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Resumen

Se estudi6 la biosorcién de cadmio (Cd) en levadura de panaderia utilizando potencial zeta (¢), Espectrometria de Absorcién
Atémica, Espectrometria de Infrarrojo (FT-IR), Microscopia Electrénica de Barrido (SEM), crecimiento microbiano,
electroforesis e inmunodeteccién (SDS-PAGE-westernblot). La pared celular presenté hidrofobicidad de 22.8+2.9%, con ¢
dependiente del pH del agua (- 27+0.7mV, pH 5.0; -33+0.9mV; pH 6.0). La interaccién levadura-Cd ocurri6 en los primeros
5 min de incubacién, disminuyendo el £ hasta en 11 unidades. La eficiencia de remocién dependié del pH del agua y de
la concentracion inicial (CI) de Cd, siendo mayor (p < 0.05) a pH 6.0 y CI [5 mg/L] removiendo 3.8+0.01 mg/L (76%)
del Cd presente. Los espectros FT-IR presentaron disminucién en las bandas correspondientes a grupos carboxilo, amida
y fosfato, evidenciando relacién con la interaccién levadura-Cd. Las micrografias SEM mostraron cambios producidos por
el Cd en la forma celular, rugosidad superficial y contacto celular, sin alterar el tamafio de las levaduras (3.3+0.6 um).
La fase de acondicionamiento (lag) aumenté 1.6-2.0 veces indicando un periodo de adaptacién al Cd que correlacion6
con la expresion de la proteina de choque térmico HSP104. Estos resultados indican S. cerevisiae tiene potencial para la
remediacién de Cd de sitios contaminados.
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Abstract

Biosorption of cadmium (Cd) by Baker’s yeast was studied using zeta potential (), Atomic Absorption Spectroscopy,
Infrared Spectroscopy (FT-IR), Scanning Electron Microscopy, microbial growth, electrophoresis and immunodetection
(SDS-PAGE-westernblot). Cell surface hydrophobicity was of 22.8+2.9%, zeta potential values were negative and pH-
dependent (- 27+0.7mV, pH 5.0; -33+0.9mV; pH 6.0). Yeast-Cd interaction occurred in the first 5 min of incubation with
a { decrease up to 11 units. Cadmium removal efficiency (CIC) was dependent of water pH and Cd initial concentration
(IC). CIC was higher (p < 0.05) at pH 6.0 and IC [5 mg / L]. Under these conditions Cd removal was of 3.8+0.01 mg/L.
(76%). Changes observed in FT-IR spectra involved carboxyl, amide and phosphate groups with yeast-Cd interaction. The
SEM micrograph of yeast cells exposed to Cd showed variation on morphology, surface rugosity and loss of cell contact
without changes in cell size (3.3+0.6 um). Adaptation of Saccharomyces cerevisiae for growth in Cd was observed. Yeast

lag phase increased 1.6-2.0 times with Cd exposition, which correlates with the expression of heat shock protein HSP104.
These findings indicate that S. cerevisiae has potential for Cd remediation of contaminated places.
Keywords: cadmium, bioremediation, S. cerevisiae.

1 Introduccion

La contaminacién del agua debida a actividades Existe una preocupacidn particular por la presencia
humanas ha aumentado en las ultimas décadas, de metales pesados; en particular el cadmio (Cd),
constituyendo un peligro potencial para la salud. por ser un elemento muy téxico y persistente
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(ATSDR, 2005), el cual estd incluido en el grupo
1 de los compuestos carcinogénicos; ademds, ocupa
el séptimo lugar de prioridad, en la lista de los
275 materiales mas peligrosos (Bertin y Averbeck,
2006; Khairy y col., 2014). La exposiciéon al Cd
también se asocia con numerosos efectos que dafian
la estructura, fisiologia y bioquimica de rifiones,
higado, pulmones, pdancreas, testiculos, placenta y
huesos (Sarkar y col., 2013). Las principales fuentes
de Cd para personas no-ocupacionalmente expuestas
son: el cigarro en fumadores y el consumo de agua
y alimentos contaminados con este metal (ATSDR,
2005).

El Cd llega a los cuerpos de agua proveniente
de los desechos industriales, por lixiviacion, falta
de tratamiento y/o del descuido de la industria
minero-metaltrgica, durante la obtencién de hierro,
acero, aleaciones y metales no ferrosos (Garcia-
Arreola y col., 2015; Mohamed y col., 2011). El
uso de tuberias galvanizadas, los desechos de las
industrias que emplean Cd, como baterias Ni-Cd,
galvanizados y pigmentos y el escurrimiento de
fertilizantes fosfatados, también son una fuente de
contaminacién importante (Kulkarni y Kaware, 2013).
Entre los métodos convencionales para remover Cd
de aguas industriales se encuentran: precipitacion
quimica, intercambio idnico, filtracién, &ésmosis
inversa, tratamiento electroquimico, evaporacion y
procesos de oxidaciéon o reduccién (Fu y Wang,
2011). Sin embargo, estas técnicas pueden resultar
costosas e inefectivas, cuando se trata de eliminar
bajas concentraciones (1-100 mg/L) de Cd, como seria
el caso del agua para consumo humano, por lo que
en esos casos, se prefieren técnicas como la adsorcion
(Purkayastha y col., 2014).

La adsorcién es el método més efectivo para
remover pequeflas concentraciones de metales
pesados en agua. Consiste en promover la unién
de un so6lido soluble a otro, para retirarlo del
agua (Carey y Migliaccio, 2009). Cuando se usan
compuestos bioldgicos para este propdsito, el término
correcto es bio-sorcion ya que, ademds de adsorcion
(interacciones electrostaticas, fuerzas de van der
Waals), se presentan otros fendémenos como el
intercambio idnico, la absorcion, la formacion de
complejos quimicos y la precipitacion (Fomina
y Gadd, 2014). Diversos compuestos de origen
biolégico como alginato, quitosano y celulosa
microcristalina, asi como algunos microorganismos,
pueden bio-sorber metales pesados (Gonzilez-
Olivares y col., 2016; Khairy y col., 2014). Otra forma
de retirar metales pesados es por fitorremediadiacion

a través de la bioacumulacién en plantas (Ruiz-Marin
y col., 2013; Buendia-Gonzailez y col., 2010). Entre
las diversas opciones de descontaminacion bioldgica,
el uso de levaduras resulta prometedor ya que, ademés
de unir Cd a su pared celular, puede captarlo y
almacenarlo en algunos de sus organelos (Cabuk y
col., 2007; Nagy y col., 2013). Entre las especies con
mayor potencial para remover Cd en agua se encuentra
Saccharomyces cerevisiae. Esta levadura, reconocida
como inocua (GRAS, por sus siglas en inglés), es la
mas utilizada en la alimentacién humana. Otra ventaja
es que se han desarrollado procesos econdmicos a gran
escala, que permiten obtener grandes cantidades de su
biomasa. Incluso puede aprovecharse la biomasa de
levadura remanente de la fabricacién de la cerveza
(Ferreira y col., 2010). Todas estas propiedades hacen
de la levadura de panaderia un buen candidato para
escalar procesos econdmicos de bio-remediacion.

Se conoce que diferentes cepas de levadura unen
diferentes metales pesados y toxinas a su superficie,
estableciendo interacciones con algunas moléculas
presentes en su pared celular (Zoghi y col., 2014).
Con el fin de utilizar a estos microorganismos
como una alternativa para la remediacién de Cd, es
importante caracterizar sus propiedades superficiales,
los cambios que produce el metal en su superficie
celular y los grupos moleculares involucrados en la
interacciéon. Estas caracteristicas contribuirdn a un
mayor conocimiento del fendmeno y a determinar las
mejores condiciones de remocion.

Ademds de unir metales en su superficie, las
levaduras también pueden internalizarlos. Por lo tanto,
antes de escalar procesos de biosorcidn que involucren
levaduras activas, es importante estudiar el efecto
de la bio-acumulacién del Cd. El efecto téxico de
un metal sobre la levadura depende del mecanismo
de transporte que utilice para entrar a la célula, del
estado de oxidacién y especiacién del metal, de su
distribucién intracelular y de las interacciones que
establezca con diferentes biomoléculas (Wysocki y
Tamas, 2010). En el caso del Cd, la mayor via
de entrada es el transportador de Fe/Zn IRT1 y
los grupos a los que se une con mayor afinidad
son los azufrados, especialmente los sulfhidrilos,
provocando la inactivacién de diversas proteinas por
desplazamiento de Ca, Fe y Zn (Rajakumar y col.,
2016; Cyert y Philpott, 2013). La acumulacién
de Cd en la levadura produce estrés oxidativo
presuntamente al desplazar al Fe, cuya liberacién
induce la produccidn de radicales hidroxilos altamente
reactivos que oxidan a las proteinas y a los lipidos
(Kuang y col, 2015). Ademds, induce eventos de
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recombinacion, sustitucién de bases y mutaciones con
desplazamiento del marco de lectura, al provocar un
desajuste en el sistema de reparacion del ADN. Este
efecto genotdxico causa alteraciones tanto genotipicas
como fenotipicas en la levadura (Filipi¢, 2012).

La respuesta celular al Cd involucra
multiples estrategias entre las que destacan la
compartamentalizacidn en organelos como la vacuola;
activaciéon de mecanismos de defensa mediados por
grupos-tiol; entre los que se incluyen glutatién y
metaloproteinas; modificaciones en el metabolismo
de azufre en respuesta a las demandas de biosintesis
de glutatién y regulacion transcripcional activada por
el estrés oxidativo, entre otros (Guo y col., 2012).
En varios organismos también se activa la produccién
de enzimas con efecto antioxidante, de proteasas y
de algunas enzimas metabdlicas (Wysocki y Tamis,
2010).

El estrés oxidativo producido por la acumulacién
de Cd puede llegar a inducir la agregacion y el plegado
incorrecto de proteinas esenciales para la levadura,
inactivando su funcién (Tamas y col., 2014). Para
reparar este dafio proteotdxico, existe una respuesta
evolutivamente conservada que es la produccién de
proteinas de choque térmico (HSP, por sus siglas
en inglés). La gran mayoria de las HSP actdan
como chaperonas, coadyuvando al restablecimiento
del plegado correcto de las proteinas dafiadas por
estrés (Morano y col., 2012). En cambio, la HSP104 es
la dnica con la capacidad de re-solubilizar agregados
proteicos, aunque para ello tenga que ser asistida
por otras chaperonas (Saleh y col., 2014). Ademais,
ha sido catalogada como un factor importante para
la tolerancia al estrés en las levaduras ya que,
en condiciones normales, su ausencia no afecta el
crecimiento de la levadura; sin embargo, los mutantes
que no expresan HSP104, no son capaces de adaptarse
a la presencia de etanol o a temperaturas entre 42 y
50°C (Grimminger-Marquardt, y Lashuel, 2010).

Por otro lado, cuando se escogen materiales para
bio-sorber metales, es importante considerar no solo
el costo de los mismos y su amplia disponibilidad
en la naturaleza, como es el caso de la levadura de
panaderia, sino también, si tienen la capacidad de
adaptarse y propagarse rapidamente en las condiciones
en que serdn utilizados (Vieira y Volesky, 2000). En
este sentido es importante investigar tanto el efecto
del Cd en el crecimiento de la levadura, como sus
posibles respuestas al estrés inducido por el metal, en
particular, la de las HSP104. Por todo lo anterior, el
objetivo de este trabajo fue realizar una caracterizacion
fisicoquimica y bioldgica de la levadura de panaderia,
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Saccharomyces cerevisiae como una alternativa para
la biosorcidn de Cd en agua.

2 Materiales y métodos

2.1 Materiales, reactivos y microorganismos

El estindar certificado de Cd se adquirié6 de la
compafiia Sigma Aldrich (St. Louis, MI, Estados
Unidos de América). Para el andlisis de expresion de
proteinas se emplearon reactivos de la compaiiia Bio-
Rad (Hercules, CA, Estados Unidos de América). Los
ingredientes para formular los medios de cultivo de la
levadura fueron de Difco (Difco Laboratories/Becton,
Dickinson and Co., MD, Estados Unidos de América).
El resto de los reactivos usados en el estudio se
obtuvieron de Sigma Aldrich (St. Louis, MI, Estados
Unidos de América), a menos que se especifique lo
contrario.

Se partié de una solucién estandar de Cd de 1000
mg/L. Los procedimientos de dilucién se hicieron
siguiendo la NOM-117-SSA1-1994. Se obtuvo una
solucion madre a concentraciéon de 100 mg/L,
diluyendo con agua deionizada hasta alcanzar las
concentraciones de trabajo de 5y 10 mg/L.

La levadura estudiada de Saccharomyces
cerevisiae fue la comercial, utilizada en panaderia
(Magidely®, Edo. de México, México). Se trabajo
con 2 lotes (2 muestras por lote). Antes de iniciar el
estudio se hizo un andlisis para descartar la presencia
de Cd en los lotes de estudio. El andlisis se realiz6
por Espectrometria de Absorcién Atémica como se
describe en la seccidon 4.3. La levadura se liofiliz6
(VirTis Benchtop 3.3, Warminster, Estados Unidos de
América) y se almacené a -40 °C hasta su uso.

2.2 Hidrofobicidad superficial y capacidad
de auto-agregacion

La hidrofobicidad superficial se determiné por la
técnica de adhesion microbiana a hidrocarburos
(MATH, por sus siglas en inglés) segin Rosenberg
y col. (1980). La levadura se suspendié en solucién
salina amortiguadora de fosfatos (PBS) 10 mM, pH
7.4 + 0.2, hasta una absorbancia de 0.25 + 0.03 (»
1x10° UFC/mL) a una longitud de onda de 600 nm
en el Espectrometro Jenway 7315 (Stone, Staffs, Reino
Unido). Se afiadié 1 mL de p-xileno, se agit6 por 90 s
en vortex y se incub6 durante 1 h a 25°C. Al término
de este periodo se separd la fase acuosa y se midié
absorbancia a 600 nm.
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El porcentaje de células adheridas al p-xileno
(hidrofobicidad) fue calculado a partir de la ec. (1):

(Ag—A)
Ao

% de hidrofobicidad = [ ] x 100 (1)
Donde Ay es la densidad optica a 600 nm de la
suspension de levadura antes de la mezcla con el p-
xileno y A es la absorbancia después de la mezcla.
El experimento se realiz6 por triplicado, con dos
observaciones por réplica.

La capacidad de auto-agregaciéon se estudid
resuspendiendo la levadura en PBS como en el
ensayo de hidrofobicidad (Halttunen y col., 2008). Se
distribuyeron alicuotas de 1mL de esta suspension y
se incubaron por 1, 2, 3 y 4 h, a 25°C. Posterior a la
incubacién se midié absorbancia tomando precaucion
de no agitar las muestras. El porcentaje de auto-
agregacion se determiné con la ec. (2):

(AO - Al)

}x 100 (2)
0

Indice de autoagregacién = [
Donde A representa la absorbancia de la suspension
de levaduras al tiempo 0 (0.25) y At la absorbancia
de la suspension, después de un tiempo n (1, 2, 3 0 4
h). Cada experimento se hizo por triplicado, con dos
observaciones por réplica.

2.3 Efecto de la biosorcion del Cd en
la carga superficial y tamarnio de la
levadura

Para analizar el cambio en la carga superficial y
el tamafio de S. cerevisiae debido a la biosorcién
del Cd, la levadura (1.5 g/L) se incub6 con dos
concentraciones del metal (5y 10 mg/L) apH 5.0 + 0.2
y 6.0 = 0.2, usando distintos tiempos de exposicion (0,
15, 30, 60 min) a 25°C. Los pH’s fueron seleccionados
para una mayor estabilidad del metal en solucién
(Ibrahim y col., 2006). La carga superficial se calculd
después de cada incubacion, midiendo el potencial
zeta (Zetasizer Nano-ZS90, Malvern Instruments Ltd.,
Worchestershire, Reino Unido). El didmetro de las
levaduras se determiné con el mismo aparato. Las
determinaciones se hicieron por triplicado usando el
software Zetasizer version 7.01.

2.4 Biosorcion de Cd y estudio con
Espectrometria Infrarroja con
Transformada de Fourier (FT-IR)

Los estudios de remocién de Cd se hicieron usando
los mismos pardmetros de pH y concentracion de Cd

y levadura, que en el ensayo de carga superficial.
Para los tiempos de incubacién, se anadié una
determinacién a los 5 min de exposiciéon de la
levadura al Cd. Posteriormente se centrifugé a 1200
x g, 15 min, 4°C (Allegra 6R, Beckman, Estados
Unidos de Norteamérica). El sobrenadante se acidifico
con HNOj ultrapuro para determinar la presencia
de Cd no adsorbido; la biomasa se liofiliz6 para
realizar los estudios de FT-IR. Las determinaciones
de Cd se hicieron en un Espectrémetro de Absorcion
Atémica 240FS-AA con software SpectrAA Pro
versién 5.2 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
Estados Unidos de Norteamérica) por el método de
atomizacion por flama, de acuerdo a la NOM-117-
SSA1-1994. La concentracién de Cd adsorbida se
obtuvo de la diferencia entre la concentracion de Cd
inicial y la obtenida en el analisis de los sobrenadantes.

La biomasa liofilizada se mezcl6 individualmente
con KBr como sal base y se analizé utilizando
un rango espectral de 4000 a 400 cm™' en un
Espectréometro NICOLET Protegé 460 (Cole Palmer,
IL, Estados Unidos de Norteamérica). Los espectros
FT-IR se obtuvieron en el software WinFirst version
2.0 (Analytical Madison Technology, WI, Estados
Unidos de Norteamérica). Todos los experimentos
se llevaron a cabo por duplicado utilizando como
controles levaduras no expuestas al Cd.

2.5 Cambios en la morfologia de S.
cerevisiae por exposicion al Cd

El efecto del Cd en la morfologia de la levadura
se observd por Microscopia Electrénica de Barrido
(SEM, por sus siglas en inglés). El estudio
se realizé en el Laboratorio de Microscopia de
Alta Resolucién de la Universidad Auténoma de
Aguascalientes, empleando un microscopio de barrido
JEOL-JSM-5900LV (JEOL USA, Inc.). Las muestras
se deshidrataron y montaron en cilindros de aluminio
sobre cintas de grafito y se recubrieron con una capa
de oro de 60 A de espesor. La morfologia superficial
de S. cerevisiae se obtuvo utilizando alto vacio y un
detector de electrones. El voltaje de aceleracion fue
de 10 KV, con una distancia de la lente al plano focal
(WD) de 10 mm.

2.6 Influencia del Cd en el crecimiento de
S. cerevisiae

Para determinar el efecto del Cd sobre el desarrollo
de S. cerevisiae se hicieron cinéticas de crecimiento
en presencia de 5 y 10 mg/L de Cd, utilizando la
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técnica de micro-dilucién en placa (Griffiths y col.,
2003). Se ajustdé la concentraciéon de la levadura
con PBS, pH 7.2 + 0.2 a una absorbancia de 0.50
a 600 nm (~ 1 x 103 UFC/mL). Se colocaron 100
pL de caldo peptona dextrosa, levadura (YPD) en los
pocillos de placas de cultivo estériles tipo ELISA y se
afiadieron 100 uL del in6culo preparado. La cinética
de crecimiento se determiné a 37°C, durante 24 h, en
un Espectrometro Anthos Zenyth 340st (Alcobendas,
Madrid). Se efectuaron lecturas de la muestra cada
30 min a 620 nm. Como controles se usaron caldo
YPD sin in6culo y sin Cd y caldo YPD con inéculo,
sin Cd. El andlisis se realizé por triplicado, con
ocho observaciones por réplica. Los valores de fase
de acondicionamiento (lag), la fase de crecimiento
exponencial y la fase estacionaria se estimaron a partir
del modelo primario bifasico de Baranyi y Roberts
(1994), empleando el programa DMFit (Dynamic
Modeling 3.0, USDA Agricultural Research Service,
Estados Unidos de América).

2.7 Efecto del Cd en la expresion de
proteinas de choque térmico

Para estudiar cambios en la expresion de proteinas por
efecto del Cd se siguid el procedimiento descrito por
Vido y col. (2001). La levadura fue cultivada en
caldo YPD a 30°C, con agitacién (50 rpm), midiendo
la absorbancia a 600 nm cada 30 min hasta alcanzar un
valor de 0.40 (~ 1x1 0’ UFC/mL), correspondiente a la
fase de crecimiento exponencial. Se tomaron indculos
de 10 mL y se ajust6 la concentracién de Cd a 10
mg/L), incubando a 30°C, durante 1 h. Las células
se recuperaron centrifugando (Allegra 6R, Beckman,
Estados Unidos de Norteamérica) a 1200 x g, 15 min
a 25 °C. Las células precipitadas se lavaron 3 veces
con agua deionizada y se congelaron a -40°C hasta
su uso. Los experimentos se hicieron por duplicado
usando como control biomasa sin Cd.

Para extraer la proteina se utiliz6 la técnica
propuesta por Maillet y col. (1996). Las células se
resuspendieron en alicuotas de 200 uL. de regulador
de lisis (Tris-HCI, 0.1 M, pH 8.0 = 0.2, Tritén X-
100, 0.66%) frio y se lisaron por agitacion ultrasénica
(Mini-BeadBeater-16, BioSpec Products, Bartlesville,
OK, Estados Unidos de América), en presencia de
perlas de vidrio. Posteriormente, se afiadieron 15 uL.
de DTT 1M, urea y tiourea hasta una molaridad final
de 7.0y 2.0 M, respectivamente, y 50 L de solucién
amortiguadora conteniendo 4% de CHAPS (3-[(3-

colamidopropil) dimetilamonio]-1-propanosulfonato)
y 1% de anfolitos. La mezcla se incubé durante 5 min
a 25°C y se centrifugdé a 1100 x g, por 15 min a 4
°C. El contenido de proteina en los extractos crudos
(sobrenadante) se estimé por el método de Bradford
(1976). Posteriormente fueron analizados mediante
electroforesis en condiciones desnaturalizantes vy
reductoras. Los extractos de proteina (30 ug) se
separaron en geles de poliacrilamida al 12% en una
camara Mini-PROTEAN (Bio-Rad, Hercules, CA,
Estados Unidos de América) con una corriente de
100V. El gel se tifié con plata de acuerdo con Wray
y col. (1981).

Para detectar la expresion de HSP se hizo un
ensayo de inmunodeteccion de acuerdo a la técnica
de Towbin y col., (1979). Las proteinas separadas
por SDS-PAGE fueron electrotransferidas a una
membrana de nitrocelulosa, utilizando una camara
con sistema semi seco (LABCONCO, Kansas, MO,
Estados Unidos de América) a 0.8 mA/cm? por
45 min. Para evitar interacciones no especificas se
bloqueé con albiimina de suero bovino (BSA) (2.5
% (p/v), en PBST (KH,PO4/K,HPO4 0.02 M, NaCl
0.9%, Tween-20 0.1% (v/v), pH 7.2 = 0.2) durante
16 h a 4 °C. Después de 3 lavados con PBST,
la membrana se incubé por 16 h a 4 °C con anti
S. cerevisiae-HSP104 obtenido en ratéon (1:1000)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados
Unidos de América). Se lavé nuevamente con PBST y
se incubd con Anti- IgG de ratén biotinilado por 1.5 h
a 25 °C. Después de 3 lavados con PBST la membrana
se incub6 con el conjugado estreptavidina peroxidasa
(1:2000) durante 1.5 h a 25 °C, se lavé nuevamente y
se reveld la interaccidén con 3,3’-diaminobencidina 4
HCI (DAB) al 0.075%.

2.8 Andlisis estadistico

Se aplicé la estadistica descriptiva para los andlisis
de hidrofobicidad, y remocién de Cd, presentando las
medias de los resultados y sus desviaciones estdndar.
Los resultados de potencial zeta, del tamafio de las
levaduras y los pardmetros de cinética de crecimiento
en presencia de Cd se analizaron por andlisis de
varianza de una via (ANOVA) con un nivel de
significancia de 0.05. La comparacién de medias se
hizo por el método de Tukey-Kramer. Los resultados
de auto-agregacion fueron sometidos a una regresion
lineal. En todos los casos se usé el programa NCSS
2007 (Statistical Analysis and Graphics, Kaysville,
UT, Estados Unidos de América).
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3 Resultados y discusion

3.1 Hidrofobicidad superficial y capacidad
de auto-agregacion

Las propiedades superficiales de los microorganismos
son determinantes en las interacciones que establecen
con los metales y dependen de la naturaleza quimica
de las moléculas presentes en la pared celular
(Purkayastha y col., 2014). Los metales se adsorben
a las levaduras principalmente por interacciones
electrostaticas, aunque pueden llegar a presentarse
interacciones hidrofébicas como las fuerzas de van del
Waals. No obstante, y de manera general, los valores
de hidrofobicidad altos, se relacionan con una menor
eficiencia de remocién de cationes como el Cd (Van
Holle y col., 2012). El porcentaje de hidrofobicidad
encontrado para la levadura estudiada fue bajo
(22.8 £ 2.9%), indicando que existe una mayor
cantidad de moléculas hidrofilicas que hidrofébicas
(no-polares). Otros autores han encontrado valores
de hidrofobicidad para S. cerevisiae distintos a los
de este trabajo. Sin embargo, en todos los casos
fueron porcentajes bajos. Kordialik-Bogacka (2011)
observaron valores de 8.6%, mientras que Van Holle
y col. (2012) entre 10 y 30%. Las variaciones
pueden deberse al tipo de cepa, etapa de crecimiento
del microorganismo y la composicién del medio en
que se desarrolld, por lo que es importante analizar
la influencia de estos factores al escalar el proceso
(Purkayastha y col., 2014).

Las propiedades superficiales también se
relacionan con procesos de interés tecnolégico como
la auto-agregacion de las células. Un porcentaje de
hidrofobicidad alto y la presencia de lectinas llamadas
floculinas, se relaciona con altos porcentajes de auto-
agregacién y, por tanto, con bajas eficiencias de
remocién de metales ya que disminuye la superficie
de contacto (Van Holle y col., 2012). En este estudio
el porcentaje de auto-agregaciéon de S. cerevisiae
dependi6 del tiempo (R?> = 0.98), siendo del 20%
durante la primera hora de incubacién y llegando al
90% al término de las 4 h (figura 1). Considerando
Unicamente este aspecto, el resultado obtenido sugiere
que el tiempo de contacto mds efectivo para que la
levadura remueva Cd en agua es menor o igual a 1 h.

3.2 Efecto de la biosorcion de Cd en la
carga superficial de S. cerevisiae

Los estudios de carga superficial son dtiles para
obtener informacion acerca de la interaccién de los
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Fig. 1. Porcentaje de auto-agregacion de S. cerevisiae.
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Fig. 2. Efecto de la biosorcién de Cd en la carga
superficial de S. cerevisiae A) pH 5.0 + 0.2, B) pH
6.0 = 0.2, a distintos tiempos de contacto con dos
concentraciones (5 y 10 mg/L). Distintas letras en
un mismo recuadro indican diferencia significativa
(p<0.05).

microorganismos con diferentes compuestos. Una
forma de conocer esta carga, es determinando el
potencial zeta o potencial eléctrico entre la superficie
celular y el liquido que la rodea (Strevett y Chen,
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2003). En las figuras 2A y 2B, se observa que la
carga superficial de S. cerevisiae fue negativa, lo cual
concuerda con otros estudios, atribuyéndose a grupos
funcionales cargados negativamente, presentes en los
polisacaridos y proteinas de la pared celular de las
levaduras (Orlean, 2012). Sin embargo, la carga fue
menos negativa (p < 0.05) a pH 5.0+0.2 (-27.4+
0.66) que de 6.0+0.2 (-33.0+1.13). El pH del solvente
que rodea a un microorganismo es el factor que mas
influye en su potencial zeta (Strevett y Chen, 2003).
Al disminuir, aumenta la presencia de iones hidronio
que interaccionan con la levadura incrementando su
potencial zeta. El efecto contrario sucede al aumentar
el pH, donde lo que aumenta, es la cantidad de
iones hidroxilos. El pH también es determinante en la
solubilidad del Cd en agua; normalmente, el Cd es més
soluble en agua a pH entre 5.0 y 6.0 (Khairy y col.,
2014).

La composicién de la pared celular de los
microorganismos juega un papel preponderante en
diferentes fenémenos de interés biotecnoldgico;
por ejemplo, formacién de biopeliculas, adhesién
microbiana, bioaumentaciéon y biosorcién (Orlean,
2012). En este sentido, la presencia de moléculas
cargadas negativamente en la superficie de S.
cerevisiae es fundamental para la interaccién con
cationes como el Cd y por tanto, para la eficiencia
de su remocién (Purkayastha y col., 2014). Al poner
en contacto a la levadura con las soluciones acuosas
conteniendo Cd se observé una disminucién de su
carga superficial (p<0.05), en comparacién con la
carga superficial de los controles no expuestos (figuras
2A y 2B). Esto es un indicio de que el Cd neutraliz6
algunas cargas al interaccionar con la levadura (Cabuk
y col., 2007). Un comportamiento similar se observo,
tanto al usar S. cerevisiae como Bacillus subtillis para
la biosorcién de Cd, Pb y Sr, corroborando que la
principal unién entre la pared celular y los metales
pesados se da a través de interacciones electrostaticas
(Guo y col., 2016; Sulaymon y col., 2013; Singh y col.,
2010).

El tiempo de incubacién no influyé (p> 0.05)
en la carga superficial de la levadura sugiriendo que
la interaccién podria estarse dando en los primeros
momentos del contacto. En contraste, el cambio en
la carga original de la levadura fue mayor (p < 0.05)
a pH de 6.0 (9 y 11 unidades para 5 y 10 mg/L
de Cd, respectivamente) que a pH de 5.0 (3.3 y 6.8
unidades para 5 y 10 mg/L de Cd, respectivamente).
Este comportamiento indica una mayor interaccion del
metal con la superficie de la levadura a pH de 6.0; ha
sido observado en otros estudios de biosorcién de Cd y
deriva del aumento en cargas negativas en la superficie
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de la levadura (Cabuk y col., 2007).

3.3 Biosorcion de Cd y estudio con
Espectrometria Infrarroja con
Transformada de Fourier (FT-IR)

La Tabla 1 muestra el comportamiento de biosorcién
de Cd a concentraciones de 5 y 10 mg/L. En ambos
casos se observd una mayor eficiencia de remocion a
pH de 6.0 + 0.2, lo cual concuerda con los resultados
de los cambios en la carga superficial de la levadura
y corrobora que la presencia de protones en el medio,
interfiere con la remocién. Vasudevan y col. (2003),
encontraron que la mayor capacidad de adsorcion de
Cd por S. cerevisiae se presenta a un pH de 6.5; a partir
de este punto, el Cd empieza a interaccionar con los
iones hidroxilo para formar hidréxidos que precipitan
en el agua a pH de 8.0.

En todos los experimentos la interaccién del Cd
con la S. cerevisiae se dio en los primeros minutos de
contacto. Otros estudios con bacterias probidticas y
S. cerevisiae expuestos a diferentes iones metalicos,
coinciden en tiempos de adsorcién rapidos con escasa
fluctuacidén en la concentracién adsorbida entre los 5
y 30 minutos de contacto (Mrvcic y col., 2012; Cabuk
y col., 2007; Halttunen y col., 2007; Ibrahim y col.,
2006). Este fendmeno confirma que las interacciones
microorganismo-metal mas importantes, son de origen
electrostatico (Sulaymon y col., 2013). Ademais,
coincide con las determinaciones de carga superficial
donde tampoco se observaron cambios en el potencial
zeta de la levadura a los tiempos de incubacién de
15, 30 y 60 min. Una adsorcién rdpida del metal
es deseable para el establecimiento de operaciones de
biorremediacion continuas, ya que, ademds de acortar
el proceso, se requeririan de espacios y tanques de
residencia para la levadura, mas pequefios (Vieira y
Volesky, 2000).

La eficiencia de remocién de Cd se vio afectada
por la concentracién inicial del metal, siendo menor,
cuando se inicid con concentraciones mads altas.
Cuando se trabajé a pH 5.0 y concentracion inicial
de 5 mg/L, la levadura capt6 2.5+0.05 mg/L (49.5
% de remocién); al iniciar con 10 mg/L, la levadura
captd 3.9+0.14 mg/L (39 % de remocioén). A pH 6.0
y 5 mg/L de Cd inicial, la remocién fue de 3.8+0.06
mg/L que correspondié al 75 % del metal presente.
Al iniciar con 10 mg/L, la remocién de Cd fue de
6.57+0.09 mg/L indicando un 65.7 % de eficiencia
de remocion. Kordialik-Bogacka (2011) observé
comportamientos similares al estudiar la biosorcién de
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Tabla 1. Biosorcién de cadmio por S. cerevisiae. La levadura (1.5g/L) se incub6 a diferentes tiempos en soluciones
acuosas conteniendo 5y 10 mg/L de Cd.

Tiempo de Concentracion inicial de Cd [mg/L]
incubacién (min) 5.0 10.0
pH
5.0 6.0 5.0 6.0
Biosorcién de Cd [mg/L]*
0 50+0.01(0%) 5.0+0.01(0%) 10.0+0.02(0%) 10.0«0.01(0%)
5 2.5+ 0.04 (50%) 3.8+0.01(76%) 3.7+£0.06(37%) 6.5+ 0.04 (65%)
15 2.4+ 0.02 (48%) 3.7 +0.03(74%) 4.0+£0.03 (40%) 6.6 +0.04 (65%)
30 2.5+ 0.04 (50%) 3.7 +0.04 (74%) 3.9+0.05(B9%) 6.5+0.03 (66%)
60 2.5+ 0.07 (50%) 3.8+0.02(76%) 4.0=0.03 (40%) 6.7 +0.01 (67%)

850

*Los valores indican las medias y desviaciones estdndar de 2 repeticiones.

Pb por S. cerevisiae y S. pastorianus, que pudieran
estar indicando una mayor competencia del metal por
los sitios de unidn.

La pared celular de S. cerevisiae estd compuesta
principalmente por dos tipos de macromoléculas:
polisacaridos (~85%) y proteinas (~15%). Entre los
polisacdridos predominan mananos, 8 1-3 y g8 1-
6 glucanos, y pequenas cantidades de quitina (1-
2%). Las proteinas importantes se dividen en a),
aquellas que pueden participar en la construccion
de la pared (hidrolasas y transglicosidasas); b),
aglutininas, floculinas y conectores de 8 1-3 glucanos
y ¢). glicoconjujados entre los que destacan N-
glicoproteinas del tipo altas en manosa, anclas
GPI y algunas O-glicoproteinas (Orlean, 2012).
Estas macromoléculas contienen diversos grupos
funcionales que pueden interaccionar con el Cd,
siendo el andlisis de FT-IR una herramienta efectiva
para identificarlos.

La figura 3 presenta los espectros FT-IR de la
levadura en un rango espectral de 4000 a 400 cm™!
antes (control) y después de su incubacién con 5y 10
mg/L de Cd. El espectro FT-IR de los controles mostr6
las siguientes bandas de vibracién: una banda ancha
en el rango de 3002.6 a 3787.5 cm™!, indicando la
presencia -NH de grupos aminos y -OH provenientes
de grupos carboxilos (Singh y col., 2010). Un
pico a 2923 cm™! que representa estiramientos de
C-H derivados de cadenas alquilicas (-CH, -CHj;
y CHs) (Sulaymon y cols., 2013). Los picos a
1656.5 cm™! (banda de flexién de N-H) y 1542.7
cm™! (estiramiento H-N-C) indicaron la presencia de
grupos aminos. La presencia de grupos COO- se
evidencié en las bandas a 1456 y 1403 cm™! y de

—— S. cerevisiae

——— S cerevisiae + 5 mg/L Cd
~~~~~~~~~ S. cerevisiae + 10 mg/L Cd
0.8 4

0.6

0.4 4

Transmitancia

0.2 4

0.0 T T T T
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm")

Fig. 3. Espectro infrarrojo (FI-TR) de S. cerevisiae en
presencia de cadmio. Cada flecha indica el nimero de
onda en el que disminuy¢ la sefial.

grupos S=0 y COO™, en la banda de 1243.8 cm™!.
El pico a 1049 cm™! se atribuy6 a los enlaces P-O-
C de grupos fosfato. El patrén de los espectros FT-
IR después de la biosorciéon de Cd (5 y 10 mg/L),
fue muy similar al de los controles; sin embargo, una
disminucién de la sefial de trasmitancia en los picos
mencionados, indicé la presencia del Cd en la pared
celular de la levadura (Chakravarty y Banerjee, 2012).
En base a las diferencias observadas, las moléculas
involucradas en la unién del Cd a la levadura son
aquellas que contienen grupos carboxilicos, hidroxilos
y fosfatos, asi como el d&tomo de nitrégeno del grupo
amino. Estos grupos también se han relacionado con
la interaccién de levaduras con otros metales pesados
(Cabuk y col., 2007).
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Fig. 4. Micrografias de S. cerevisiae incubado a pH
6.0 = 0.2. A) Control en agua sin Cd; B) Tratamiento
expuesto a 10 mg/L de Cd en agua durante 60 min.

3.4 Efecto del Cd en la forma y tamario de
S. cerevisiae

Para determinar posibles cambios en la morfologia
de las levaduras expuestas al Cd se hicieron
observaciones usando un microscopio electrénico
de barrido, después de incubar a las levaduras a
concentraciones de 5 y 10 mg/L de 0 a 60 min. Los
cambios mas evidentes se presentaron después de 60
min de incubacién, independientemente del pH de
estudio. En la figura 4 se presentan las micrografias
de levaduras incubadas durante 60 min, a pH 6.0 +
0.02. Las levaduras control presentaron morfologia
uniforme y continua (figura 4A), en cambio, las que
fueron incubadas con Cd mostraron cambios de forma,
rugosidades en su superficie, y una aparente reduccién
de contacto entre células (figura 4B). La aparicién de
rugosidades en la superficie de S. cerevisiae también
se ha observado después de exponer a la levadura a
diferentes concentraciones de plomo y se atribuye a
la acumulacién de los metales pesados en su pared
celular (El-Sayed, 2013). Por otro lado, la pérdida
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de contacto celular se adjudica al efecto téxico del
metal sobre la levadura, efecto que también se observa
al exponer a la levadura a plomo, uranio y arsénico
(Liu y col., 2010; Thippeswamy y col., 2014). Por
otro lado, la incubacién con Cd no afecté (p > 0.05)
el tamafio de las células expuestas. Las levaduras
control presentaron didmetros de 3.3+0.47, mientras
que las expuestas a 5 mg/L y 10 mg/L de 3.4+£0.72 y
3.3+0.49, respectivamente. Este resultado es contario
al de El-Sayed (2013), quien observé una disminucién
en el tamafio de S. cerevisiae expuesto a Pb. La
diferencia entre ambos resultados pudo deberse al
estado fisioldgico en que se encontraban las células al
momento de los ensayos (Liu y col., 2010).

3.5 Crecimiento de S. cerevisiae en

presencia de Cd

Para determinar el efecto del Cd sobre S. cerevisiae
se obtuvieron 24 curvas de crecimiento tanto de los
controles como de los tratamientos y se analizaron los
datos con el software DMFit (Tabla 2). Se observaron
diferencias (p<0.05) entre todos los pardmetros
de crecimiento de los controles y las levaduras
expuestas, cuyo efecto dependid, en los casos
de acondicionamiento y crecimiento exponencial,
de la concentracion de Cd inicial. La fase de
acondicionamiento de las levaduras control fue de
10.1 h mientras que en las levaduras expuestas a
5y 10 mg/L de Cd esta etapa se alargd a 16.4 h
(1.6 veces) y 21.0 h (2 veces), respectivamente. Lo
anterior indica una posible etapa de adaptacion de la
levadura a este metal (Wysocki y col., 2010). Por otro
lado, la velocidad de crecimiento exponencial decay6
en presencia del Cd. Los valores de las unidades
de cambio de absorbancia/unidad de tiempo para los
controles fueron de 2.1 x 103 disminuyendo a 8.8 x
107 y 7.2 x 107 para las levaduras expuestas a 5 y
10 mg/L de Cd, respectivamente. Ademas, se observo
que, en la fase estacionaria, las levaduras expuestas al
metal pesado alcanzaron densidades pticas menores
que las de los controles, independientemente de
la concentracion de Cd utilizada. Estos valores
representan una menor cantidad de biomasa al finalizar
la etapa de crecimiento (Wan y Zhang, 2012).

La acumulacién de Cd en eucariotes produce estrés
oxidativo, interfiere con la funcién de las proteinas y
afecta la funcién de reparacién de ADN (Kuang y col.,
2015; Filipi¢, 2012). En respuesta a la exposicién
a este metal se producen cambios importantes en
la levadura relacionados con su crecimiento, entre
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Tabla 2. Parametros de crecimiento para S. cerevisiae en presencia de cadmio. Se realizaron curvas de crecimiento
de 24 h incubando a la levadura (1.5 g/L) en soluciones acuosas conteniendo 5 y 10 mg/L de Cd. Los pardmetros se
obtuvieron a partir del modelo primario bifdsico de Baranyi y Roberts (1994). Los resultados expresados son la
media de tres repeticiones con ocho observaciones cada una.

Tratamiento Fase lag (h) Tasa de crecimiento (DOgo/min)  Fase estacionaria (DOgpg)

Control 10.14 2.10E-03¢ 0.884
5 pg/mL 16.4° 8.76E-04" 0.67°
10 ug/mL 21.0¢ 7.21E-04¢ 0.65°

* Valores con letras distintas en una misma columna indican diferencia significativa (p < 0.05

ellos, la alteracion de la expresion genética y de
su metabolismo. La actividad metabdlica cambia en
respuesta al factor de estrés, debido a la represion
en la sintesis de varias proteinas que se producen
en la célula en condiciones fisiolégicas normales
y a la induccién de la produccién de proteinas
especificas en respuesta al estrés. Estos cambios
vienen acompafiados por una disminucién temporal
o una completa inhibicién del ciclo de crecimiento,
que dependera de la capacidad de adaptacién del
organismo (Swiecilo, 2016). Cambios relacionados
con el arresto del ciclo celular incluyen: ajustes
en el proceso de transporte para salvaguardar la
integridad genética y disturbios en vias de sefializacion
relacionadas con la entrada de nutrientes a la célula
(proteinas TOR1) o del control del metabolismo
energético (ruta de la proteina cinasa A) (Kuang y col.,
2015; Ruta y col., 2014; Filipi€, 2012; Wysocki y col.,
2010).

El efecto de la concentracién de Cd en el
crecimiento de S. cerevisiae es un pardmetro que debe
evaluarse antes del escalamiento de un proceso de
bio-remediacién, como un indicador de la pertinencia
de utilizar biomasa viva (Bhakta y col., 2012). El
uso de microorganismos vivos o muertos para la
remocion de metales es cuestion de debate. En el
caso de las levaduras, varios estudios indicaron que,
el uso células vivas, permite eliminar una mayor
concentracién de metales pesados debido a que parte
de estos son transportados al interior de la célula;
sin contar con que la biomasa (biodegradable), puede
ser reemplazada por nuevas células en crecimiento
(Avery y Tobin 1992; Volesky y col., 1993). En
contraste, otros autores enfatizan que utilizar células
muertas permite ahorrar en almacenamiento y evita
el dafio del metal, a los microorganismos (Machado
y col., 2009). Lo recomendable para tomar la decisién
del estado en que se usard la biomasa es realizar un
analisis econémico antes de escalar el proceso; de los
costos de cultivo y produccién de la levadura en el

caso de utilizarla viva, y del costo por reemplazo de
la biomasa, en caso de utilizarla muerta (Park y col.,
2010).

3.5.1 Expresion de proteinas de choque térmico por
exposicion al Cd

Los organismos vivos detectan y responden a
los estreses fisioldgicos y ambientales que pueden
dafarlos. S. cerevisiae responde al estrés con diversos
mecanismos que actdan de manera concertada. Entre
estas respuestas destaca la produccién de chaperonas
HSP, que actian como primera linea para recuperar
la homeostasis proteica, revirtiendo los cambios
conformacionales inducidos por el estrés oxidativo
(Swiecilo, 2016). En particular, la HSP104 es un
factor esencial para la adaptaciéon de la levadura
al etanol y a temperaturas altas. Ademads, es
indispensable en la disgregacién o resolubilizacion de
agregados proteicos producidos durante situaciones de
estrés, restaurando asi, funciones proteicas cruciales
para la célula (Grimminger-Marquardt y Lashuel,
2010). También, protege a las nuevas generaciones
de levaduras durante la mitosis, reteniendo en las
progenitoras, proteinas carboniladas producto del
estrés oxidativo (Tessarz y col., 2009; Erjavec y col.,
2007).

Con la finalidad de explorar la induccién de
HSP104 en S. cerevisiae por su exposicion al Cd, se
prepararon extractos crudos de proteina a partir de
la biomasa control y la expuesta a 10 mg/L. de Cd
durante lh y se analizaron por electroforesis en gel
de poliacrilamida SDS PAGE. Al comparar el patrén
de proteinas de las levaduras control (figura SA1) con
el de las levaduras expuestas (figura 5B1) se observé
un aumento en la intensidad de una banda con masa
aproximada de 102-104 kDa que coincide con la masa
de la HSP104. La expresion de la HSP104 es nula o
muy baja bajo condiciones normales de crecimiento
(De Virgilio y col., 1991; Grimminger-Marquardt y
Lashue, 2010).
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Fig. 5. Efecto de la exposicién al cadmio en la expresion de proteinas de choque térmico en S. cerevisiae. A.
Controles (1) SDS PAGE y (2) inmunodeteccién con anti HSP104. B. S. cerevisiae expuesta a 10 mg/L de Cd
durante 1h (1) SDS PAGE y (2) inmunodeteccién con anti HSP104.

Para comprobar la identidad de la banda de 104
kDa se hizo un ensayo de inmunodeteccién con
un anticuerpo especifico dirigido hacia el extremo
carboxilo terminal (aminodcidos 894 a 908) de la
HSP104 de S. cerevisiae. En la levadura control
(figura 5A2), la proteina no fue detectada. En cambio,
el anticuerpo reconocié la banda de 102-104 kDa en
las levaduras expuestas al Cd, aunque la intensidad de
la banda fue ligera (figura 5B2). Esto pudo deberse
a que el tiempo de exposicién de la levadura al Cd
fue de sélo una hora, por lo que es conveniente que
en futuros ensayos se prueben diferentes tiempos de
exposicion al metal, a fin de dar un mejor seguimiento
al comportamiento en la expresion de la HSP104. Por
otra parte, anti-HSP104 reconoci6 otras proteinas con
masas moleculares de 55 y 120 kDa cuya presencia
fue observada tanto en el SDS PAGE de los controles,
como en el de las levaduras expuestas al Cd. Este
reconocimiento no-especifico ha sido observado en
otras investigaciones y puede deberse a que estas
proteinas compartan alguna similitud en la secuencia
a la que estd dirigida el HSP104 (Singh y col., 2013;
Holubaroba y col., 2000; Sanchez y Lindquist, 1990).

Existe un consenso general de que las proteinas
son el blanco principal de los metales tdxicos, a través
de interacciones con sus grupos tioles, sustitucion
de metales esenciales o catalizando la oxidacién de
algunas cadenas laterales de aminodcidos (Choong y
col., 2014; Wysocki y col., 2010). Recientemente
también se ha probado que algunos metales como
Cd, As y Hg, interfieren con el correcto plegado de
las proteinas y ademds promueven la formacién de
agregados proteicos (Tamas y col., 2014; Guo y col.,
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2012; Jacobson y col., 2012). El mal funcionamiento
0 inactivacién provocado por la agregacién proteica
puede llegar a causar dafio severo e incluso la
muerte celular (Tamas y col., 2014; Morano y col.,
2012). En este sentido cobra importancia la funcién
disgregante de la HSP104, cuya induccién se ha
observado, tanto en este estudio, como en otros en
los que se ha expuesto a las levaduras tanto al Cd
(Vido y col., 2001), como al cromo (Fujs y col.,
2007) o al arsénico (Menesez y col., 2008). Sin
la presencia de HSP104 no inicia el proceso para
deshacer agregados proteicos; sin embargo, para que
funcione correctamente, requiere de la asistencia de
otras HSP, como la HSP70 (Grimminger-Marquardt y
Lashue, 2010). Debido a lo anterior, es importante
que en estudios subsecuentes se estudie la expresion
de otras proteinas relacionadas con el estrés, a fin de
conocer mejor la respuesta de la levadura al Cd.

Conclusiones

En este estudio se investigaron las propiedades de la
levadura de panaderia relacionadas con la biosorcién
de Cd en soluciones acuosas. El pH del medio, la
concentracion inicial de Cd, y el tiempo de contacto
influyeron en la captaciéon del Cd que en las mejores
condiciones fue del 76 %. El proceso de sorcion se
llev6 a cabo en los primeros 5 minutos de contacto,
implicando a los grupos carboxilo, amida y fosfatos
en la interaccion levadura-Cd. La bio-acumulacién de
Cd retrasé la fase lag y afect6 a las fases exponencial y
estacionaria de crecimiento, evidenciando un periodo
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de adaptacién que se relacioné con la expresién de
la HSP104. En conjunto los resultados muestran que
la levadura de panaderia podria ser un bio-sorbente
adecuado para el Cd. Sin embargo, se requieren
estudios a nivel piloto, en sistemas continuos, para
investigar la factibilidad de llevar el proceso a gran
escala.
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