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Resumen

El arsénico es un metaloide ubicuo, sin embargo, puede convertirse en un contaminante
debido a actividades industriales como la mineria. Este metaloide es altamente téxico y un
problema ambiental en varios paises, entre ellos Chile y Alemania, donde Ila
descontaminacion del arsénico es un problema pendiente. Rhodococcus erythropolis S43 es
una actinobacteria tolerante al arsénico aislada de un suelo contaminado con el metaloide
desde una mina de plata, ubicada cerca de Freiberg, Alemania. Esta cepa es capaz de
producir sideréforos cuando se expone a condiciones de carencia de hierro. Este trabajo
explora la ruta putativa de produccion de sideroforos en R. erythropolis S43 y la capacidad
quelante de arsénico de estos compuestos. Para inducir la produccién de sideréforos, la
cepa se cultivd en medio M9 libre de hierro y la capacidad quelante de hierro y arsénico se
evalu6 utilizando el ensayo colorimétrico CAS y As-,CAS respectivamente. La actividad
gquelante obtenida fue expresada en concentracion uMEq de desferroxamina B (DFOB). Los
metabolitos obtenidos mostraron capacidad quelante hierro y arsénico, logrando una
actividad equivalente a 160 uM de DFOB en el extracto crudo y aproximadamente 10 mM de
DFOB en un extracto concentrado en 80% metanol. Este Gltimo se analizé mediante HPLC,
donde mostr6 un Unico pico de absorbancia a tiempo de retenciéon de 11,8 minutos, el cual
es responsable de la actividad quelante del extracto. Estos hallazgos sugieren que R.
erythropolis S43 produce un solo tipo de sideréforo (heterobactina) el cual es capaz de
quelar hierro y arsénico. Este resultado abre una nueva perspectiva para enfrentar el
problema de la contaminacion con arsénico utilizando la capacidad quelante de los
sidero6foros bacterianos.
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Introduccion

El arsénico y el problema de Ila

contaminacion.

El arsenico (As) es un metaloide
ubicuo en la corteza terrestre, ocupa el 20°
lugar en abundancia en el planeta y se
encuentra en suelos, agua y el cuerpo
humano(Mandal and Suzuki 2002). Puede
estar en cuatro estados de oxidacion,
como arseniato [As(V)], arsenito [As(III)],
arsénico elemental [As (0)] y arsano [(As(-
[l1)]. En general en forma insoluble en los
minerales, este metaloide puede
convertirse en contaminante de diversos
ambientes, como resultado de la
explotacion minera, la industria textil y la
industria productora de conductores y
semiconductores (Welch et al. 2000). La
Organizacisn Mundial de la Salud (OMS)
ha determinado como limite aceptable de
As en el agua potable una concentracisn
de 10 ug/L (Gorchev and Ozolins 2011),
pero en muchas partes del mundo (por e€j.
Bangladesh, Camboya, Vietnam, Estados
Unidos y Chile) las concentraciones
exceden con creces los estandares
internacionales (Marshall et al. 2007). Si
bien hoy en dia existen distintas
tecnologias de remocisn del As, la mayoria
de estas tienen altos costos de inversion y
mantencion, convirtiéndolas en
incompatibles con las comunidades de
baja tecnologia y bajos recursos. Por lo
tanto, la contaminacisn por el metaloide

sigue siendo un problema pendiente,
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especialmente en el norte  de

Chile(Ferreccio and Sancha 2006).

Sideroéforos bacterianos para

descontaminacion de arsénico.

Los sidersforos son moleculas
organicas de bajo peso molecular que
poseen alta afinidad por el hierro férrico
[Fe(llD]. Son producidos por plantas,
hongos y bacterias bajo condiciones de
déficit nutricional, debido a que el hierro
es un nutriente vital para el desarrollo y
crecimiento de plantas y bacterias. La
funcisn primaria de los sidersforos es la
captura del ion férrico disponible en el
medio extracelular para posteriormente
utilizarlo en el metabolismo celular
(Kraemer et al. 2015). La sintesis de
sidersforos es producto de una accisn
combinada de sintetasas de pe¢ptidos no
ribosomales (NRPS de la sigla en ingles) y
otras enzimas presentes en las bacterias
productoras (Renshaw et al. 2002). Las
NRPS son

multifuncionales con una

grandes proteinas
estructura
modular capaces de sintetizar peptidos
independientemente de los ribosomas
(Mootz, Schwarzer, and Marahiel 2002).
Los péptidos formados por éstas proteinas
pueden ser modificados por otras enzimas
celulares, por lo que una misma NRPS
puede participar en la formacisn de
distintos sidersforos (Haas 2003). Por
esto, la presencia de genes que codifican

para NRPS en un genoma bacteriano es
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indicativo de la produccisn de uno o mas
tipos de sidersforos por parte de un

microorganismo.

Se ha reportado que estas
moleculas son anicas de cada especie
bacteriana, incluso, especificas de cada
cepa, por lo que estudiar la sintesis y
caracteristicas de los sideroforos es un
trabajo particular para cada organismo
(Miethke and Marahiel 2007), de esta
forma, los estudios de sideroforos deben
efectuarse estudiando cepas puras y de
los hallazgos pueden ser particulares de

cada cepa.

Varios grupos de investigacion han
descrito cémo los sider6foros actian
frente a distintos elementos distintos del
hiero y se ha determinado que
independiente de su funcisn fisiolsgica
primaria (quelar el ion férrico frente en
condiciones de déficit nutricional), la
actividad quelante de los sidersforos
bacterianos puede ser efectiva frente a
otros elementos, sin embargo, la funcién
fisiolégica de este fendmeno no es

siempre claro.

Se ha

sider6foros bacterianos son capaces de

reportado que los

unir algunos elementos potencialmente
texicos como cobre (Cu), cobalto (Co),
cadmio (Cd) y As, sin embargo, en

muchos casos la capacidad quelante de
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éstos se restringe solo a experimentos del

tipo quimico (Ahmed and Holmstrom
2014). En un intento de analizar la
participacion de los sider6foros como un
mecanismo nutricional frente a elementos
distintos del hierro, se realizaron estudios
en la bacteria Azotobacter vinelandii, la
cual produce los sidersforos azotoquelina
y azotobactina. Estos compuestos tienen
la capacidad de quelar molibdeno (Mo) y
vanadio (V) para utilizarlos como cofactor
de una enzima nitrogenasa que requiere
especificamente de estos metales
(Thomas et al. 2009). Si bien este
comportamiento no ha sido descrito
ampliamente, es posible esperar Ila
participacién de éstos quelantes como un
mecanismo nutricional frente a distintos

elementos.

En otros estudios se ha seralado
gue los sidersforos pueden participar como
un mecanismo de tolerancia frente a
elementos téxicos. Se ha visto que la
pioguelina y pioverdina, sideroforos
producidos por Pseudomonas aeruginosa
PAQO1, tienen la capacidad unir un amplio
rango de metales texicos como Ag, Al, Cd,
Co, Cr, Cu, Eu, Ga, Hg, Mn, Ni, Pb, Sn,
Th, Tiy Zn. En este caso, los metales son
inmovilizados en el medio extracelular y
no se incorporan a la célula bacteriana.
Este comportamiento es diferente al
descrito anteriormente, donde el elemento

unido al siderdforo no es asimilado con un
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fin nutricional, por lo tanto, se sugiere que
los sidersforos podrian jugar un rol en la

tolerancia a metales (Braud et al. 2010).

Respecto a la capacidad de los
sideroforos de unir arsénico se ha descrito
que los sideréforos de P. azotoformans
tienen la capacidad de quelar un amplio
rango de elementos, entre ellos arsénico;
guelando hasta el 93% del arsénico de un
suelo contaminado(Nair, Juwarkar, and
Singh 2007), sin

caracteristicas moleculares de estos

embargo las

compuestos no han sido descritas. Si bien
el rol de los sideréforos frente a la
tolerancia a As no es claro hasta la fecha,
estudios han reportado la produccién de
sideréforos quelantes de arsénico por
parte de actinobacterias tolerantes al
metaloide. Estos aislados produjeron
sideréforos con alta actividad quelante de
arsénico, al ser comparados con la
actividad quelante del EDTA (G. Retamal-
Morales et al. 2018). Sin embargo, una
vez mas, las caracteristicas estructurales
de los metabolitos quelantes de arsénico
no fueron descritas, dejando pendiente la
interrogante si la naturaleza quimica de
los sideréforos quelantes de arsénico es
similar a la de los sideroforos quelantes de

hierro tradicionalmente descritos.

En este trabajo se estudio la

produccion de sideroforos quelantes de
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arsénico a partr de Rhodococcus
erythropolis S43, un aislado tolerante al
metaloide, para esto, se determiné la
capacidad de unir arsénico de los
sideroforos producidos por la cepa S43,
los que posteriormente fueron
caracterizados gquimicamente para

conocer su estructura.

Objetivo

Caracterizar la estructura quimica
de los sideréforos quelantes de arsénico
producidos por R. erythropolis S43, en
presencia y ausencia de estrés por

arsénico.

Materiales y Métodos

Cultivo de cepa bacteriana y produccion
de sideroéforos.

Rhodococcus erythropolis S43 fue
obtenida por colaboracion con la
Universidad de Freiberg, Alemania. Esta
ha sido previamente caracterizada como
una cepa tolerante a arsénico (Sultana et
al. 2012). La cepa fue incubada en medio
LB hasta alcanzar la fase estacionaria.
Las células se colectaron  por
centrifugacion a 7.000 x g durante 20 min,
y posteriormente se lavaron con NaCl
0,9% estéril para eliminar el hierro
remanente. Finalmente, las células se
cultivaron en dos condiciones, medio M9

libre de hierro suplementado con glucosa
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0,4% (Alexander and Zuberer 1991) y
medio M9 libre de hierro suplementado
con arsenito de sodio 937 yM (1/8 de la
concentracion minima inhibitoria) (Gerardo
Retamal-Morales et al. 2018) y glucosa
0,4%. La produccion de sideréforos se
realizo en un biorreactor de 3 L a 30°C en

agitacion constante de 180 rpm por 7 dias.

Extraccion de sideréforos bacterianos.

A partir de 3L de cultivo en cada
condicion, se colectd el sobrenadante por
centrifugaciéon y se realiz6 una extraccion
utilizando las resinas Ambierlite® XAD-4 y
Amberlite® XAD-16 en una concentraciéon
de 5 g/L cada una. La elucion de la fase
solida se realiz6 utilizando metanol para
andlisis. Posteriormente, el volumen de
los extractos fue reducido utilizando un

rotavapor a 37°C y presion reducida.

Con el fin de separar los
sideréforos de los otros compuestos
presentes en el extracto, se realiz6 un
protocolo de fraccionamiento utilizando
una columna C18 de fase reversa
Hypersep (Thermo Scientific, Rockford,IL,
USA). Cada extracto fue disuelto en una
mezcla de metanol y agua en proporcion
1:4 y eluido por la columna de separacion.
Se obtuvieron seis fracciones de 10 mL a
concentraciones crecientes de metanol
entre 20 - 100%. Cada fraccion fue

centrifugada por 10 minutos a 10.000 g y
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posteriormente analizada por HPLC.
Paralelamente, la actividad quelante de
Fe(lll) y As(lll) de cada fraccion se evalué
utilizando el ensayo CAS (Schwyn and
Neilands 1987) y el ensayo As-,CAS
(Gerardo Retamal-Morales et al. 2018),

respectivamente.

Cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC).

Con el objetivo de conocer el nivel
de pureza de cada fracciébn obtenida a
partir de los extractos, se realiz6 un
analisis por HPLC a cada una de éstas. El
analisis por HPLC se realizé utilizando un
U-HPLC Ultimate 3000-2015
(ThermoFischer), equipado con una

equipo

columna C,g Polaris 5, Agilent (5 um; 25 x
4,6 cm) de fase reversa, utilizando una
gradiente de elucion de metanol y agua
des-ionizada con &cido tri-fluoroacético
0,1%. La deteccion se realiz6 con un
detector Waters 2996 con arreglo de
fotodiodo (DAD) y los espectros se
registraron entre 200 y 800 nm. Se trabajo
a longitud de onda del detector 250 nm. El
equipo fue acoplado a un fraccionador
Frac920, donde se recuperaron los picos

de interés para andlisis posteriores.

Analisis por espectroscopia de resonancia
(RMN) y

espectrometria de masas (CL-EM).

magnética nuclear
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Luego de detectadas las fracciones
con actividad quelante de Fe(lll) y As(lll) a
partir del analisis por HPLC, éstas fueron
secadas y disueltas en dimetil sulfoxido
deuterado (d-DMSO) para su analisis por
RMN. El espectro RMN-'H se realiz6
utilizando un equipo Bruker Avance Il de
600-MHz. Con el objetivo de obtener un
espectro de masas, la fraccion recuperada
fue la del pico de absorbancia obtenido
por HPLC, la cual fue secada y disuelta en
metanol. Estas fracciones obtenidas por
HPLC fueron enviadas al Departamento
de Quimica de la Universidad de Bochum,
Alemania, donde se realiz6 la medicion de
LC-EM. La
utilizando una columa C18 y una gradiente

separacion se realizd
de agua/acentonitrilo con &cido férmico
0,1%. El espectro de masas fue realizado
en modo positivo en un equipo Synapt G2-
S HDMS con una fuente ESI y un detector
TOF (Senges et al. 2018).

Resultados y Discusion

Este trabajo es la continuacion de un

estudio que investiga la capacidad
guelante de arsénico de sideréforos
bacterianos. La capacidad tolerar arsénico
y producir sideroforos de R. erythropolis
S43
previamente (Gerardo Retamal-Morales et

al. 2018).

fue comprobada y publicada

Andlisis por HPLC de extractos de

sider6foros de R. erythropolis S43
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Con el objetivo de obtener y purificar
los metabolitos con actividad quelante de
arsénico, y realizar los analisis de
estructura, se realizé un fraccionamiento
de los extractos a partir de cultivos en
medio M9

control) y medio M9

libre de Fe(lll) (condicion
libre de Fe(lll)
suplementado con arsenito de sodio. Esto
ultimo, con el fin de determinar si la
adicién de As(lll) provoca la produccion de
sideréforos quimicamente diferentes a los

detectados en una condicién control.

Es necesario mencionar que la
produccion de sideréforos es un fenémeno
gue sucede en una condicion de carencia
de nutrientes (Miethke and Marahiel
2007),

producidas en bajas cantidades y con alta

por lo tanto, son moléculas
actividad. De esta forma, el obtener la

cantidad suficiente de sideréforos

purificados de forma rapida para la
caracterizacibn quimica comprende un
desafio que auln debe resolverse. Para
enfrentar esta problematica, el cultivo de
la cepa S43 se realiz6 en un biorreactor
con agitacién constante e inyeccién de
aire, el cual permiti6 una produccion de
sideréforos mayor en relacion al método
tradicional de cultivo en matraz. Ademas,
el protocolo de fraccionamiento utilizando
una columna C18 y un sistema de
distribucion de vacio permiti6 la
recuperacion mas eficiente, de hasta 104

pmol de sideroforos (expresado en UM Eq.
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de DFOB) en la fraccion obtenida en 80% utilizaron posteriormente para los analisis
metanol, y 101 pmol en la fraccion de 60% RMN-'H y EM.

metanol (Tabla 1 y 2), las cuales se

Tabla 1.- Fraccionamiento de extractos de sideroforos en medio M9 libre de hierro. La
actividad quelante de Fe(lll) fue determinada utilizando el ensayo CAS, la actividad quelante
de As(lll) fue evaluada usando el ensayo As-mCAS. Los valores de fold representan la
actividad en comparacion a un control de EDTA 83.3 pM.

Fraccionamiento de Extracto a partir de medio M9 libre de hierro

Volumen de Actividad Actividad mM
Procedimiento Etapa Fraccién gquelante de quelante de [DFOBJE Rendimento (%)
(mL) Fe (fold) As (fold) q
Extracto
Sobrenadante 3000 1.1 85 160.94 100
Crudo
Extraccion con XAD Extracto de
eluido en metanol XAD 300 57 705 6.5 405
Cl18 20%
MeOH 10 0 0 0 0
C18 40%
MeOH 10 0.23 0.49 1.1 2.2
C18 50%
Fraccionamiento con MeOH 10 35 0.95 L2 25
HyperSep C18 C18 60%
MeOH 10 5.9 10.1 4.5 9.3
Cl18 80%
MeOH 10 44 10.8 10.4 21.6
C18 100%
MeOH 10 7.2 0.90 2.1 4.3
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Tabla 2.- Fraccionamiento de extractos de sider6foros en medio M9 libre de hierro

suplementado con arsenito de sodio 937 pM. La actividad quelante de Fe(lll) fue

determinada utilizando el ensayo CAS, la actividad quelante de As(lll) fue evaluada usando

el ensayo As-mCAS. Los valores de fold representan la actividad en comparacién a un

control de EDTA 83.3 pM.

Fraccionamiento de Extracto a partir de medio M9 libre de hierro + As(lll) 937 uM

Volumen de Actividad

Actividad

Procedimiento Etapa Fraccién guelante de quelante de mM [DFOB]JEgq Rendimento (%)
(mL) Fe (fold) As (fold)
Sobrenadante Extracto Crudo 3000 0.90 100 0.09 100
Extraccion con
XAD eluido en Extracto de XAD 300 33.6 80.9 4 401.7
metanol
C18 20% MeOH 10 0.99 0.94 14.50 4.9
C18 40% MeOH 10 12 2.52 15.30 5.1
Fraccionamiento C1850% MeOH 10 13 14 19.80 6.6
con
HyperSep C18 C18 60% MeOH 10 38 8.4 24 7.9
C18 80% MeOH 10 16.1 1.8 10.1 16.2
C18 100% MeOH 10 19 0.41 12 0.074

Los cromatogramas obtenidos por
HPLC de las fracciones seleccionadas se
muestran en la Fig. 1. En la Fig. 1A, se
observa un Unico pico de absorbancia al
tiempo de retencién 11,8 min, este pico de
absorbancia fue recuperado utilizando un
fraccionador automatico y mostr6 tener
actividad quelante de hierro y arsénico
(Tabla 3). La Fig. 1C muestra el
cromatograma de la fraccion de 60%
metanol para el extracto obtenido en la
condicion de estrés por arsénico, al igual

gue en la condicidn anterior se observa un

\ni Asociacién de Universidades
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pico de absorbancia de alta intensidad al
tiempo de retencion 11,8 min, y ademas
un nuevo pico no registrado en la
condicibn anterior a un tiempo de
retencion de 10,4 min. Ambos picos
fueron recuperados y se evalué su
capacidad quelante de hierro y arsénico.
Tal como se observa en la Tabla 3, el pico
de absorbancia retenido a 10,4 min. no
presentd actividad quelante, mientras que
el obtenido al tiempo de retencion 11,8
min. presentd actividad quelante de hierro
y arsénico. A partir de estos resultados, es

posible sugerir que, en ambas condiciones
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de cultivo con y sin estrés por arsénico,

los compuestos con actividad quelante
presentan caracteristicas quimicas

similares por tener un perfil de HPLC

o 500
11.8 min
20
FeCAS (+)
11.8 min
100 9.6 min £00 As-mCAS(+)
Feae ) 2
3 > AsmCAS(+)
@ 400 10.5 min
FeCAS (-)
a0 As-nCAS ()
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1 F 3 4 5 & 7 8 9 M0 M o112 13 M 15 16 7 18 0 1 2 3 4 5 6 T B a 10 bl 12 13 14 15 16 17 18
Time (min) D Time {min)
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2500
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AsmCAS(+) 11.8 min
2 2
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T 7 2 § 4 5 s 7 8 5 1 m owomo1m 6 7w T 2 3 4 5 8 7 8B 8 0 1 12 1B W 6 8 17 18
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Figura 1.- Cromatogramas de HPLC de fracciones con mejor actividad quelante de Fe(lll) y
As(lll) a partir de extractos extracelulares de R. erythrpolis S43 (A) Cromatograma de corrida
de 18 minutos de fraccion en 60% metanol de cultivo obtenido a partir de medio M9 (B)
Cromatograma de corrida de 18 minutos de fraccion en 80% metanol de cultivo obtenido a
partir de medio M9 (C) Cromatograma de corrida de 18 minutos de fraccion en 60% metanol
de cultivo obtenido a partir de medio M9 y arsenito de sodio 937 uM(D) Cromatograma de
corrida de 18 minutos de fraccion en 60% metanol de cultivo obtenido a partir de medio M9 y
arsenito de sodio 937 puM.

Con el objetivo de dilucidar si las picos y el espectro del sideréforo
propiedades de absorcion de estos heterobactina. El espectro de absorbancia
compuestos son similares, se analizé el de heterobactina ha sido descrito
espectro de absorbancia de ambos picos anteriormente (Bosello et al. 2013), y
con tiempo de retencién 11,8 min. En la muestra un maximo de absorbancia a 300
Fig. 2 se observa una comparaciéon entre nm. Para ambos extractos, se observa un
los espectros de absorbancia de estos Unico maximo de absorbancia, similar al
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descrito previamente. La similitud entre los extractos en estudio sugiere fuertemente
espectros de absorbancia descritos para gue estos podrian contener a este
heterobactina y los obtenidos en los sideroforo.

Tabla 3.- Evaluacion de actividad quelante de hierro y arsénico en picos de absorbancia
obtenidos por HPLC.

Condicion Fraccion Tiempo de Act. Quelante de Act. Quelante de
Retencion (min) Fe (CAS) As (As-n,CAS)
M9 libre de hierro 60% metanol 9.6 - -
11.8 + +
80% metanol 11.8 + +
M9 libre de hierro + 60% metanol 10.5 - -
As(lll) 1937 uM 11.8 + +
80% metanol 11.8 + +
Luego del andlisis por HPLC se etapa de caracterizacion por quimica por
recuperaron los picos de interés, que CL-EM. Paralelamente, las fracciones con
presentaron actividad quelante de Fe(lll) y mejor actividad fueron secadas y disueltas
As(lll), y fueron utilizados para la siguiente en d-DMSO para su analisis por RMN.
A B
2 Ele
um@ + & & & & :W k3 E & & &
c

extinction

ﬁ

=apo
« holo

250 350 450 550 650 750 450 550 650 750
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Figura 2.- Espectros de absorbancia de picos de HPLC con actividad CAS vy
heterobactina. (A) Espectro de pico de absorbancia con tiempo de retencién 11,8 min
obtenido a partir de cultivo en medio M9, (B) espectro de pico de absorbancia con tiempo de

retencién 11,8 min obtenido a partir de medio M9 suplementado con arsenito de sodio, (C)
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espectro de absorbancia de heterobactina A (Bosello y cols., 2013), (D) espectro de

absorbancia de heterobactina S1 (Bosello y cols., 2013).

los aminoacidos que componen la

estructura bésica del sider6foro. El

Andlisis de espectro de RMN y MS

Para determinar la estructura de
los compuestos con actividad quelante de
hierro y arsénico, se realizé un analisis del
espectro de RMN-'H y el espectro de
masas (EM) a partir de los picos de
HPLC. EI

andlisis de RMN-'H fue realizado en el

absorbancia obtenidos por

Instituto de Quimica organica de la
de

mientras que el analisis por EM fue

Universidad Freiberg, Alemania;
realizado en el Departamento de Quimica

de la Universidad de Bochum, Alemania.

En el andlisis del espectro RMN-'H
de heterobactina A y B han sido
presentados previamente (Bosello et al.
2013; Carrano et al. 2001) identificando

las sefiales de protones pertenecientes a

andlisis del espectro de RMN-'H fue
realizado para las muestras con actividad
guelante, evaluados en ambas
condiciones de cultivo (medio M9 y M9
con arsénico), los espectros obtenidos
mostraron alta similitud,
del

mayoritario el cual puede observarse en la

sugiriendo la

presencia mismo  compuesto
Fig 3. Con el objetivo de mantener el
esquema de analisis de los estudios ya
publicados, el andlisis de la muestra fue
realizado segmentando la molécula en los
aminodcidos y acidos (ornitina, glicina,
arginina y acido 2,3-dihidroxibenzoico)

gue la componen.

19 \
y | | ‘1}"‘ l l“ v‘.
: L LA o) Y WA h .

4.2

0 (14

Figura 3.- Espectro RMN-'H en d6-DMSO del pico de absorbancia con actividad Fe/As

CAS. Espectro obtenido de la muestra en medio M9 con arsenito de sodio.
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El espectro de la muestra
analizada presenta sefiales de protones
en d47.27, & 6.89 y 6,4 6.64 que indican la
presencia de un anillo aromatico
correspondiente al acido 2,3-
dihidroxibenzoico, precursor del sideroforo
heterobactina (Carran y cols., 2001). Las
sefales ,48.12 y 84 7.13 corresponden a
los grupos hidroxilo de este compuesto
(Tabla 4, Fig. 4). Con respecto a la
presencia del aminoacido ornitina se
identificaron  sefiales de  protones
pertenecientes a un grupo amida (o4 7.39)
y el grupo amino (dy 1.23) asi como los
protones alifaticos correspondientes a las
sefales o4 4.31; 64 1.88; o4 1.77. Con
relacibn al aminoacido glicina, se ve
representado por la presencia de una
sefal &y 8.30 que sugiere la presencia de
un protén perteneciente a un grupo amida
en oy 3.74.

Finalmente, una sefial en 649.01

y un protén alifatico
indicaria la presencia de un protén
perteneciente a un grupo amida, junto a
un anillo alifatico de 6
atomos (04 7.14; &4 3.45; oy 1.23; by 4.56)
y un grupo hidroxilo (64 8.61). En la Fig. 4
se muestra la asignacién de sefales,
mientras que en la Tabla 4 es posible
analizar como cada sefial corresponderia

a los protones de cada aminoécido.

En paralelo, se realiz6 el analisis
de espectrometria de masas de las

muestras con actividad quelante de Fe(lll)
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y As(lll) de las fracciones obtenidas por

HPLC. El espectro de masas de
heterobactina A y B han sido estudiados
previamente (Bosello et al. 2013)y los
mismos sirven como referencia para
comparar la asignacién de sefales. A
partir de los espectros obtenidos se

realizé el analisis de los fragmentos

Tabla 4.- Asighaciones (ppm) del espectro
de RMN-'H para Heterobactina B en d6-
DMSO.

Sefial Integracion (I) Multiplicidad (m) Segmento

713 1 d
812 1 d
6.89 1 d DBHA
6.64 1 t
727 1 d
739 1 dd
431 2 m
1.88 2 m
Orn
1.77 2 m
280 1 m
1.23 2 m
8.3 1 t
Gly
3.74 2 d
9.01 1 S
714 1 d
345 2 m
Arg
1.23 2 m
456 2 m
861 1 S
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utilizando como base la molécula
de heterobactina B, obtenida a partir del
anélisis de RMN-'H. Dicha asignacion de
fragmentos se observa en la Fig. 5, y fue
entrgada por el Instituto de Quimica de la
Universidad de Bochum. La masa
molecular del sideroforo heterobactina B
(PubChem 1D 53261294) es de 437.453
g/mol, mientras que la masa molecular del

compuesto corresponde a 437.191 g/mol.

7,13(d)

9 m(

431m)  1,77(m)
2.80(m 3,74 N/,,
N 8 6 I(-.J

188m) £ 1 14(&1
7, w dd 8. 10:()

(dd) NH 14<(m} 4,56(m)
123m)

6.64(1) - 1,23(m)

Figura 4.- Estructura de Heterobactina
B con asignaciéon de sefiales RMN-'H.
Los nameros representan el
desplazamiento (ppm) en el espectro de
RMN-'H, mientras que las letras en

paréntesis representan el tipo de
multiplicidad de cada hidrégeno, s=
singlete; d= doblete, t=triplete,
m=multiplete.

lell

MElanes

Figura 5.- Estructura de Heterobactina
B con asignacion de sefiales de
espectrometria de masas. Las flechas
grises representan los  fragmentos
encontrados en el espectro de masas, los
nameros representan la masa (ppm) de
cada segmento en particular.
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Conclusiones

Para concluir, es necesario tener
en cuenta que se ha descrito que algunos
sideréforos pueden sufrir modificaciones y
a pesar de presentar diferencias en su
estructura, poseer un mismo perfil
cromatogréfico por HPLC. Para abordar
este problema, recientemente se ha
publicado un protocolo para la separacion
de sideroforos por HPLC (Heine et al.
2017). Teniendo esto en consideracion, es
posible que los picos analizados posean
mas de un tipo de heterobactina. Se ha
reportado que ademas de la heterobactina
B, esta puede presentarse en sus formas
heterobactina A y heterobactina S1,
ambas con estructuras  altamente
similares. Mientras la heterobactina B
posee como sustituyente un hidrégeno en
el grupo alfa-amino del aminoacido
ornitina, las formas A y S1 presentan 2-
hidroxibenzoaxolato, el cual es,
probablemente, unido durante la fase de
produccion del sideréforo (Bosello et al.
2013; Carrano et al. 2001). De este modo,
en este caso, la presencia mayoritaria de
heterobactina B no descarta la posibilidad
de la presencia (en menor concentracion)
de heterobactina A o S1, por lo tanto, la
capacidad quelante de arsénico de los
extractos obtenidos de la cepa S43 puede
atribuirse en su mayoria, pero no
Unicamente a heterobactina B. Estos
hallazgos posicionan a los sideréforos
producidos por R. erythropolis S43 como

metabolitos con novedosas e interesantes
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perspectivas desde el punto de vista

biotecnoldgico.
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