPS produits pels microorganismes poden ser responsables de la retencio
dels metalls, proporcionant llocs d’unié a cations, ajudant a protegir les cél-lules
(Vilchez et al., 2007). A més, els exopolimers ja han demostrat que sén capacos
d’acumular altres metalls pesats com el crom (Priester et al., 2006) (Marques et al.,
1982).

Es per aixd que es varen posar en contacte dues solucions de concentracions
diferents de I'exopolimer préviament obtingut d’Agrobacterium radiobacter EPS-916
amb una solucié de CuS0,4.5H,0 de concentracié 4 mM i 2 mM, i es va quantificar el
coure retingut en I'EPS. Els temps de contacte varen ser de deu i vint minuts
respectivament. Les grafiques que es recullen en la figura 4.11 mostren, en a i b, els
valors de Cu retingut en el polimer en les dues concentracions assatjades de
CuS0,4.5H,0, i la taula 4.4 mostra els percentatges de coure retingut respecte al
maxim teoric de Cu disponible en el medi. Els temps de contacte escollits per prendre
les mostres venien recolzats pel fet que la velocitat del procés, si bé hi ha certa
variabilitat segons I'organisme utilitzat, es pot considerar que és molt rapida i poden
oscil-lar entre tan sols 5 segons pel cas de Pseudomonas aeruginosa, o els 10 minuts
de Saccharomyces cerevisiae (Strandberg et al., 1981), a un parell d’hores en el cas

de Chlorella regularis (Sakaguchi et al., 1981).
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Valors de Cu retingut (ug Cu/ mg EPS)

Temps 0,2 % EPS 0,4 % EPS
10 min. 3,75 2,025
20 min. 6,1 1,875

Valors de Cu retingut (ug Cu/ mg EPS)

Temps 0,2 % EPS 0,4 % EPS
10 min. 6,75 3,55
20 min. 9,45 3,15

Hg Cu/mg EPS

ug Cu/mg EPS

10

Concentracié 2 mM de CuSO45H,0

(a)

m 0,20%
0 0,40%

Temps (min)

Concentracié 4 mM de CuSO45H,0

(b)

m 0,20%
o 0,40%

20

Temps (min)

78

Fig 4.11 Valors de Cu retingut per I'exopolimer, després de posar en contacte una solucié 2 mM
(@)i4 mM (b) de CuSO45H20 amb dues concentracions d’exopolimer diferents.

Taula 4.4 Percentatges de Cu retingut respecte al maxim tedric per
'EPS en els assaijos realitzats.

2 mM de CuSO45H20

4 mM de CuSO45H20

0,20% 0,40% 0,20% 0,40%
10 min 11,80% 12,73% 10,61% 11,16%
20 min 19,18% 11,79% 14,85% 9,90%
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Els nostres resultats son preliminars perd deixen entreveure que la produccio
d’exopolimers pot augmentar la retencié de coure si es donen les circunstancies
idonies. Els valors obtinguts fan palés que una contaminacié bacteriana amb una
moderada produccié d’EPS implicaria una major capacitat de captacié a mesura que
avanga el temps, mentre que una concentracio més elevada d’exopolimer, o una
major contaminacié, suposa una rapida acumulacié que no millora, fins i tot disminueix
al llarg del temps. Els valors obtinguts, podrien concordar amb els resultats obtinguts
per diferents autors, a partir dels quals suggereixen que hi ha un fenomen de saturacio
de l'exopolisacarid (Sutherland, 2001) ja que a una concentraci®6 més elevada de
metall, els valors retinguts també augmenten, pero els valors de Cu als 20 minuts sén

inferiors.

Després d’aquests experiments caldrien experiments més acurats per estudiar
més a fons l'implicaci6 dels polimers en aquest tipus de processos. Els valors de coure
retinguts obtinguts s6n més baixos als trobats en altres estudis similars. La captacié
d’urani per I'exopolimer produit per Pseudomonas sp. EPS-5028 va demostrar ser un
procés rapid i efectiu, ja que als pocs segons de contacte amb una solucié de 50 pg
d’'urani/mL el 98% del metall era adsorbit pel polimer. La naturalesa del polimer també
juga un paper important. Modificacions en els grups acil que es troben esterificant els
sucres que composen el polisacarid sén claus en els processos de captacié d’'urani, ja
que el biopolimer desacilat presenta una capacitat maxima inferior a la del biopolimer
no modificat (Bonet, 1990).

El coure present en les canonades dels sistemes de distribucié d aigua potable,
es pot alliberar per les interaccions amb els exopolimers bacterians i passar a la
cadena trofica (Critchley, 2004). D’altra banda, els processos d’adsorcié del coure per
part dels EPS de les biopel-licules s’ha vist que pot promoure la supervivéncia d’altres
organismes sensibles al metall, a causa que els exopolimers redueixen les
concentracions de coure lliure, ja que sén capacos d’adsorbir el metall dissolt de la
fase aquosa (Critchley et al., 2002). El coure, a més, pot modificar la composicio dels
EPS si han estat en contacte o no amb el metall, com va demostrar Vilchez (2007) a
I'observar que el contingut total de carbohidrats i grups acetil esta considerablement

elevat en preséncia del coure, si bé el contingut en proteines disminueix un 46%.
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4.5 Captacio de coure per cél-lules productores d’exopolimer

El medi de preparacié de I'indcul utilitzat fins ara per estudiar la captacié de coure a
partir de CuSQO,4.5H,0 és un medi nutritiu definit per Estafiol (1988), el qual minimitza
en gran part la produccié de 'EPS per part del microorganisme. D’aquesta manera
s’evita una excessiva produccié de polimer que podria interferir en la captacioé de coure
per part del microorganisme. Després d’observar, per separat, el comportament
d'Agrobacterium radiobacter EPS-916 i de I'exopolimer que ell mateix sintetitza, es
varen fer experiments variant la composicié del medi de cultiu variant I'aportacié de
glucosa, de KH,PO4 i de NH,CI, tal com s’explica en l'apartat 3.6.1 de material i
métodes. La finalitat era veure I'evolucié de la captacié tant del microorganisme com
de 'EPS quan estaven junts en el medi de cultiu. Les concentracions de metall

assajades varen ser 1 mM i 1,5 mM. Els resultats es mostren tot seguit:

25 1
20 | @)% og _
a L 3 Acumulacié de Cu (mg Cu/gps)
S5 15 1 + 0,6 @
S (2] Temps (h) A. radiobacter EPS
2 10 € + 04 c%
g , .- 0 10,25 0,67
5 —<o— A. radiobacter 10,2 1 13,27 0,78
——EPS 3 16,7 0,81
0 T T T 0 24 20,8 0,21
0 6 12 18 24
Temps (h)
Q g Acumulacié de Cu (mg Cu/gps)
=]
3 o Temps (h) A. radiobacter EPS
o =) -
£ 3 0 12,96 0,706
—<o— A. radiobacter 1 15,22 0,977
—1+—EPS 3 21,98 0,353
0+ T T T + 0 24 14,56 0,125
0 6 12 18 24
Temps (h)

Fig. 4.12 Valors de la captacio de Cu expressada en mg Cu/gps per part del microorganisme i de

'EPS que produeixen, en una concentracié de CuSO45H,0 1 mM (a) i 1,5mM (b).
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Tal com es pot veure en la figura 4.12, les mostres es varen agafar a diferents
temps, i, d’'una banda, es va quantificar el coure captat per les cél-lules i, de I'altra, el
coure que havia retingut 'EPS. Es pot observar que la captacié per part de les cél-lules
€s major al que s’esdevé en I'exopolimer. D’altra banda, I'evolucié de la captacio del
metall, al llarg del temps és diferent en el cas de les cél-lules que de 'EPS. Mentre que
en les cél-lules augmenta la captacié a mesura que transcorre el temps, en el cas del
polimer, els resultats observats deixen entreveure, un altre cop, el possible fenomen
de saturacio, tal com es va obtenir quan es va assajar amb el polimer aillat de
A.radiobacter EPS-916. A concentracions majors del la sulfat de coure la captacié per
part del microorganisme és inferior a temps 24 hores, a diferéncia de la concentracio
menor, tal com ja s’havia detectat en els experiments anteriors. Segons Fleming
(2002), hi ha recerques en I'ambit de la bioremediacié que han demostrat 'acumulacio
de ions coure dins els bacteris i en la matriu I’EPS dels biofilms formats per
B.megaterium. En aquest ambit es considera avantatjés, per un procés continu, que
els microorganismes es mantinguin viables durant el transcurs del mateix, ja que
permet 'autoregeneracio i redueix els problemes derivats dels residus organics. Es per
aixd que en alguns casos, per mantenir viables els microorganismes és important
reduir la captacié intracel-lular, ja que els metalls pesats poden resultar toxics al

desplagar als essencials en els grups prostétics d’alguns enzims (Scott et al., 1986).

Els resultats d’aquests experiments fan palés que tant el microorganisme com
I'exopolimer que excreta tenen potencial per capturar el coure provinent de solucions
aquoses de CuS0,.5H,0. L’acumulacié de coure per part de 'EPS, si bé és forca més
minsa que el cas de la captacio cel-lular, contribueix també al procés de captacié. Aixo,
traslladat als sistemes de canonades de la xarxa de distribucié d’aigua, on la formacié
de biopel-licules és frequent, pot augmentar el risc de contaminacié de laigua
(Dutkiewicz i Fallowfield1998).
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4.6 Determinacio de I’estructura cristal:-lina del coure

Per a la identificacié de I'estructura cristal-lina del coure acumulat per la soca
A.radiobacter EPS-916, es va analitzar la mostra obtinguda mitjangant difraccié de
raigs X per les seves analisis de fases i la seva possible identificaci6 mitjangant

comparacioé amb la base de dades existents.

La soca s’havia d’adaptar abans de I'assaig a una concentracié de 5mM de
coure en plaques de Mueller-Hinton metall. Els processos que es varen realitzar per
I'obtencié de la mostra varen ser obtencié del sediment cel-lular després d’estar en
contacte amb la solucié de coure, destruccié de la matéria organica amb H,O, a 70°C,

centrifugacio del sediment a 4.500 rpm durant 10 minuts, assecat del mateix a 65°C.

Al finalitzar el tractament es va obtenir un espectre que es mostra a la figura
4.13. L’abséncia d’'un ordenament periddic de plans cristal-lografics indica que es
tracta d’'un solid amorf, ja que el diagrama de raigs X mostra una corba difosa. Aixo
estaria en concordanga amb els resultats obtinguts dels precipitats observats a dins de
bacteris aillats de mostres contaminades amb crom (McLean, 2000). Es dificil preveure
les repercussions que pot comportar per al microorganisme el fet que el metall
acumulat estigui o no en forma de cristalls, si bé estaria relacionat amb el grau de
toxicitat que exerceix sobre el bacteri. Grasa (1996) va determinar que l'estructura
cristal-lina de I'urani acumulat per la mateixa soca objecte d’estudi d’aquest treball es
trobava en forma de Chernikovite syn. Hy(UO,),(PO,4)-8H,O i Calafat (1998) va
demostrar que el mateix microorganisme acumulava el tori en forma de nanocristalls,
en canvi els resultats de I'analisi per difraccié de raigs X del mateix element perd en
Mycobacterium smegmatis deixaven veure que aquest, dins el microorganisme, era
clarament amorf (Andres et al., 1995). En altres estudis, després d’analitzar la
naturalesa quimica del niquel acumulat per A.niger, els resultats varen concloure que
es trobava en forma de cristalls d’oxalat, si bé moltes de les soques estudiades,
incloent-hi bacteris i fongs, demostren que I'acumulacié del niquel té lloc per fendmens
de superficie (Malik, 2004).
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Fig. 4.13 Difractograma de les mostres de Cu provinents de la captacio
d’Agrobacterium radiobacter EPS-916
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4.7 Observacié d’Agrobacterium radiobacter EPS-916 per microscopia

electronica de transmissié (TEM)

En les ultimes époques, I'avang de técniques sofisticades de microscopia ha
facilitat la visualitzacié d’estructures cel-lulars i molts estudis s’han centrat a estudiar
les localitzacions dels metalls acumulats dins els bacteris. Moltes vegades els resultats
deixen predir si el procés de captacié depén del metabolisme i es tradueix en una

acumulacié intracel-lular o bé si s6n fendmens de superficie (Malik, 2004).

Després d’estudiar I'evolucié de la captacié per part de la soca EPS-916 i
quantificar-ne el metall acumulat mitjangant absorcié atdmica segons s’ha exposat en
els apartats anteriors, es varen processar mostres per poder-les observar mitjangant
microscopia electronica de transmissié amb la finalitat d’observar el bacteri i la
possible acumulacioé intracel-lular de coure. Tanmateix també s’observa una mostra
control que no havia estat exposada a la solucié de metall. Tal com es veu en la figura
4.14, les primeres observacions microscopiques del microorganisme mostraren la
preséncia d’'uns cumuls més foscos a l'interior dels bacteris que no s’observaren en la
mostra control. Aixd0 demostria que el microorganisme és capag¢ d’acumular a dins el
seu citoplasma el coure, si bé tecniques de microanalisi efectuades posteriorment ens
varen confirmar que els cumuls es ftractaven de coure. Aquest mecanisme
d’acumulacié contrasta amb el que va tenir A. radiobacter enfront del tori, ja que les
micrografies fetes al microorganisme després d’haver estat en contacte 24 hores amb
el metall mostraren cumuls del metall en la part externa dels bacteris. Aquests diposits
densos al feix d’electrons estaven associats a nivell de I'envolta bacteriana (Calafat,
1998). Aixo posa de manifest que els mecanismes d’acumulacié dependran del tipus
del metall. Altres autors també han descrit 'acumulacié intracel-lular de metalls.
Marques et al., (1982) varen estudiar 'acumulacié de Cr per P. aeruginosa i varen
trobar que quan aquest microorganisme creixia en preséncia del metall podien
observar dipoOsits en les cél-lules, els quals no van presentar-se en els controls
incubats en abseéncia d’ells. Enfront del niquel, la soca 4F39 identificada com a
Pseudomonas fluorescens, després d’haver estat 1 hora en contacte amb el metall, va
mostrar que totes les cél-lules apareixien envoltades per unes estructures denses al
feix d’electrons en forma d’agulla o amb forma hexagonal associats a I'envolta externa
(L6pez, 1999).
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(A)

(B)

Fig. 4.14 Micrografies d’Agrabacterium radiobacter EPS-
916 corresponents al control (a), després de 24 h de
contacte amb solucié de sulfat de coure ( b) i després de
48h (c)

85



Resultats i discussio

Després d’obtenir les primeres imatges del microorganisme per TEM, es varen
fer successives sessions de microscopia amb un detector de raig X de microanalisi per
detectar la composicid de les zones més fosques de les micrografies i veure si

realment es tractava de coure acumulat intracel-lularment.
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Fig 4.15 La micrografia en TEM mostra imatge d’Agrobacterium radiobacter EPS-916
després de romandre en contacte en una soluci6 de sulfat de Cu 24 hores. En (1) es
mostra la microanalisi obtinguda d’un blanc de la mostra. Els cimuls més foscos (2) varen
ser analitzats per microanalisi i la preséncia de pics del metall demostren la preséncia del
metall dins del microorganisme, els quals evidenciarien una captacio intracel-lular.
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Fig. 4.16 La micrografia obtinguda per TEM d’'A. radiobacter a les 48 h de
contacte amb la solucié de coure mostra zones més fosques dins el bacteri
que els espectres de microanalisi varen confirmar la preséncia del metall en
elles.
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4.8 Captacio de coure provinent d’una canonada. Aillament de microorganismes

En els sistemes de distribucié d’aigua potable, els microorganismes que formen
part de les biopel-licules juguen un paper fonamental. Hi ha estudis que demostren la
clara correlacid entre la preséncia de bacteris i l'alliberament de coure de les
canonades (Critchley et al., 2004). A part del perill que aixd suposa, ja que el coure,
mitjangant l'aigua, pot passar a la cadena ftrofica ocasionant problemes als
consumidors, alguns dels microorganismes es poden desprendre dels biofiims,
augmentant, d’'una banda, la proporcié de cél-lules lliures presents en l'aigua i, de
l'altra, incrementant la possibilitat de disseminacions d’infeccions elevant a més la
contaminacié dels sistemes industrials (Stoodley et al., 2001). Pepper i els seus
col-laboradors varen demostrar en les seves investigacions que les aixetes d’us
domestic sén una font important i un punt critic dels sistemes de distribucié d’aigua
potable. Aixd no obstant, molts dels treballs de recerca realitzats en aquesta area han
demostrat que els bacteris que hi creixen moltes vegades no posen en compromis la
salut dels consumidors. Amb tot, algun d’ells poden actuar com a patdogens
oportunistes posant en risc per exemple la poblacié inmunocompromesa (Pavlov et al.,
2004).

Després de veure el comportament del nostre microorganisme enfront de
solucions de coure, i veure que era capa¢ d’acumular-ne aixi com produir exopolimer i
segrestar metall en ell, en un intent d’acostar-nos a la realitat es varen posar en
contacte una anella de coure durant cinc dies amb una suspensi6 d’A.radiobacter i es
va quantificar el coure que provenia de les aiglies de rentat de 'anella aixi com les
mostres que procedien de la digestio de les cél-lules. En les aiglies de rentat es varen
trobar 0,171 mg de coure/ litre mentre que en el sediment cellular se’n varen trobar
18,6 mg de Cu/ gps. Aquests primers resultats, totalment orientatius, varen confirmar
les dades de DutKienicz i Fallowfiled (1998) amb les quals demostren que la preséncia
de certs microorganismes en la xarxa de distribuci6 d’aigua potable, poden ser
causants d’'una elevacié de les concentracions de coure en les aiglies de beguda, ja
que els valors obtinguts posen de manifest una clara captacié de coure per part de les

cel-lules.
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Durant un periode d’un any es varen prendre mostres amb hisops de
canonades de coure de la xarxa d’aigua potable de diferents llars que portessin un
temps sense circulacié d’aigua per poder-ne aillar microorganismes potencials de
poder formar biofilms dins la superficie interna de la canonada i acumular-ne el coure.
Moltes investigacions fan reférencia a que els nivells de certs metalls com el plom, el
ferro i, especialment, el coure augmenten quan laigua es troba retinguda en les
canonades (Sarin et al., 2004), fet que esta relacionat amb la preséncia de les
biopel-licules (Lethola et al., 2007).

Els aillats (anomenats M seguit d'un nombre) se’ls varen fer les proves de
'oxidasa, catalasa i la tincié de Gram. Es varen seleccionar els microorganismes bacils
negatius, catalasa i oxidasa positius, es varen estudiar les seves CMI per tal de

seleccionar el més resistent al coure i el resultat es resumeix en la taula 4.5.

Taula 4.5 Observacioé de la viabilitat del microorganisme enfront de les diferents concentracions de la

sal estudiada

Control 1mM 2mM 5mM 7.5mM 10mM 20mM
M3 + + + + + + + + + --- --- --- ---
M4 ++ + ++ + ++ + --- --- --- ---
M5 + + + ++ + + + + + -+ - --- ---
M6 + + + + + + ++ + --- --- --- ---
M7 ++ + ++ + + + + ++ + --- --- ---
M8 ++ + + + + + + + --- --- --- ---
M9 ++ + ++ + ++ + --- --- --- ---
M10 ++ + ++ + ++ + --- --- --- ---
M11 + + + + + + + + + +-- - - ---
M12 ++ + ++ + + + + + + + --- --- ---
M14 ++ + ++ + ++ + --- --- --- ---
M15 ++ + ++ + + + + ++ + --- --- ---
M16 ++ + ++ + ++ + ++ + ++ + - ---
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L’aillat que més es va aproximar a la CMI d’A. radiobacter EPS-916 , en aquest
cas 'anomenat M 16 , va ser sotmés a la bateria de proves bioquimiques de I'API E20.
El resultat del mateix, juntament amb la prova de I'O/F, va identificar el
microorganisme com a Pseudomonas putida. Diferents estudis impliquen la preséncia
d’aquest microorganisme en la biosorpcié de coure i altres metalls pesats en solucions
aquoses (Chen et al., 2005). Malik (2004) va demostrar que Pseudomonas putida S4,
aillada en una mina de coure, no només era capa¢ d’acumular coure en medis de
cultiu suplementats amb el metall siné que també era capag de fer-ho directament dels

efluents contaminats de la mina.

Altres microorganismes que s’han aillat de sistemes de distribucié d’aigles
potables han estat Sphingomonas sp, Pseudomonas sp, aixi com Acidovorax
delafieldii i Corynebacterium sp. (Critchley et al., 2004). A més, espécies del génere
Sphingomonas han demostrat la seva habilitat d’acumular coure quan creixen en
medis enriquits amb el metall (100 mg Cu/L), conferint a les coldnies un color blau

verdos caracteristic (Critchley et al., 2001).

Per estudiar el comportament de P.putida M-16, seleccionat per les seves
caracteristiques i aillat directament d’'una canonada enfront de solucions de coure, es
realitzaren estudis de captacié d’aquest metall a les concentracions en que s’havien
assatjat també A. radiobacter per observar si era capa¢ d’acumular coure provinent de
les solucions, i en cas afirmatiu, comparar-ne els valors obtinguts de coure acumulat,
per la soca EPS-916. Els resultats s’agrupen en la figura 4.13. De la mateixa manera
que ja va demostrar A.radiobacter EPS-916, la captacié de coure augmenta a mesura
que passa el temps fins a les 24 hores, havent-hi una davallada a les 48 hores d’estar
en contacte el microorganisme en el cas de concentracions 0.5 mM i 1,5 mM. En el
cas de la concentraci6 1mM el pic maxim de captaci6 és a les 48 hores. El
comportament que té la soca M16 durant el transcurs de I'experiment és diferent a
EPS-916, ja que els recomptes de viables son més baixos als que es calcularen per
A.radiobacter. De fet, les viabialitats observades a les 48 hores en el cas de la

concentracié de 1,5 mM de CuS0O,4.5H,0 varen ser practicament nul-les.
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Fig. 4.13 Evoluci6 de la captacié de Cu per P. putida M16 enfront una
solucié: (a) 0,5 mM, (b)1 mM i (c) 1,5 mM de CuSO4-5H,0 amb un pes
sec de 43,25 mg
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El procés de captacié s’observa, un altre cop, com un fenomen rapid, ja que els valors
de coure acumulat a la primera hora ja sén considerables. EI mateix comportament és
va observar ja amb els experiments amb A.radiobacter EPS-916. P.putida ha
demostrat aquest comportament, com demostren Pardo i els seus col-laboradors
(2003), en que observaren que un contacte de 10 minuts era suficient perque la
biomassa inactiva del microorganisme fos capa¢ d’acumular el coure, segurament per
processos de biosorcié. Veglio et al. (1997) varen estudiar com variava la capacitat
maxima de captacié de coure en funcié de la concentracié cel-lular d’'una espécie del
génere Arthobacter, mitjancant isotermes d’adsorci6é i varen concloure que a mesura
que augmentava la concentracié cel-lular, la capacitat maxima disminuia fins a
estabilitzar-se a partir d’'una determinada concentracié cel-lular. Aquests autors
interpretaren que la captaciéo especifica de coure disminueix quan la biomassa
s’incrementa. Altres autors, varen reforgcar aquesta hipdtesi concretant que
concentracions elevades de cél-lules poden interferir en els llocs d’unié del metall
(Gadd i White, 1989), mentre que Fourest i Roux (1992) varen suggerir que a
concentracions baixes de cél-lules s’estableix un major gradient de concentracié de
metall entre I'exterior i I'interior cel-lular que podria afavorir una entrada del metall a
linterior de la cél-lula, fet que es traduiria en un increment en la capacitat maxima de
captacio. En el nostre treball, aquestes hipotesis podrien no confirmar-se, ja que les
imatges que es realitzaren posteriorment amb microscopia electronica, confirmaren la
preséncia de coure a l'interior de la cél-lula d’A. radiobacter.

Les grafiques seglients mostren els resultats comparatius de dos estudis realitzats
amb les mateixes concentracions de la sal de coure i amb els dos microorganismes

amb pes sec molt similars.

25 25
20 1 (a) 20 1 (b)
» 7]
a o
515 215 4
3 =]
(&)
2’10 <S>/<>‘\< > 10 W
5 E 5 |
0 T T T O T T T
0 12 24 36 48 o M6 0 12 24 36 48
Temps (h) EPS 916 Temps (h)

Fig. 4.14 Valors comparatius del coure acumulat per P. putida M16 i A. radiobacter EPS 916
respectivament, concentracié 0.5 mM (a)i 1 mM (b).

92



Resultats i discussio

La tendéncia observada en els dos microorganismes segueix una mateixa pauta, ja
que tots dos augmenten gradualment el contingut de coure acumulat a mesura que
passa el temps. Els valors de captacié s6n més elevats en el cas de la soca EPS-916
en ambdues concentracions de CuSO45H,0.

4.9 Captacio de coure enfront de cupons. Formacio de biofilms

Després d’estudiar I'evolucié de la captacié de coure provinent de solucions de
sulfat de coure per part d"A.radiobacter EPS-916 i pel microorganisme aillat de la
canonada de coure identificat en I'apartat 4 com a P.putida, es va plantejar la hipotesi
de quin seria el comportament d’aquests microorganismes davant una superficie
cuprica, com poden ser les porcions de planxa de coure que en aquest treball
anomenarem cupons. La finalitat d’aquests assajos era veure el comportament dels
microorganismes quan la font de coure, no provenia d’'una solucié aquosa del mateix, i
acostar-nos una mica als fenomens que es poden donar a les canonades de
distribucié d’aigua potable. El disseny de I'experiment esta descrit en I'apartat 3.12 de

material i métodes.

Fig. 4.15 Imatges que mostren com es varen col-locar els cupons dins els

matrassos per estudiar-ne la captacié de coure i la formacié de biofilms.

Seguint les recomanacions de Critchley et al., (2002), abans dels experiments els
cupons de coure es varen posar en contacte amb aigua estéril durant uns 7 dies a

temperatura ambient per agilitzar el procés d’envelliment i la seva oxidacio.
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Els cupons de coure es varen posar en contacte amb suspensions dels

microorganismes durant intervals de 48 hores, i en dos medis de cultius diferents, TSB

i el descrit en I'apartat 3.6 de material i metodes, anomenat EPS-B, ja que afavoreix la

produccié de I'exopolimer dels microorganismes. Es varen prendre mostres a diferents

temps per veure I'evolucié de la captacié del metall en funcié del temps.

Els resultats obtinguts de la captaci6 de coure per part d’Agrobacterium

radiobacter en els dos medis de cultiu estudiats es mostren en la grafica seguent.
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Fig. 4.16 Evoluci6 de la captacié6 de coure procedent dels cupons per A.
radiobacter EPS-916 amb una biomassa de 41,3 mg (a) i 39,2 mg (b). S’han assajat
dos medis de cultiu: TSB i EPS-B.

Tanmateix, en la grafica seglient es mostren els resultats obtinguts de la captacié de
Pseudomonas putida M-16.
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Fig. 4.17 Evoluci6 de la captacio de coure procedent dels cupons per P. Putida M-
16 amb una biomassa de 40,5 mg (a) i 41,1 mg (b).
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Dels resultats obtinguts es pot observar que la captacié del metall augmenta
amb el temps en tots microorganismes, si bé la captacié és major quan el medi utilitzat
és 'anomenat EPS que afavoreix la produccié d’exopolimer, mostrant un pic maxim de
captacié a les 48 hores en tots els estudis realitzats. EI microorganisme que ha

demostrat tenir més capacitat de captacié del metall és A.radiobacter EPS-916.

Els valors comparatius de la captacié de coure en els dos medis es mostren en
els histogrames seglents:
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Fig. 4.18 Evoluci6 de la captacié6 per P. putida M16 i A.
radiobacter EPS 916 en medi TSB
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Fig. 4.19 Evoluci6 de la captacié6 per P. putida M16 i A.
radiobacter EPS 916 en medi EPS-B
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El terme d’aigua blava o blau-verdosa (BGW) és el nom amb el que es coneixen les
manifestacions de la corrosié del coure, la qual comporta la coloracié de l'aigua
provocada pel fet que els productes de la corrosié de les canonades s’alliberen a
'aigua. Quan aix0 passa, les concentracions del metall poden oscil-lar entre 2 i 20 mg
Cu/L (Edwars et al., 2000). L’Organitzacié Mundial de la Salut (WHO) l'any 1998 va
proposar uns limits provisionals de concentracié de coure en I'aigua de beguda per tal
d’establir un marge de seguretat eficag pels consumidors dels efectes adversos a nivell
gastrointestinal. Aquest valor, que va ser fixat a 2 mg/L, era provisional per la incertesa
que hi havia aleshores entre la relacid6 dosi-resposta que hi havia entre les
concentracions de coure en l'aigua i els efectes gastrointestinals. Tan sols uns anys
més tard, i basant-se en els estudis d’Araya et al. (2003), Pizarro et al. (2001) i Zeitz
(2003), aquest valor ha deixat de ser provisional i permet consumir entre 2 i 3 litres
d’aigua per dia, sense superar els nivells d’ingesta diaria tolerats de 10 mg/dia (IOM,
2001), i evitar aixi la resposta adversa a nivell gastrointestinal. Aquest valor també ha
estat adoptat per la Unié6 Europea com a valor limit, mentre que als Estat Units
'Agéncia de Protecci6 Ambiental ha establert un limit d’1,3 mg/L. L’aigua amb
continguts superiors a 1mg/l pot embrutar amb coure les robes i objectes rentats amb

ella i continguts superiors a 5 mg/l I'acoloreixen i li donen un gust desagradable.

A nivell nacional, el BOE s’ha fixat també uns valors paramétrics que es basen
en les recomanacions de I'Organitzacié Mundial de la Salut per tal d’assegurar un alt
nivell de proteccié de la salut de la poblacié. També es fa referéncia a qué els
productes de construcci6 instal-lats en els circuits d’abastiment i en les instal-lacions
interiors poden afectar a la qualitat i a la salubritat de l'aigua, i que part hauran de
complir la norma vigent. Aixi doncs queda també establert el limit superior de la
concentraci6 de coure per de 2mg/L, per assegurar la salubritat de l'aigua. Les

disposicions que fa el BOE al respecte queden recollides en les figures 4.20 i 4.21.
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febrero 2003

BOE num. 45

MINISTERIO DE LA PRESIDENCIA
3596  REAL DECRETO 140/2003, de 7 de febrero,

por el que se establecen los criterios sanitarios
de la calidad del agua de consumo humano.

La Ley 14/1986, de 25 de abril, General de Sanidad,
establecid la obligacidn de las Administraciones publicas
sanitarias de orientar sus actuaciones prioritariamente
a la promocion de la salud y la prevencion de las enfer-
medades.

La citada Ley prevé que las actividades y productos
que, directa o indirectamente, puedan tener consecuen-
cias negativas para la salud, sean sometidos por las
Administraciones pablicas a control por parte de éstas
y a llevar a cabo actuaciones sanitarias para la mejora
de los sistemas de abastecimiento de las aguas.

El Real Decreto 1138/1990, de 14 de septiembre,
por el que se aprueba la Reglamentacién técnico-sanitaria
para el abastacimiento y control de calidad de las aguas
potables de consumo publico, incorpord a nuestro orde-
namiento juridico la Directiva comunitaria 80/778/CEE,
de 15 de julio de 1980.

La publicacion de la Directiva 98/83/CE, de 3 de
noviembre de 1998, exige la incorporacion de la misma
al derecho interno espanaol con la elaboracién de un nue-
vo texto que recoja las nuevas especificaciones de cardc-
ter cientifico y técnico y posibiliten un marco legal mas
acorde, tanto con las necesidades actuales, como con
los avancesd\; progresos de los dltimos afios en lo que
a las aguas de consumo humaneo se refiere, establecien-
do las medidas sanitarias y de control necesarias para
la proteccién de la salud de los consumidores, siendo
éste el objeto principal de esta disposicidn.

Dada la importancia de este tema para la salud huma-
na, se hace necesario el establecimiento a escala nacio-
nal de criterios de calidad del agua de consumo humano.

Estos criterios se aplicaran a todas aguellas aguas
que, independientemente de su origen y del tratamiento
de potabilizacién que reciban, se utilicen en la industria
alimentaria o se suministren a través de redes de dis-
tribucién publicas o privadas, depésitos o cisternas.

Se fijan pardametros y valores paramétricos a cumplir
en el punto donde se pone el agua de consumo humano
a disposicion del consumidor. Estos valores se basan
principalmente en las recomendaciones de la Organi-
zacion Mundial de la Salud y en motivos de salud pd%lica
aplicindose, en algunos casos, el principio de precaucion
para asegurar un alto nivel de proteccion de la salud
de la poblacidn.

Los programas de control de calidad del agua de
consumo humano deberan adaptarse a las necesidades
de cada abastecimiento y cumplir los criterios de calidad
previstos en esta disposicidn.

Las sustancias utilizadas en el tratamiento de pota-
hilizacion del agua y productos de construccion insta-
lados en el abastecimiento y en las instalaciones inte-
ricres pueden afectar a la calidad y salubridad de la
misma, por ello, y sin perjuicio de lo previsto en esta
norma, se regularan por normativa especifica.

Ante incumplimientos de los criterios de calidad que
sefiala esta disposicién, serd necesaria la investigacién
de la causa subyacente y garantizar que se apliquen
lo antes posible las medidas correctoras y preventivas
para la proteccién de la salud de la poblacién abastecida.
En determinadas condiciones se podra conceder excep-
ciones, cuando el suministro de agua en el abasteci-
miento no pueda mantenerse por ningun otro medio
razonable y siempre y cuando no haya un riesge poten-
cial para la salud de la poblacidn.

Las decisiones sobre el control de la calidad del agua
de consumo humano, asi como la adopcién de medidas
correctoras ante los incumplimientos detectados, se eje-
cutaran en el nivel local, en virtud de las competencias
atribuidas a los entes locales en la Ley 7/1985, de 2
de abril, Reguladora de las Bases del Régimen Local,
siguiendo, en su caso, las indicaciones de la adminis-
tracién sanitaria autondmica competente y contando con
suU asesoramiento.

Los consumidores deberan recibir informacion sufi-
ciente y oportuna de la calidad del agua de consumo
humano, situaciones de excepcién, medidas correctoras
y preventivas, asi como de todos aquellos aspectos que
afecten al abastecimiento y que puedan implicar un ries-
go para la salud de la poblacidn.

El Ministerio de Sanidad y Consumo coordina el Sis-
tema de Informacién Macional de Agua de Consumo
y elabora los informes nacionales anuales destinados
a la informacién puablica y, en cumplimiento con las obli-
gaciones comunitarias, a la Comision Europea.

El presente Real Decreto, que tiene caracter de norma
basica, se dicta al amparo de lo dispuesto en el articu-
lo 149.1.16.7 de la Constitucion y de acuerdo con lo
dispuesto en los articulos 18.6, 19.2, 23, 24, 40.2,40.13
y en la disposicién adlcmnalsegunda delaley 14/19886,
de 25 de abril, General de Sanidad.

En la elaboracién de este Real Decreto han sido oidos
los sectores afectados, las comunidades autdnomas y
ha emitido su preceptivo informe la Comisién Intermi-
nisterial para la Ordenacién Alimentaria (CIOA).

En su virtud, a propuesta de los Ministros de Sanidad
y Consumo, de Agricultura, Pesca y Alimentacidn, de
Medio Ambients, de Economia y de Ciencia y Tecnologia,
con la aprobacidn previa del Ministro de Administraciones
Publicas, de acuerdo con el Consejo de Estado y previa
deliberacién del Consejo de Ministros del dia 7 de febrero
de 2003,

DISPONGO:

Articulo 1. Objeto.

El presents Real Decreto tiene por objeto establecer
los criterios sanitarios que deben cumplir las aguas de
consumo humano y las instalaciones que permiten su
suministro desde la captacién hasta el grifo del con-
sumidor y el control de éstas, garantizando su salubridad,
calidad y limpieza, con el fin de proteger la salud de
las personas de los efectos adversos derivados de cual-
quier tipo de contaminacién de las aguas.

Articulo 2. Definiciones.

A los efectos de esta disposicién se entenderd por:
1. Agua de consumo humano:

a) Todas aquellas aguas, ya sea en su estado ori-
ginal, ya sea después del tratamiento, utilizadas para
beber, cocinar, preparar alimentos, higiene personal y
para otros usos domésticos, sea cual fuere su origen
e |ndepend|entemente de que se suministren al consu-
midor, a través de redes de distribuciéon pablicas o pri-
vadas, de cisternas, de depdsitos publicos o privados.

b} Todas aguellas aguas utilizadas en la industria
alimentaria para fines de fabricacién, tratamiento, con-
servacion o comercializacion de productos o sustancias
destinadas al consumo humano, asi como a las utilizadas
en la limpieza de las superficies, objetos y materiales
gque puedan estar en contacto con los alimentos.

c) Todas aquellas aguas suministradas para consu-
mo humano como parte de una actividad comercial o
publica, con independencia del volumen medio diario
de agua suministrado.

Fig. 4.20 Full del BOE del 2003 on es fa referéncia al Reial Decret en els quals
s’estableixen els criteris sanitaris de la qualitat de I'aigua per al consum huma
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7238 Viernes 21 febrero 2003 BOE niim. 4
Disposicion transitoria sexta. Usuarios del SINAC. B.1 Parametros quimicos
A partir del 1 de junio de 2003 los usuarios ligados
a zonas de abastecimiento con mas de 500 habitantes RarSmang (VSloEparEm Atrcg) L
podréan solicitar el alta como usuarios del SINAC a sus
administradores autondmicos y a partir del 1 de enero 4. Antimonio ................. 5.0 ]
de 2004 para el resto de los usuarios de zonas de abas- : ' Mg/
tecimiento menores. Hastael 31/12/2003...| 10,0 ug/1
Disposicién derogatoria Unica. Derogacién normativa. 5. ArsEnico................... 10 ug/1
Quedan derogadas cuantas disposiciones de igual o Hasta el 31/12/2003...| 50 ug/!
inferior rango se opongan a lo establecido en el presente 6. BENCEeNO ..o, 1.0 ug/1
Real Decreto y en particular el Real Decreto 1138/1990,
de 14 de septiembre, por el que se aprueba la Regla- Hasta el 31/12/2003...| — ug/1
mentacion técnico-sanitaria para el abastecimiento y i
control de calidad de las aguas potables de consumo 7. Benzo(a)pireno ........... 0,010 g/l
publico. 8. Boro ... 1,0 mg/l
9. Bromato: 1
Disposicidn final primera.  Habilitacidn normativa. A partir de 01/01/2009| 10 ug/1
Se faculta conjuntamente a los Ministros de Sanidad 519/102}2/(?0%/2004 a 25 g/l
y Consumo, de Agricultura, Pesca y Alimentacién, de Hastael 31/12/2003...| — ug/1
Medio Ambiente, de Economia y de Ciencia y Tecnologia
para dictar, en el ambito de sus respectivas competen- 10. Cadmio ........cvveeen.n. 5.0 ug/1
cias, las disposiciones necesarias para el desarrollo de 11. Clanuro . .....oooeoee i, 50 ug/1
lo establecido en el presente Real Decreto. 12, COBIe .o, 20 mg/I
13. Cromo ....oovvvviiiiiiinnn, 50 ug/l1
Disposicion final segunda. Titulo competencial. 14. 1,2-Dicloroetano .........| 30  ug/I
El presente Real Decreto, que tiene caracter de norma Hasta el 31/12/2003...| — ug/1
basica, se dicta al amparo de lo dispuesto en el articulo
149.1.16.%de la Constitucién y de acuerdo con lo dis- ]g Elgloruro bures” Poiicisii 1.5 mg/l
puesto en los articulos 18.6, 19.2, 23, 24, 40.2, 40.13 o nl ercar auyos HOPK; =1l 0.10 |
y en la disposicién adicional seqgunda de la Ley 14/ 19886, cos Aromaticos ( ). : ug/
de 25 de abril, General de Sanidad. Suma de:
Disposici6n final tercera. Entrada en vigor. Egﬂigfsm;’p‘gﬁ{gﬁgo L‘gﬂ
El presente Real Decreto entrard en vigor el dia Benzo(k)fluoranteno ..... ug/l
siguiente al de su publicacion en el «Boletin Oficial del Indeno(1,2,3-cd)pireno .. ug/l
Estadon.
17. M 10 1.0 |
Dado en Madrid, a 7 de febrero de 2003. 18. M%&“&'&na _______________ 1 ﬁgﬁ 2
JUAN CARLOS R. Hasta el 31/12/2003 .| — ug/|
El Vicepresidente Primero del Gobierno
y Ministro de la Presidencia, 19. Nigquel ..................... 20 ug/l1
MARIANG RAJOY BREY Hastael 31/12/2003...| 50  ug/l
20. Nitrato .........ccoevevnnne. 50 mg/1 3
ANEXO | 21, Nitritos: 3y4
Parametros y valores paramétricos Red de distribucion ......[ 05 mg/|
A. Parémetros microbioldgicos En la salida de la
ETAP/deposito ...........| 0,1 mg/I
Parametro Valor paramétrico Notas 22. Total de plaguicidas ferens 0,50 pg/l 5 Vi 5]
23. Plaguicida individual .....| 0,10 ug/I 6
1. Escherichiacoli .......... O UFC en 100 ml E i |
2. Enterococo .............. O UFC en 100 ml d;?ep S
3. Clostridium perfringens
(incluidas las esporas) ..|O UFCen 100ml| 1y 2 »S!dlrglr ...................... 882 pg;:
jeldrin ... I ug
Heptacloro ................ 0,03 pug/l
Notas: Heptacloro epdxido ......| 0,03 g/l
(1) Cuando la determinacidn sea positiva y exista una turbidez mavyor 5
& UNF se determinaran, e‘n Ialsalida de IElr,"DuP o dlepdsiro, si IaI autoridad 24. Plomo:
sanirari_a lo considera oportuno, «Cryptosporidiume u otros microorganismos A parTir de01/01/2014 10 ng/|
? pa‘rg?ms.asra el 1 de enero de 2004 se podrd determinar «Clostridiums De 01/01/2004 a
sulfito reductor en vez de «Clostridium perfringenss. Las condiciones descritas 3 1/1 2/20 1 3 poooaD oo oo oo 25 Hg/l
enla nota 1y el valor paramétrico serdn los mismos para ambos. Hastael 31/12/2003...| O ug/1

Fig. 4.21 Full del BOE del
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Per estudiar I'efecte de la cuprosolvéncia, es varen mesurar els nivells de coure en els
medis utilitzats al finalitzar els experiments de posar en contacte els microorganismes
amb els cupons de coure i es varen comparar els obtinguts en els controls (en

abseéncia dels microorganismes), tal com es recull en la taula 4.6.

Taula 4.6 Valors de les concentracions de Cu en els medis de cultiu,
expressat com a mg Cu/L obtinguts a les 48 hores de posar en contacte
els cupons de coure en els dos medis de cultiu (TSB i EPS-B) i amb
A.radiobacter EPS-916 i P.putida M-16, aixi com els valors obtinguts pels
controls en absencia dels microorganismes en els diferents assajos.

TSB EPS-B
Control 0,15/0,18 0,14/0,25
A.radiobacter EPS-916 0,67/0,74 0,83/0,81
P.putida M-16 0,87/0,91 0,95/1,02

Els valors que nosaltres hem obtingut sén forca més baixos que el limit inferior
en que es poden esdevenir processos de coloraci6 de les aiglies com efecte secundari
de la corrosié de les canonades de coure, perd estan més a prop dels 2 mg/l que
s’estableix com a valor limit per la potabilitat de I'aigua. Cal destacar, d’'una banda, que
a les 48 hores, les concentracions de coure obtingudes en ambdds medis s6n més
elevades en referéncia als controls. Aixo implica que els microorganismes incrementen
la concentracié del metall dissolt al medi. D’altra banda, dels dos medis assajats, és en
el que promou la formacié dels exopolimers on es troben les concentracions més
elevades de metall dissolt. Aixo estaria d’acord amb el paper que juguen els EPS en la
corrosié i en la dissolucié del coure de les canonades. | per ultim, si bé les diferéncies
no sén massa notables, si que és P.putida la que aconsegueix elevar més les
concentracions de coure a diferéncia de la soca EPS-916, que en contra obtenia un
percentatge més elevat de captacié intracel-lular, tant a partir de CuSO,5H,0, com a
partir dels cupons de coure.

In vivo hi ha estudis de cuprosolvéncia on es demostra el paper que juguen
microorganismes aillats in situ de les canonades de coure que subministren aigua
potable a les cases, com Sphingomonas sp., Pseudomonas sp. entre d’altres, i tots ells
sén capacos d’induir una solubilitzacié del coure en experiments realitzats amb cupons
de coure (Critchley et al., 2001).
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Cal tenir en compte pero, que la cuprosolvéncia dependra no només dels
microorganismes que es puguin desenvolupar en les biopel-licules, siné de la quimica
propia de l'aigua i de la seva composicié. S’han observat que independentment del
tipus de biofilms, 'augment del pH de I'aigua aixi com l'increment del carboni organic
total (TOC) disminueixen la cuprosolvéncia. A més, 'augment de ions Cl en laigua
(processos de cloracid) pot induir estrés als bacteris com a resposta a les condicions
salines, canviant la produccié i la naturalesa dels exopolimers. A més, aquests ions es
poden unir als grups funcionals especifics dels EPS, quedant aquests no disponibles

per les interaccions corrosives (Critchley et al., 2003).
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4.10. Observacio dels biofilms formats sobre les superficies de cupons de coure

S'ha demostrat que el coure modifica I'estructura i la fisiologia de les comunitats
bacterianes. L’exposicié continuada al metall pot produir canvis en el metabolisme i pot
induir al desenvolupament de tolerancia del coure en biofilms que es troben en aigua
dolca (Massieux et al., 2004). Els biofilms alteren la naturalesa i la porositat de la capa
d'doxid de coure deguda a la incoporacié de cél-lules microbianes i els seus
exopolimers (Critchley et al., 2004); a més, els efectes del coure en el biofilm es
transformen en una disminucié en el consum de glucosa per part del microorganisme i
en la reduccio significativa del contingut en ATP de la biomassa, aixi com de I'activitat

de la fosfatasa alcalina (Vilchez et al., 2007).

Lethola i els seus col-laboradors (2007) varen observar la formacié de biofilms
en canonades de coure i en canonades de polietilé (PE). El nombre de bacteris a les
canonades de coure va ser similar, o fins i tot més elevat, que en les canonades de
PE; la qual cosa posa en evidéncia que el coure, si bé és conegut per ser toxic pels
bacteris, pot ser una superficie idonia perqué s’hi puguin desenvolupar. Aixd es deuria
als processos d’adaptacié i seleccid que experimenten els microorganismes en
contacte amb el metall. Amb tot, la formaci6 de les pel-licules va ser més lenta a les
canonades de coure i la morfologia del biofilm també va ser diferent de I'observat a les

canonades de PE.

Després de quantificar el coure acumulat provinent de solucions de sulfat de
coure, tant per part d’Agrobacterium radiobacter EPS-916 com pel microorganisme
aillat d’'una canonada, P.putida M-16 , es varen dissenyar una série d’experiments amb
cupons de coure per veure, d’'una banda, si eren capagos d’acumular el metall i, de
l'altra, per observar la possible formacio de biofilms a sobre la superficie dels cupons,
tal com s’ha comentat en l'apartat 3.12 de material i métodes. Els cupons es varen
processar per tal d’'observar-ne els biofilms formats mitjangcant microscopia electronica

de rastreig. Les imatges obtingudes es mostren a continuacié.
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la disposicié de la biopel-licula

a diferents augments

de P.Putida M16 cobrint la superficie del cupé de coure.

Fig. 4.22 Les diferents micrografies mostren
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Les diferents micrografies mostren la formacié de les biopel-licules. A (a)
s’observa la capa d’oxidacié formada en el fil del qual penjava el cup6 de Cu. A
diferents augments, a (b), (c) i (d) i (e) s’'observa la formaci6é del biofilm a sobre el
cupd. Val a dir que, malgrat que els bacteris es mostren bastant malmesos, es pot
apreciar la capa que formen damunt la superficie. A (e) es poden apreciar amb més
detall els bacteris damunt el cup6 i la producci6 d’exopolimer per formar la

biopel-licula.

Investigacions recents en el camp de la microscopia lligada a I'observaci6 de
les biopel-licules han pogut veure organitzacions curioses dels microorganismes, com
per exemple els biofilms que formen Thiovolum en forma de vel a sobre les superficies
de diposits marins. Aquest tipus d’organitzaciéo rep aquest nom ja que, d’alguna
manera, les cél-lules que formen els agregats mantenen els seus flagels amb els quals
sén capacos “d’airejar’ tota la comunitat. Un altre tipus d’organitzacié de les
comunitats bacterianes que s’ha pogut observar recentment és en forma de bresques.
Es creu que aquestes estructures ajuden a sobreviure als microorganismes proveint-
los, d’'una banda, d’estabilitat mecanica que, fins a cert punt, pot actuar com a factor
de viruléncia, ja que aixd els pot ajudar a escapar de les defenses de I'hoste. La part
més elastica d’aquest tipus d’estructura proporcionaria flexibilitat, que podria deformar
el conjunt de la biopel-licula en situacions d’estrés i tornar-la a la situacié inicial
(Schaudin et al., 2007).

Paral-lelament una aliquota de la suspensié de microorganismes que va estar
en contacte amb els cupons de coure es va fixar a sobre un portaobjectes per observar
els bacteris mitjangant microscopia de rastreig d’electrons retrodispersats, acoblat a un
sistema de microanalisi per detectar la preséncia o no del metall en el microorganisme.

Les imatges obtingudes es mostren en la figura 4.23.
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Fig. 4.23 Imatges obtingudes mitjancant SEM d’electrons retrodispersats d’una
suspensié de P. putida M16, després de romandre amb contacte amb cupons de coure
durant un periode de 72 hores.
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Els electrons retrodispersats sén electrons del feix incident que han
interaccionat (col-lisionat) amb els atoms de la mostra i han estat reflectits, a diferéncia
dels electrons secundaris (els que proporcionen les imatges tradicionals de SEM) que
sbn electrons de baixa energia, que resulten de I'emissié per part dels atoms
constituents de la mostra (el més propers a la superficie) a causa de la col-lisi6 amb el
feix incident.

La intensitat d’emissid dels electrons retrodispersats depén del nombre atomic
dels atoms de la mostra, essent els atoms més pesats els que produeixen una major
quantitat d’electrons retrodispersats. Una imatge originada per aquest tipus d’electrons
posa de relleu diferéncies en la composicié quimica per diferéncies de contrast. La
principal utilitat d’aquesta técnica resideix en qué la seva emissio, que es deu a xocs
de tipus elastic i, per tant, amb energia del mateix ordre que la dels electrons incidents,
depén del nombre atomic de la mostra. Aixd implica que dues parts de la mostra que
tinguin diferent composicié es revelen amb diferent intensitat (tal com es mostren les
imatges de la figura 4.23) malgrat que no existeixi diferéncia topografica entre elles.

La microanalisi en les zones més clares reflecteix la preséncia del coure en els
microorganismes, enfront de I'abséncia d’aquest en la mostra control tal com es veu en

els espectres seglents.
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Fig. 4.24 Microanalisi del microorganisme (a) i d’un blanc (b)
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També es varen observar zones més electrodenses repartides a diferents
zones del microorganisme que deixen entreveure la distribucié irregular que té el
metall en els bacteris; amb tot, la microanalisi corresponent a les zones amb més o
menys intensitat mostra la preséncia del coure en ambdues, si bé és en les zones més

electrodenses on el pic del metall és major tal com es mostra en la figura 4.25.
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Fig. 4.25 Microanalisis corresponent a zones amb més o menys intensitat de l'interior del
microorganisme.

Altres estudis de microanalisi de biopel-licules formades in vivo mostren pics de coure
en la superficie de 'EPS, i les analisis de les zones més electrodenses confirmaren
I'adsorcié del metall per part de la matriu polimeérica (Vilchez et al., 2007), i no tots els
estudis realitzats sobre cél-lules bacterianes formadores de biofilms han demostrat que
els bacteris siguin capagos d’acumular el coure intracel-lularment (Malik, 2004). A més,
la distribucié del coure no sempre és uniforme en tot el biofilm, sind que es pot

concentrar en determinades zones, sobretot en la superficie (White i Gadd, 2000).
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El fet que les imatges obtingudes a partir del electrons retrodispersats no ens
deixessin discernir si el coure estaba a dins o emboilcallant la cél-lula es varen fer un
seguit de fotgrafies amb microscopia electronica tal i com ja s’havia fet anteriorment
amb A.radiobacter EPS-916, per visualitzar 'acumulacié del metall. En la figura 4.26
es mostren les micrografies dels controls en a i b, aixi com en c i d les fotografies
corresponents al microorganisme després d’haver estat en contacte amb els cupons
de coure durant 72 hores.

Fig 4.26. En c i d es mostren les micrografies corresponents a P.putida M-16 després d’haver estat
en contacte amb cupons de coure durant 72 hores. En a i b es mostren les fotografies del mateix
microorganisme sense haver estat en contacte amb els cupons ( controls )
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Fig.4.27 Detalls del microorganisme sense haver estat en contacte amb el cup6 de coure (a) i
després del contacte (b) . La morfologia del bacteri es veu afectada pel metall.

Les visualitzacions dels controls enfront a les mostres son significativament diferents.
Si bé en alguna cél-lula aillada de les mostres control es poden observar també algun
cumul més dens a l'interior del microorganisme, la morfologia d’aquest quan ha estat
en contacte amb el coure es prou diferent de les mostres control. Els camuls més
foscos també s’havien observat en les micrografies realitzades a la soca EPS-916 pero
la disposicié dels mateixos sembla diferent, ja que els més densos semblen
concentrar-se cap al centre de la cél-lula mentres que en A.radiobacter la disposicio
era més uniforme per tot el citoplasma.

També es varen realitzar les corresponents microanalisis dels cimuls densos tant dels
controls com de les mostres. Val a dir que el microscopi utilitzat per fer aquests
analisis tenia un contrast i una resolucié inferior a 'utilizat en les anteriors analisis. Per
tal d’evitar els errors de solapament de les bandes de I'espectre de I'osmi present en
les mostres provinent del tractament d’aquestes per la seva visualitzacié per
microscopia, es varen quantificar les proporcions relatives de coure de les
determinacions realitzades. En la figura 4.28 es mostren les analisis realitzades en un
microorganisme provinent del control, i en la figura 4.29 les observades en el

microorganisme després d’haver estat en contacte amb el metall.
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Element |Peak Area k Abs Weight%  Atomic%
Area Sigma factor  Corrn. | Sigma
TiK 486 41 1.628 1.000 |5.13 73.69
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Element |Peak Area k Abs Weight%  Atomic%
Area Sigma factor  Corrn. | Sigma
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Fig 4.28. Resultatsde les microanalisis provinents de la mostra control. Els cimuls densos

observats en algun microorganisme aillat tenen un petita proporcié de coure, ja que aquest
metall és essencial pel microorganisme.
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Element |Peak Area k Abs Weight%  Atomic%
Area Sigma factor | Corrn. Sigma
767 50 1.628 | 1.000  3.01 56.76
375 38 3.363 | 1.000  3.01 43.24
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Fig 4.29. Resultatsde les microanalisis provinents del microorganisme en contacte amb els
cupons de coure durant 72 hores. Els agregats visualitzats contenen una quantitat de coure

considerablement més elevada que les mostres control.
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4.11. Observacio dels biofilms formats en una canonada de coure

Després d’observar la preséncia de biofilms a sobre la superficie dels cupons
de coure, es va plantejar la hipotesi de qué podria succeir en la realitat a una
canonada de coure exposada a un flux minim d’aigua constant. Si bé les condicions en
les quals es poden trobar les canonades que abasten d’aigua potable no es varen
poder reproduir, es va acoblar un tros de canonada de coure mitjangant un tub de teflo
a una aixeta que mantenia un goteig constant d’aigua, per poder visualitzar o no la
preséncia de les biopel-licules. En les imatges es pot observar la disposicié dels
mateixos. L’anella es va deixar un periode de dos anys en contacte amb l'aigua.
Passat aquest temps, es va separar amb cura I'anella del tub de teflé i es fa fer un tall
horitzontal a I'anella per tal de poder-ne observar el seu interior. Les mostres es varen

processar per la seva observacid per microscopia electronica de rastreig (SEM).

Fig. 4.30. Les imatges mostren com es va adaptar un tros de

canonada de coure en una aixeta mitjangant un tub de teflo.

El tub i 'anella es varen separar per observar-los individualment.
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Les imatges obtingudes es mostren tot seguit:

(@)
(b) saa Baaqv
(c) . 7P

sS8a Ba4aags

Fig. 4.31 Micrografies dels biofilms formats en el tub de teflé. En totes elles es pot
apreciar, a diferents augments, la formacié de la biopel-licula com una xarxa
polimérica
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Fig. 4.32 Micrografies de les biopel-licules formades a I'interior de la canonada de
coure durant el periode de dos anys.
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A simple vista 'aspecte dels biofilms és diferent als observats anteriorment en
el tub de tefld, possiblement a causa de les diferéncies de flux d’aigua existents entre
una superficie i una altra. Amb tot, s’observa la formacié de I'exopolimer que s’estén
per gran part de la superficie. També s’observa diferent a les biopel‘licules
visualitzades provinents dels cupons de coure, ja que el temps de contacte és molt
diferent. En els biofilms formats després de dos anys de contacte la matriu de polimer
ho embolcalla tot i no es va aconseguir visualitzar cap microorganisme aillat, cosa que

si varem poder fer en el cas dels cupons.

La presencia de microorganismes a les superficies dels materials els poden
afectar negativament, ja que poden promoure el creixement de les biopel-licules i la
formacio, alhora, del biofouling. La preséncia dels biofilms provoquen reaccions fisico-
quimiques a la superficie del metall desembocant en canvis indesitjats en les
propietats dels mateixos, entenent com a biocorrosié o MIC a la corrosié influenciada

per microorganismes (Beech et al., 2005).

Acurant les técniques de microscopia, es poden observar una extensa varietat
d’estructures que formen part de les biopel-licules. Els senyals cél-lula-cél-lula i la
influéncia de les condicions ambientals determinen els canvis fenotipics que
experimenten els bacteris en estat séssil i fan que s’envoltin de substancies
extracel-lulars polimériques i canviin I'estructura i la forma de les microcolonies. Una
d’aquestes noves estructures sén els nanowires que actuarien a mode de minusculs
fils connectors que ajudarien a entendre com l'energia es reparteix i es comparteix
entre tots els bacteris integrants de les biopel-licules o com les comunitats es poden
moure mitjangant twitching (moviments mitjangant contraccions on intervenen els pilis)
o gliding (que s6n moviments d’aproximadament 10 um/seg que tenen lloc sense I'ajut
de cap estructura especialitzada i que pot tenir lloc a causa de la secreci6 de
polisacarids 0 moviments de proteines a la superficie de la cél-lula (Schaudinn et al.,
2007)).

Interessants també soén els resultats de Vilchez i els seus colegues (2007), que
varen submergir un biofiltre, amb biofims fixats en ell, en aigles subterranies
contaminades de coure per veure i caracteritzar els canvis en les comunitats que

formen els biofilms i mirar d’esbrinar els mecanismes de retenci6é del metall.
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Els resultats varen concloure que hi havia efectes clars sobre la incidéncia que
té el coure sobre les biopel-licules formades i la seva morfologia. Els biofiims controls
(els que no havien estat en contacte amb el coure) mostraven una poblacio
heterogénia formada basicament per microorganismes filamentosos i bacteris, amb
diferents morfologies, envoltats per EPS. En canvi, els biofilms que havien estat en
contacte amb el metall presentaven més homogeneitat i presentaven una morfologia
d’agregats esférics embolcallats amb abundant EPS. Les biopel-licules que nosaltres
hem pogut observar no tenen aquesta morfologia esférica, sin6 que es presenten com
agregats filamentosos, formant una xarxa amb molta producci6 d’EPS. Altres
visualitzacions de les biopel-licules, en aquest cas de Singapur, mitjancant SEM,
permeten veure clusters i canals d’aigua, i la preséncia de cocs agrupats en aquests

clusters juntament amb material poliméric (Hu et al., 2005).

D’enca que Antoni Van Leeuwenhoek, considerat el primer cientific que va
parlar dels biofilms, 'any 1684, informant a la Royal Society de Londres que “the
number of these animalcules in the scurf of a man teeth are so many that | belive the
exceed the number of men in a Kingdom”, s’ha avangat molt en el coneixement de la
complexitat de les comunitats bacterianes. Els biofilms estan rebent, en els ultims
anys, I'atencioé de la comunitat cientifica, augmentant la consciéncia de I'impacte que
poden tenir en la salut, en el medi ambient, en els processos industrials i les
repercussions que tenen sobre els materials. Els problemes associats als biofilms
costen, als Estats Units, una despesa anual de bilions de ddlars en pérdues d’energia,
equipament malmeés, productes contaminats i amb els tractaments d’infeccions. Els
biofilms estan implicats en més d’un 80% de malalties inflamatories i infeccioses
causades per bacteris, incloent-hi otitis, endocarditis, Ulceres gastrointestinals,
infeccions del tracte urinari, infeccions pulmonars en pacients de fibrosi quistica (Sauer
et al., 2007). Els biofilms que es troben en els sistemes d’aigua potable estan implicats
directament en la corrosié dels interiors de les canonades de coure, podent, d’'una
banda, contribuir a la dissolucié del coure (cuprosolvéncia) i fer que aquest augmenti
les seves concentracions en l'aigua de beguda i, de laltra, els microorganismes que
formen aquestes biopel-licules poder ser capagos de retenir-lo i actuar de reservori per
aquest metall, contribuint a 'augment del coure en l'aigua, si aquests microorganismes

es desprenen dels biofilms.
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Resultats i discussio

Malgrat tot, molts dels treballs de recerca en aquesta area han demostrat que
els microorganismes que poden créixer i formar els biofilms a les canonades no posen
en compromis la salut dels consumidors (Allen et al., 2004), perd si que hi ha casos
descrits en la literatura dels problemes gastrointestinals que pot causar el coure quan
excedeix els valors recomanats, que a nivell europeu s’han establert en 2 mg/L.
Després de finalitzar aquest treball, hem fet palés que hi ha microorganismes capagos
d’acumular coure, provinent de solucions i de superficies cupriques, com els cupons
de coure i les canonades, i que, alhora, son capagos de formar biopel-licules.
Microorganismes aillats directament de les canonades de coure d’una llar domestica
han reforcat la capacitat que tenen certs microorganismes d’augmentar les
concentracions de coure en l'aigua i de retenir-lo. Tot i les limitacions que comporta el
fet de treballar a nivell de laboratori i de no poder reproduir les condicions reals en les
quals es poden trobar les biopel-licules en el medi ambient, els resultats obtinguts ens
deixen veure tan sols una mica de llum del que succeeix in vivo a dins les comunitats

bacterianes.
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5. CONCLUSIONS

1. Agrobacterium radiobacter EPS-916 és capa¢ de captar coure provinent de
solucions aquoses de CuSQ,.5H,0O, a diferents concentracions, si bé el
percentatge de captacié més elevat es déna a les concentracions de coure més
baixes. La captacié augmenta en funcié del temps i dels pHs estudiats; és en el

de 5,4 on s’obtenen millors resultats.

2. L’exopolisacarid produit per A. radiobacter ha demostrat la seva capacitat de

retenir coure, si bé la captacié és inferior a la que experimenten les cél-lules.

3. Mitjangant microscopia electronica de transmissié s’ha comprovat que la
captacié del coure per part del microorganisme és intracel-lular, observant-se
cumuls densos en el citoplasma dels bacteris, que mitjangant microanalisi s’ha
comprovat la preséncia de coure en ells. Els espectres de difraccié de raigs X

han demostrat que el coure a dins els bacteris esta en forma de solid amorf.

4. S’ha aillat Pseudomonas putida-M16 de les canonades de coure d’Us domestic
i ha demostrat una resisténcia elevada a la sal de coure, essent també capac¢

d’acumular-lo a partir de solucions de CuS0,.5H,0.

5. Tant la soca EPS-916 com M16 mostren la capacitat de captar coure a partir de
superficies cupriques, com el cupons de coure. A més, participen en fendmens

de cuprosolvéncia, tant elles com els seus polisacarids.

6. Mitjangant microscopia de rastreig s’ha observat la capacitat de P. putida-M16
de formar biopellicules sobre cupons de coure i les imatges d’electrons

retrodispersats deixen veure la disposicié del coure en el microorganisme.

7. Mitjangant microscopia electronica de transmissié s’ha pogut confirmar que
'acumulaci6é del coure provinent dels cupons que té lloc en P. putida M-16 és
intracel-lular, i els espectres de les microanalisis corresponent aixi ho han

demostrat.
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8. Per microscopia de rastreig s’ha pogut observar la formacié de biopel-licules
tant en un tros de canonada de coure com en un tub de teflé6 que portaven un

temps perllongat en contacte amb un goteig constant d’aigua.
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